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Sposéb otrzymywania koncentratu ryboflawiny metodq biosyntezy

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania koncetratu ryboflawinowego do celéw paszowych
metodg biosyntezy przy uzyciu szczepu Eremothecium ashbyii.

Znane jest stosowanie hodowli drobnoustrojéw do wytwarzania produktéw metabolizméw drobnoustro-
jéw. Metoda biosyntezy wyeliminowata w powaznym stopniu synteze chemiczng w przemysle farmaceutycznym,
spozywczym i paszowym. Otrzymywanie ryboflawiny w przemysle oparte jest réwniez na procesie syntezy
mikrobiologicznej, w czasie ktorej produktem ubocznym przemiany materii jest witamina B2, wydzielona do
podtoza lub gromadzona w masie komdrkowej drobnoustrojow. )

Wedtug znanych metod do produkowania ryboflawiny w przemysle stosuje sie najczesciej dwa szczepy:
" Ashbya gossypii i Eremothecium ashbyii. Jako podtoze fermentacyjne stosuje sie¢ pozywki ptynne, zawierajace
0,25—1,5% weglowodanow, 1,0—5,0% biatka oraz ttuszcze i sole mineralne w wymaganych ilosciach. Zrédtem
wegla s3 weglowodany najczesciej w postaci glikozy, galaktozy, maltozy, sacharozy, rafinozy, znajdujacych sie
w melasie cytrynowej lub w melasie z trzciny cukrowe;j. Zrédtem azotu sg produkty pochodzenia roslinnego lub
2wierzecego, w zaleznosci od przedstawionych w réznych opracowaniach wymagari ilosciowych i jakosciowych.
Wedtug znanych metod najczgsciej stosowanym materiatem biatkowym sa maczki kostne, rybne, z krwi,
watroba, albumina, kazeina, otreby Zytnie, ryzowe lub pszenne, ekstrakt drozdzowy, ekstrakt jeczmienny,
stodowy, maka sojowa, z soczewicy, z nasion bawetny, wodny namok kukurydziany (W.N.K.), kietki zbozowe.
Jako dodatkowe Zrédto energetyczne stosuje sie produkty ttuszczowe takie jak ttuszcz kostny, masto kakaowe,
olej sojowy, olej sezamowy, margaryna. Ponadto stosuje sie szereg soli mineralnych, a mianowicie: sole Zelaza,
kobaltu, magnezu, wapnia sodu i potasu. Wymienione sktadniki mineralne dodawane sa w postaci soli rozpusz-
czalnych w wodzie. Wedtug stosowanych metod czynnikami niezbednymi przy otrzymywaniu ryboflawiny sg
biotyna, tianina imezoinozytol. Wedtug znanej metody wyjatowiona pod cisnieniem (120°C) brzeczke
fermentacyjng o pH = 5,5—7,5 szczepi sie zawiesing lub odwirowang grzybnig uzywanej kultury ilosci 0,7—4,0%
obj. Cato$é brzeczki napowietrza sie jatowym powietrzem. Proces biosyntezy prowadzi si¢ w tankach
fermentorach przez 6—7 dni w temperaturze 28—340°C. Otrzymane wydajnosci ksztattuja sie od 200 do 6000
9/ml brzeczki. Odfermentowany materiat suszy si¢ w catosci w suszarniach rozpytowych lub walcowych albo
poddaje obrdbce chemicznej znany mi metodami w celu uzyskania czystej witaminy B2.
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Wada znanej metody jest koniecznosé stosowania kosztownych urzadzeri fermentacyjnych oraz urzadzen
napowietrzajacych brzeczke jatowym powietrzem. Poza tym podczas procesu fermentacji zuzywa sig¢ duzo
energii elektrycznej. Na skutek dfugiego czasu fermentacji czgsto nasteuje zakazenie brzeczki. Ponadto czesé
surowcow uzywanych jako zrédto wegla i azotu musi by¢ najpierw poddawana dziataniu enzyméw proteolitycz-
nych lub amylolitycznych, np. watroba musi by¢ preparowana enzymami protolitycznymi, aby biatka
przeksztatcity sie w przyswajalng forme peptyddw. Niezbedne jest rowniez przeprowadzanie réZnego rodzaju
ekstrakcji, np. wodnych lub enzymatycznych niektérych surowcéw, w celu otrzymania tatwo przyswajalnych
elementéw pozywki (ekstrakt drozdzowy, stodowy, kukurydziany). Powyzsze czynniki znacznie podrazaja
koszty produkcji witaminy B2. Ze wzgledu na wzmagajace sie ustawicznie zapotrzebowanie na ryboflawine
w przemysle paszowym, celem wynalazku byto opracowanie ekonomicznego sposobu otrzymywania koncentratu
ryboflawiny, opartego na tatwo dostepnych i tanich surowcach. Jak wiadomo, ryboflawina jako czynnik
zapobiegajacy pelagrze, wchodzi w sktad enzymdéw oddychania tkankowego u ludzi i u zwierzat i jest niezbed--
nym elementem w crganizmie Zzywym. Brak jej lub niedobér wywotuje w organizmie stan zwany ryboflawinozg,
prowadzacy do réznego rodzaju schorzen i zaburzeri. W zwigzku z tym ryboflawine stosuje sie jako konieczny
dodatek do pasz podawanych zwierzetom hodowlanym.

Wedtug wynalazku do wytworzenia koncentratu ryboflawinowego metodg biosyntezy zastosowano
pozywke stata, o wilgotnosci okoto 64%. Jako podstawowych sktadnikéw do przygotowania podtoza fermenta-
cyjnego uzyto zmielonej kukurydzy i serwatki jako produktu odpadowego przemystu mleczarksiego. Serwatke

" wzbogacono glikoza oraz solami mineralnym NaCl, CaCO;, K, HPO, iregulowano pH w granicach 5,8-6,4. .

W celu uzyskania wigkszej powierzchni fermentacyjnej zastosowano sieczke ze stomy pszenne;.

W sposobie wedtug wynalazku drobno zmielong kukufydze miesza sie z okoto dwukrotna iloscia
w stosunku wagowym wzbogaconej serwatki oraz sieczka i poddaje sie preparowaniu w okoto 100°C przez
45—60 min. Po ostudzeniu spreparowany materiat rozkrusza sie mechanicznie. Uzyskuje sie poZzywke nawilgoco-

ng, o duzej porowatosci, ktéra zawiera:

sucha masa (%) — 36,2
biatko ogélne (% w s.m.) ’ —16,2
ttuszcze : _ . = 57
popi6t ' - 68
cukry redukujace przed inwersja - 65
cukry redukujace po inwersji - 74

Po sterylizacji w 1atn (121°C) przez 90 minut podfoze po ostygnieciu szczepi sie zawiesing grzybni

v Eremothecium ashbyii, wyhodowang na standartowej ptynnej pozywce peptonowej w ciagu 48 godzin. Catosé

inkubuje sie w temperaturze 30°C przez okoto 10 dni. Po tym okresie masa pofermentacyjna uzyskuje kolor
ciemno z4tty, o charakterystycznym, przyjemnym zapachu. Sktad masy jest nastepujacy:

-

sucha masa (%) - - 32,2
biatko ogélna (% w s.m.) -17,4
popiét . ' - 71
- ttuszcze - 42 -
" cukry redukujace przed inwersig . — 2,7
cukry redukujace po inwersji . =31

Mase - pofermentacyjng suszy sie w suszarni tunelowej w przeptywie powietrza o temperaturze 50—60°C.
Wysuszony materiat miele sig, otrzymujac gotowy produkt, zawierajacy srednio 0,25—0,38% ryboflawiny t.j.
2500-—-38007/g/produktu. :

Sproszkowany produkt barwy ciemnozdttej nie wykazuje dziatania biobdjczego i biostatycznego w stosun-
ku do badanych organizmow testowych, stanowi tatwo przyswajalny przez organizm materiat uzupetniajacy
sktad witamihowy pasz tresciwych. Do produktu wchodzg sole mineralne pochodzenia serwatkowego oraz biatko
z wysoko cenionej pod wzgledem paszowym rosliny jaka jestkukurydza. Ryboflawina w otrzymanym produkcie
jest okoto 5razy tarisza od czystej witaminy B2 stosowanej dotychczas w przemysle paszowym. W sposobie
wedtug wynalazku nie stosuje si¢ przy fermentacji zwigzkow stymulujgcych w postaci biotyny, tiaminy
i mezoinozytolu.

Przyk+tad. 1000 ml serwatki uzupetnia sig¢ solami mineralnymi w ilosci: NaCl — 2% wagowych, CaCOj;
(pastewny) — 1% wagowych, K, HPO, — 0,025% wagowych przy czym pH ustawia si¢ w granicach 5,8 — 6,4.
Nastepnie dodaje si¢ glikozy techniczne w ilosci 0,5% wagowych. Tak przygotowang serwatke miesza sie z 500 g
drobno zmielonej kukurydzy i do otrzymanej zawiesiny dodaje sig niewielka ilosé sieczki. Podtoze preparuje sig
w temperaturze okoto 100°C przez 45—60 minut. Po ostygnigciu mocno zbita mase rozkrusza si¢ mechanicznie,
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tak aby powstata luzna, rozdrobniona pozywka. PodtoZe fermentacyjne w warstwie o grubosci 5—8 cm
sterylizuje si¢ 1 atn (121°C) przez 90 minut. Po ostygnieciu szczepi sie je porcjg zawiesiny grzybni Eremothe-
cium ashbyii, wyhodowanej w ciagu 48 godzin w temperaturze 28—30°C na ptynnej, standartowej pozywce
peptonowej, wilosci 10% obj. wstosunku do ilosci uzytej serwatki. Zaszczepione podtoze fermentacyjne
inkubuje sie w komorach termostatycznych, w absolutnie sterylnych warunkach, w temperaturze 28—30°C,
przez 9—10dni. Po tym okresie masg pofermentacyjng wyktada sie na sita, ktére umieszcza sie w suszarni
tunelowej, w przeptywie powietrza o temperaturze 50—60°C. Otrzymany wysuszony produkt miele si¢ i prze-
chowuje wciemnym, suchym ichtodnym miejscu. Produkt moze stosowaé jako uzupetnienie sktadnikéw
witaminowych, stosowanych w paszach sypkich lub granulowanych po zbilansowaniu ilosci biatka i witaminy B2
zgodnie z zapotrzebowaniem organizmu zwierzat. -

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania koncentratu ryboflawiny metodg bisyntezy, przy uzyciu szczepu Eremothecium
ashbyii, zna mienn y tym, ze jako podtoze stosuje sie statg pozywke, spreparowang gtéwnie z serwatki
i drobno zmielonej kukurydzy z dodatkiem soli mineralnych, glikozy i sieczki ze stomy w temperaturze okoto
100°C a nastgpnie rozdrobniong, ktérg po sterylizacji szczepi sie zawiesing grzybni Eremothecium ashbyii,
wyhodowanej w znany sposéb na ptynnej standartowej pozywce peptonowej, po czym zaszczepione podtoze
fermentacyjne inkubuje si¢ w komorach termostatycznych w warunkach absolutnie sterylnych w temperaturze
okoto 30°C przez okoto 10 dni, a nastgpnie suszy powietrzem o temperaturze 50—60°C i miele.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze 100 czesci wagowych serwatki wzbogaconej solami
mineralnymi NaCl, CaCO3;, i K;HPO, oraz glikoze io uregulowanym pH w granicach 5,8—6,4 miesza si¢
zdrobno zmielong kukurydzg wilosci okoto 50 czesci wagowych oraz niewielka iloscig sieczki, poddaje
" preparowaniu w temper?turze okoto 100°C przez 45—60 minut i po ostudzeniu miele i sterylizuje.
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