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Jedng z powaznych dziedzin praktycznego zastosowania biochemii,
a rownoczesnie wyrazem nowoczesnosci w produkeji, jest biosynteza wi-
tamin i enzyméw na skale przemystowg. W krajach o wysokiej technice
biosynteza mikrobiologiczna stala sie wielka galezig przemystu fermen-
tacyjnego i farmaceutycznego. W Polsce przed biochemikami stoi jeszcze
ciggle zadanie adaptacji i opracowania laboratoryjnego wielu dziedzin
biosyntezy.

W Katedrze Technologii Rolnej prace nad biosyntezg witamin i enzy-
moéw prowadzone sg juz przeszlo 10 lat i obejmujg z zakresu witamin:

witaminy z grupy By
beta-karoten
witamine By

z zakresu enzymow:
enzymy amylolityczne
enzymy proteolityczne
celulazy
glikooksydaze.

Biosynteza witamin z grupy By

W 1952 roku w Katedrze naszej zapoczatkowano prowadzone do dzisiaj
badania nad witaming By,. Juz w pierwszym roku badan uzyskali$my
po raz pierwszy w Polsce krystaliczny, aktywny preparat witaminy B,,
z hodowli promieniowcoéw z rodzaju Streptomyces (7). Przebadano w tym
czasie zdolno$¢ biosyntezy witamin By pieédziesieciu szczepéw promie-
niowcoéw izolowanych w naszym laboratorium z réznych gleb. Czterdzie-
Sci trzy szczepy wykazywaly zdolnos¢ wytwarzania witaminy By,
22 odznaczalo sig¢ stosunkowo duzg wydajnoscig (0,8—1,0 pg/ml) (10).
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Zliofilizowanych szczepow uzywaliSmy nastepnie do dalszych badan nad
udoskonaleniem metod oznaczania (spektrofotometrycznie i mikrobiolo-
gicznie z Euglena gracilis) witaminy B;, w hodowlach drobnoustrojéw
(8, 9).

Wkroétce po badaniach Lewtona i Hargrove (16) nad zdolnoscig biosyn-
tezy witamin z grupy Bj; przez bakterie kwasu propionowego stwier-
dziliSmy na jednym gatunku tych bakterii (Propionibacterium shermanii)
ze wytwarza on obok nieznacznych ilosci witaminy Byy, inny czynnik
nazwany przez nas witaming Bjy, (4). Analog ten pozbawiony ugrupowa-
nia nukleotydowego okazal sie pdzniej identyczny z czynnikiem B Forda
(1). W dalszych badaniach wykazaliSmy, ze bakterie kwasu propionowego
wykorzystujg dodany do pozywki 5,6-dwumetylobenzimidazol syntety-
zujac witaming Bjy w miejsce ,niekompletnej” witaminy Bjs, (5, 17).
Dodajgc do pozywki inne pochodne benzimidazolowe uzyskaliémy szereg
nowych analogow witaminy Bys (19).

Kierunek biosyntezy witamin z grupy By, staraliSmy sie zmieni¢ row-
niez na innych drogach. Ciekawe rezultaty otrzymalismy stosujgc do
pozywek bakterii kwasu propionowego dodatki antybiotykow i sulfa-
tiazolu. Substancje te podobnie jak 5,6-dwumetylobenzimidazol prze-
suwaly biosynteze w kierunku wilasciwej witaminy By (3, 11, 12, 18).
Rzuca to nieco $wiatlta na mechanizm dodatniego dzialania antybiotykow
podawanych mlodym zwierzetom w paszach.

Majgc na uwadze duze zapotrzebowanie przemystu fermentacyjnego
1 paszowego na witamine B;; staraliSmy sie opracowac tanie zrodta du-
zych ilosci tej witaminy. W tym celu zajeliSmy sie z jednej strony Scie-
kami miejskimi z drugiej natomiast ulepszaniem biosyntezy przez bak-
terie kwasu propionowego.

Po dluzszych badaniach opatentowaliSmy metode otrzymywania kon-
centratow i krystalicznej witaminy By, ze $ciekéw miejskich poddanych
fermentacji metanowej (3, 6), z wydajnoscig 10 mg witaminy B;3/100 1
sciekéw. W toku tych badan opracowaliSmy nowg metode spektrofoto-

metrycznego oznaczania tej witaminy w koncentratach bez dodatkowego
oczyszczania.

‘W badaniach nad bakteriami kwasu propionowego  zastosowaliSmy
tanig pozywke opartg na autolizacie drozdzowym i skréciliSmy czas
fermentacji do 96 godzin uzyskujgc wydajnos¢ 8—10 uM witaminy
Byo/1 litr pozywki (2). Metoda ta po weryfikacji w Zakladach Fermaceu-
tyecznych w Tarchominie, zostala opublikowana.

Witamina By odgrywa powazng role nie tylko dla mtodych organizméw
zwierzecych, lecz réwniez w zywieniu czlowieka. Dlatego tez zajeliSmy
sie¢ mozliwoscia wzbogacenia niektérych produktéw spozywezych w te

¢
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witamine. StwierdziliSmy, ze wszystkie badane przez nas gatunki Pro-
pionibacterium posiadajg zdolno$¢ biosyntezy witamin z grupy By,
jednakze w roznej ilosci i jakosci (20).

 Szczepigc mleko przy produkcji serow edamskiego i tylzyckiego wy-
branymi szczepami bakterii (P. sermanii 1, P. freudenrechii 3, P. pen-
tosaceum 13) uzyskaliSmy sery o zwiekszonej zawartosci witaminy
Bya (13).

Badajagc mechanizm biosyntezy witaminy B,y stwierdzilismy, ze do-
datek ,,aktywnej metioniny” (S-adenozylo-L-metionina) zwigkszal wy-
dajnos¢ tej witaminy przez Propionibacterium shermanii (15).

Przedmiotem naszych obecnych badan jest stosowanie mieszanych
hcdowli bakteryjnych przy biosyntezie witaminy Byy (14) oraz wydobycie
i charakterystyka komplekséw tej witaminy z biatkiem.

Biosynteza beta-karotenu

Wsréd mikroorganizméw najwiekszg aktywnoscia w biosyntezie karo-
tenu odznaczajg sie ple$nie, jednak tylko nieliczne produkujg ten zwig-
zek w zastugujgcych na uwage ilosciach. Szczegdélne znaczenie posiadajg
te gatunki, ktére produkujg beta-karoten.

Badania nad biosyntezg karotenu rozpoczeto w naszej Katedrze
w 1959 roku. Sprawdzono 5 szczepoéw: Penicillium sclerotiorum, Choana-
phora, persicaria, Choanaphora cucurbitarum, Neurospora sitophila
i Neurospora crassa. Biosynteze prowadzono na plynnych pozywkach
naturalnych i syntetycznych. lLepsze okazaly sie pozywki naturalne,
a przede wszystkim pozywka brzeczkowa oraz przygotowana na ekstrak-
cie z otrgb pszennych. ‘

Wydajnoéé beta-karotenu dochodzita do 250 mg%. Najwyzsze wyniki
uzyskiwano dla Pinicillium sclerotiorum. Stwierdzono duzg zaleznos¢
tworzenia sie karotenéw od pH pozywki. Optymalne pH dla Penicillium
sclerotiorum lezalo w granicach wartosci 3 do 3,5, dla pozostalych szcze-
pow 4,5 do 6,95.

Maksimum wydajnosci obserwowano miedzy 10 a 15 dniem biosyntezy
w temperaturze 24—26°. Zaréwno nizsze jak i wyzsze temperatury ha-
mcwaly biosynteze.

Napowietrzanie hodowli przez jej wytrzgsanie w kolbach obnizaio
u wszystkich szczepéw zdolnos¢ biosyntezy karotenow. Najlepsze wyniki
uzyskiwano w hodowlach bez napowietrzania w kolbach stozkowych
o pojemnosci 750 ml przy warstwie pozywki do 1 cm grubosci.

Naswietlanie hodowli w czasie biosyntezy obnizalo wydajnos¢ beta-
~karotenu i sprzyjalo tworzeniu sie barwnikéw ksantofilowych. Przy
zaszczepianiu zawiesing zarodnikéw przestrzegano, by na 1 ml pozywki
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ilos¢ zarodnikéw wynosila okoto 25 000, gdyz mniejsza zawartos¢ prze-
dluzala czas biosyntezy i obnizala jej wydajnos¢.

Ostatnio wyizolowano w Katedrze z materialu roslinnego szczep ples$ni
przy pomocy ktérego uzyskiwano wydajnos¢ beta-karotenu do 600 mg %.
Najlepszg dla tego szczepu okazala sie plynna pozywka przygotowana na
kwasowych hydrolizatach kazeiny i kukurydzy. W odréznieniu od po-
przednich, wymieniony szczep wzrastal i syntetyzowal beta-karoten
w warunkach silnego napowietrzania pozywki.

Obecnie prowadzi sie prace nad okresleniem wlasciwosci morfologicz-
nych, fizjologicznych i biochemicznych tego szczepu.

Biosynteza witaminy B,

Biosynteze witaminy B, prowadziliSmy przy pomocy plesni Eremo-
thecium ashbyii, uzyskujae maksymalng wydajnos¢ 1—1,6 mg/ml. Stwier-
dziliSmy, ze wydajnos$¢ ta przy jednakowych warunkach hodowli moze
waha¢ sie w szerokich granicach, co spowodowane jest wystepowaniem
mutantow o zabarwionej lub bezbarwnej grzybni. WyselekcjonowaliSmy
obydwa mutanty i stwierdziliSmy, ze mutant o zabarwionej grzybni wy-
kazujgcy wolniejsze tempo wzrostu i mniejszg aktywnos¢ procesé6w od-
dechowych niz mutant bezbarwny charakteryzuje si¢ intensywnag bio-
syntezg witaminy B,. Stabilizacje obydwu mutantéw uzyskalismy przez
dodatek penicyliny, przechodzenie mutanta jasnego w ciemny powodowat
dodatek streptomycyny.

Stwierdzilismy ponadto, ze w odpowiednich warunkach szczep zotty
produkuje oprécz wolnej ryboflawiny flawino-adenino-dwunukleotyd
w ilosci do 10% ogodlnej zawartosci flawin. Szezep ten moze by¢ zroditem
otrzymania FAD.

Biosynteza enzymoéw amylolitycznych

Biosynteze enzyméw amylolitycznych prowadziliSmy przy pomocy ple-
$ni z rodzaju Aspergillus na stalych pozywkach otrebowych. Po wy-
selekcjonowaniu szczepu Aspergillus oryzae o wysokiej aktywnosci amy-
lolitycznej, badali$my aktywnos$¢ biosyntezy enzymow amylolitycznych
w zaleznosci od skladu podloza i warunkéw hodowli. OpracowaliSmy
parametry hodowli pozwalajgce na otrzymanie taniego preparatu plesnio-
wego o sile cukrujgcej przecigtnie wyzszej o 40% od sily cukrujacej
stodu. Zmian aktywnosci tego preparatu nie obserwowaliSmy w ciggu
roku przechowywania przy wilgotnosci wzglednej 75% w normalnych
temperaturach.
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Przeprowadzone do$wiadczenia na skale przemystowa wykazaly, ze
wydajnosé alkoholu przy uzyciu tego preparatu nie ustepuje wydajnosci
uzyskiwanej stosujac st6d jako czynnik scukrzajacy skrobig ziemniaczang.

Biosynteza enzymoéw proteolitycznych

Badajac aktywnosé proteolityczng 21 szczepéw z rodzaju Aspergillus
wyodrebniliSmy trzy szczepy o wysokiej aktywnosci. Sposréd nich naj-
lepsze wyniki uzyskaliémy dla szczepu Aspergillus oryzae. Stwierdzi-
lismy, ze istnieje zalezno$¢ miedzy wiekiem hodowli standardowej na
skosach brzeczkowo-agarowych a aktywnoscig proteolitycznag hodowli
produkcyjnej na stalym podlozu otrebowym. Optymalny wiek hodowli
standardowej wynosi 5 dni.

Przy uzyciu otrzymanego preparatu proteolitycznego badalismy para-
metry hydrolizy zelatyny i kazeiny. StwierdziliSmy, ze preparat wy-
kazuje wysoka aktywno$é wobec obu badanych biatek doprowadzajac
do daleko posunietego rozktadu z uwolnieniem ponad 50% aminokwasow.
Dobierajac odpowiednie pH hydrolizy, otrzymaliSmy hydrolizaty kazeiny
pozbawione gorzkiego smaku charakterystycznego przy enzymatycznych
hydrolizatach tego bialka.

Biosynteza celulaz

Dzialajgc na pasze o duzej zawartosci celulozy enzymami hydrolizuja-
cymi ten zwigzek mozna znacznie zwiekszy¢ ich wartos¢ odzywcza. Przy
rozkladzie celulozy nastepuje uwolnienie zwigzkéw inkrustujacych takich
jak bialka, ttuszcze, witaminy i sole mineralne.

Do biosyntezy celulaz uzywaliSmy plesni Trichothecium roseum.
Stwierdzilismy, ze aktywnos$é produkowanych przez ten szczep enzymoéw
uzalezniona byla od rodzaju podloza, temperatury oraz czasu hodowli.
Optymalne parametry stanowila temperatura 20—22°, czas hodowli 2—3
dni i pozywka zawierajaca otreby pszenne, autolizat drozdzowy i wode
destylowana. Aktywnoséé¢ celulazy wynosila 70—79% w odniesieniu do
rozkladu celulozy podloza i 8—16% w odniesieniu do rozktadu preparatu

celulozy przez sok komoérkowy.

Biosynteza
B-D-glukopyranozo-aerodehydrogenazy

W celu otrzymania aktywnego preparatu glukooksydazy przebadalismy
7 szczepdéw pleéni z rodzaju Aspergillus. Szczepy A. niger CBS 13
i A. niger P(As)VII wykazywaly stosunkowo wysoka aktywnos¢ (okolo
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11,51 16 jednostek na g suchej masy). Najwyzszg aktywnos$¢ uzyskiwano
stosujac zmodifikowang pozywke Miillera. Zastgpienie sacharozy mela-
sem, nie powodowalo istotnych zmian aktywnosci. Dodatek namoku

kukurydzianego powodowal znaczny wzrost masy grzybni przy réwno-
czesnym spadku aktywnosci.

Z grzybni A. miger CBS 13 otrzymaliSmy surowy preparat gluko-
oksydazy o aktywnosci 90 jednostek na g suchej masy. Ze wzgledu na
dobre cechy organoleptyczne (szarc-zéltawe zabarwienie, slaby posmak
bulionu) moze on by¢ stosowany do utrwalania Srodkéw spozywczych.
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