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WITAMINA B12 – BUDOWA, BIOSYNTEZA, FUNKCJE I METODY 

OZNACZANIA 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
W niniejszej pracy przedstawiono aktualną wiedzę dotyczącą witaminy B12 (kobalaminy), struktury 

i szlaków metabolicznych jej powstawania, znaczenia dla zdrowia człowieka oraz metod jej wykrywania. 
Przedstawiono także wyniki badań nad biotechnologiczną  produkcją witaminy B12. Witamina B12 jest 
istotnym kofaktorem w metabolizmie węglowodanów, tłuszczów, aminokwasów oraz kwasów nukleino-
wych w organizmie człowieka. Zapobiega także występowaniu anemii złośliwej. Biosynteza kobalaminy 
jest domeną wyłącznie organizmów prokariotycznych. Wiele gatunków bakterii jest zdolnych do produk-
cji witaminy B12, ale tylko dwa mają istotne znaczenie: Propionibacteriumm freudenreichii i Pseudomo-
nas denitrificans.  
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Wprowadzenie 

Historia odkrycia witaminy B12 wiąże się z opisanym po raz pierwszy w 1835 r. 
zaburzeniem produkcji czerwonych krwinek, które nazwano anemią złośliwą. W 1920 r. 
Whipple i wsp. [94] opublikowali badania, w których dowodzili, że podawanie wątro-
by wykrwawionym psom przyspiesza ich powrót do zdrowia. Minot i Murphy [53] 
podjęli dalsze doświadczenia, próbując wyjaśnić, który ze składników wątroby jest za 
to odpowiedzialny. Ich eksperymenty wykazały, że oprócz żelaza, w wątrobie wystę-
puje jeszcze inna substancja warunkująca skuteczność leczenia anemii. Za badania nad 
niedokrwistością złośliwą Whipple, Minot i Murphy otrzymali w 1934 r. Nagrodę No-
bla z dziedziny medycyny. W 1948 r. Rickes i wsp. [71] wyizolowali z wątroby czysty, 
krystaliczny związek o zabarwieniu czerwonym, który w dawkach kilku mikrogramów 
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zapobiegał występowaniu niedokrwistości. Związek ten zawierał fosfor i kobalt – na-
zwano go początkowo witaminą B12, a potem kobaminą [71, 85]. Budowa witaminy 
B12 została opisana dopiero w 1956 roku przez Hodgkin (która w 1964 r. otrzymała 
Nagrodę Nobla w zakresie chemii za rentgenostrukturalne badania struktury substancji 
ważnych biochemicznie) [31]. 

Witamina B12 należy do grupy związków zawierających w swoim składzie układ 
korynowy, zbudowany z czterech zredukowanych pierścieni pirolowych i umieszczo-
nego centralnie atomu kobaltu. Jest jedyną witaminą, której synteza możliwa jest jed-
nak tylko w komórkach bakteryjnych [49, 72]. Stanowi ona także czynnik niezbędny 
do prawidłowego funkcjonowania organizmu człowieka i zwierząt, zapobiegającym 
anemii złośliwej [38, 39].  

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie najnowszych informacji o budowie wi-
taminy B12, szlakach metabolicznych jej powstawania, funkcjach w organizmie czło-
wieka oraz metodach jej otrzymywania i oznaczania. 

Budowa witaminy B12 

Witamina B12 jest ogólną nazwą związków z grupy kobalamin, tzw. korynoidów 
o zbliżonej budowie chemicznej i podobnych funkcjach fizjologicznych. Obejmuje ona 
4 podstawowe formy chemiczne: cyjanokobalaminę (zawierającą jako podstawnik 
kobaltu jon CN-), hydroksyl-, metylo- i dezoksyadenozylokobalaminę (zawierające 
odpowiednio –CH3, -OH-, lub jednostkę 5’-deoksyadenozylową). 

Ze względu na to, że korynoidom w ubiegłym stuleciu często nadawano nazwy, 
zanim poznano ich strukturę chemiczną, w 1959 r. wprowadzono nazewnictwo syste-
matyczne tej grupy związków [86]. W 1975 r. Międzynarodowa Unia Chemii Czystej 
i Stosowanej (IUPAC) oraz Międzynarodowa Unia Biochemiczna (IUB) przyjęły 
obowiązującą do dzisiaj nomenklaturę korynoidów (wraz z uzupełnieniami z lat 1966 
i 1973) [34-36].  

Cząsteczka cyjanokobalaminy (C88H88O14N14PCo) składa się z czterech sprzężo-
nych pierścieni pirolowych (A-D), połączonych wiązaniami w pozycji , tworzących 
pierścień makrocykliczny. Trzy spośród tych wiązań łączą trzy pierścienie pirolowe 
poprzez mostek metionowy. Pierwszy pierścień z czwartym (A i D) jest sprzężony 
bezpośrednio przez wiązanie Cα-Cα. Układ ten łączy się z centralnie umiejscowionym 
atomem kobaltu znajdującym się na trzecim stopniu utlenienia. Nad układem makro-
cyklicznym znajduje się prostopadle ułożona grupa cyjanowa, a pod nim, 5,6-
dimetylobenzimidazolyl (5,6-dimetylobenzimidazolo-rybozolo-3’fosforan). Oba ligan-
dy skoordynowane są z atomem kobaltu (rys. 1. ) [49, 70]. 
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Ryc. 1. Budowa witaminy B12. 
Fig. 1. Structure of vitamin B12. 

 
W przypadku pochodnych cyjanokobalaminy mogą występować różne ligandy 

kowalentnie związane z atomem kobaltu nad lub pod strukturą pierścienia makrocy-
klicznego. Hydroksykobalamina powstaje poprzez związanie grupy -OH, a akwakoba-
lamina dzięki połączeniu atomu wodoru z atomem kobaltu, nad strukturą pierścieni 
pirolowych. Pseudowitamina B12 zawiera adeninę w miejscu 5,6-dimetylobenzimida-
zolylu, czyli pod strukturą makrocykliczną. Forma ta jest analogiem prawdziwej wita-
miny B12, co oznacza, że zachowuje ona aktywność w komórkach bakteryjnych, lecz 
nie ma właściwości terapeutycznych dla ludzi [3]. 

W środowisku naturalnym witamina B12 występuje w postaci deoksyadenozylo-
kobalaminy (koenzymu B12) i metylokobalaminy (MeCbl). Obie te formy są bardzo 
niestabilne w obecności światła, co objawia się zmianą widma absorpcji oraz utratą 
aktywności koenzymatycznej [3]. Trwałą formą witaminy B12, produkowaną na skalę 
przemysłową i niewystępującą w przyrodzie, jest cyjanokobalamina (CNCbl) [69]. Jest 
ona stabilna w obecności tlenu, a w formie suchej jest także odporna na działanie wy-
sokiej temperatury (100 ºC). Wodny roztwór CNCbl o pH w zakresie 4,0 - 7,0 może 
być autoklawowany. Krystaliczna forma CNCbl może być bezpiecznie mieszana 
z różnymi środkami terapeutycznymi oraz odżywczymi. W obecności tiaminy, amidu 
nikotynowego lub kwasu nikotynowego powoli ulega dekompozycji. Aktywność cyja-
nokobalaminy zapewnia jednak dodatek niewielkich ilości żelaza lub rodanku [3]. 
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Funkcje witaminy B12 w organizmie człowieka 

Organizm zdrowego człowieka pobiera witaminę B12 z pożywienia. Biosynteza 
tej witaminy jest domeną organizmów prokariotycznych, komórki eukariotyczne jej nie 
wytwarzają. Cyjanokobalamina nie jest zatem naturalnym składnikiem żadnej rośliny, 
ale może być syntetyzowana przez mikroorganizmy zasiedlające przewód pokarmowy 
ssaków (głównie przeżuwaczy). Głównymi źródłami witaminy B12 w diecie są produkty 
pochodzenia zwierzęcego, warzywa poddane procesowi fermentacji (np. „miso” – 
wytwarzane poprzez fermentację ziarna soi) oraz niektóre algi. Do produktów spożyw-
czych bogatych w witaminę B12 należy zaliczyć mięso przeżuwaczy, drób, ryby, sko-
rupiaki, mleko, podroby, sery oraz jaja [58, 84]. 

Dobowe zapotrzebowanie człowieka dorosłego na tę witaminę wynosi ok. 2 µg, 
ale wytyczne co do zalecanych dawek różnią się pomiędzy krajami (np. w USA jest to 
2,4 - 2,8 µg/dobę, w Niemczech 3 µg/dobę). Zalecane ilości obliczane są przy założe-
niu, że absorpcja witaminy wynosi 50 %. Zatem dawka 1,5 µg powinna wystarczyć, 
aby uniknąć u większości ludzi choćby najmniejszych oznak niedoboru tej witaminy 
[25]. Cyjanokobalamina jest akumulowana w tkankach zwierzęcych, zwłaszcza w wą-
trobie, a jej niedobory mogą wystąpić co najwyżej po 5 - 6 latach od przyjęcia ostatniej 
dawki. Przy normalnym spożyciu mięsa dzienne zapotrzebowanie jest z nadmiarem 
dostarczane, jednak problemy mogą się pojawić u wegan, wegetarian i ludzi z zaburze-
niami wchłaniania w przewodzie pokarmowym [11, 47]. 

Wchłanianie witaminy B12 odbywa się w końcowym odcinku jelita krętego 
w obecności glikoproteiny (tzw. czynnika wewnętrznego, czynnika  Castle’a) wytwa-
rzanej przez komórki okładzinowe żołądka [28, 46]. Kobalamina, wiążąc się z tą gli-
koproteiną tworzy czynnik hematopoezy biorący udział w powstawaniu komórek krwi 
w układzie krwiotwórczym. Jest też niezbędna do prawidłowego przebiegu procesu 
powstawania krwinek czerwonych w szpiku kostnym (erytropoezy) oraz bierze udział 
w syntezie DNA i RNA w erytroblastach. Uczestniczy także w przemianach metabo-
licznych tłuszczów i węglowodanów oraz w prawidłowym funkcjonowaniu układu 
nerwowego (budowa otoczki mielinowej, tworzenie przekaźników nerwowych). 
Udział witaminy B12 w procesach metabolicznych w organizmie człowieka dotyczy 
także metabolizmu DNA (przemiany puryn i pirymidyn) [38, 59]. Kobalamina jest 
kofaktorem dwóch enzymów: syntazy metioninowej (tworzenie metioniny z homocy-
steiny) i mutazy metylmalonylo-CoA (konwersja metylomalonylo-CoA do sukcynylo-
CoA) [23, 84, 92]. Bierze udział w przemianie kwasu foliowego do biologicznie ak-
tywnego tetrahydrofolianu i razem z nim odgrywa istotną rolę w stabilności genomu 
człowieka. Niedobór witaminy B12 zwiększa możliwość uszkodzenia DNA i zmienia 
jego metyzację [23, 24]. Podnosi także poziom homocysteiny, co jest istotnym czynni-
kiem ryzyka w chorobach układu krążenia [1, 23, 78]. 
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Głównym objawem niedoboru witaminy B12 u człowieka są zaburzenia w proce-
sie krwiotworzenia, głównie związane z niedostateczną produkcją krwinek czerwo-
nych. Niedobór witaminy B12 jest związany głównie z nieprawidłowym jej wchłania-
niem jelitowym, co prowadzi do rozwoju schorzenia nazywanego anemią lub niedo-
krwistością (inne nazwy: anemia Addisona-Biermera, anemia złośliwa, niedokrwistość 
megaloblastyczna) [28, 46]. Do rozwoju niedokrwistości prowadzą także schorzenia 
jelita krętego lub stany po jego resekcji, brak transportowego białka osocza (transkoba-
laminy I lub II) oraz nadmierny wzrost mikroflory jelitowej, która zużywa witaminę 
B12 [20]. 

Oprócz zahamowania krwiotworzenia, brak witaminy B12 może również powo-
dować ciężką chorobę neurologiczną, przebiegającą z porażeniem kończyn. Jej brak 
prowadzi także do zwiększenia ryzyka innych schorzeń układu nerwowego, takich jak 
zapalenia wielonerwowe, ataksja czy  letarg [20, 82]. Może także powodować przed-
wczesną śmierć komórek [46]. Wykazano także istotną rolę kobalaminy w etiologii 
chorób, takich jak stwardnienie rozsiane, miażdżyca tętnic czy choroby serca [1, 39, 
51, 78, 90]. 

Według rozporządzenia Ministra Zdrowia, z dnia 16 września 2010 r., w sprawie 
substancji wzbogacających dodawanych do żywności [32] witamina B12 może być 
stosowana do wzbogacania środków spożywczych w postaci cyjanokobalaminy i hy-
droksykobalaminy w ilości nieprzekraczającej 50 % dziennego zapotrzebowania na ten 
związek. 

Szlaki metaboliczne biosyntezy witaminy B12 

Ludzie, zwierzęta i protisty potrzebują cyjanokobalaminy do prawidłowego roz-
woju, jednak nie mają zdolności do jej wytwarzania. Rośliny i grzyby również nie 
potrafią syntetyzować witaminy B12, ale też nie pobierają jej z zewnątrz [21]. Witami-
na B12 jest jedyną witaminą, której synteza możliwa jest jedynie w komórkach bakte-
ryjnych i archebakteriach [49, 72].  

Do biosyntezy witaminy B12 de novo zaangażowanych jest ponad 30 genów, które 
stanowią ok. 1 % typowego genomu bakteryjnego [77] i obecne są u 1/3 zsekwencjo-
nowanych genomów bakterii [69]. Obecnie znane są dwa odmienne szlaki biosyntezy 
kobalaminy w naturze. Jednym z nich jest tlenowa synteza, charakterystyczna dla 
drobnoustrojów Pseudomonas denitrificans, w którym aktywacji ulegają geny z pre-
fixem cob [49]. Syntezę kobalaminy bez obecności tlenu wykryto u bakterii, takich jak 
Bacillus megaterium [68], Propionibacterium shermanii [81] i Salmonella typhimu-
rium [67]. U tych bakterii w procesie biosyntezy witaminy B12 zaangażowane są geny 
z prefixem cbi [49]. 

Adenozylokobalamina jest biosyntetyzowana z uroporfirynogenu III. Ten niesy-
metryczny makrocykliczny izomer powstaje z ośmiu cząsteczek kwasu 5-amino-
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lewulionowego (ALA), przy udziale trzech enzymów: dehydratazy kwasu  
5-aminolewulinowego (HemB), deaminazy porfobilinogenu (HemC) oraz syntetazy 
uroporfirynogenu III (HemD) [37]. Proces rozpoczyna się dimeryzacją cząsteczek 
kwasu 5-aminolewulinowego, czego efektem jest powstanie monopirolu, porfobilino-
genu (PBG). W wyniku polimeryzacji czterech cząsteczek PBG powstaje liniowa po-
stać tetrapirolu, preuroporfirynogen (hydroksymetylobilan), który następnie ulega in-
wersji i cyklizacji, w wyniku czego powstaje aktywny fizjologicznie uroporfirynogen 
III – prekursor układu korynowego [2, 45, 91]. Dekarboksylacja uroporfirynogenu III 
prowadzi do syntezy hemu i chlorofilu, jednak w wyniku działania metylotransferazy 
uroporfirynogenu III, związek ten ulega metyzacji w pozycji C-2 i C-7, tworząc „pro-
totyp” pierścienia korynowego (ang. precorrin-2) [7, 93]. Od tego momentu biosynteza 
witaminy B12 w warunkach tlenowych oraz beztlenowych jest odmienna. Na drodze 
tlenowej pierścień ten ulega metyzacji w pozycji C-20. Szlak beztlenowy rozpoczyna 
się od włączenia do pierścienia kobaltu. W obecności tlenu, wytworzenie tego chelatu 
następuje dopiero po kolejnych dziewięciu reakcjach. Ciekawym zjawiskiem jest wy-
stępowanie dwóch różnych chelataz, w zależności od warunków przemian bioche-
micznych. W szlaku tlenowo-zależnym, chelataza kobaltu ulega aktywacji tylko przy 
udziale energii pochodzącej z adenozynotrifosforanu (ATP), w przeciwieństwie do 
chelatazy wykorzystywanej w warunkach beztlenowych, której działanie nie jest uza-
leżnione od ATP. Kolejnym etapem biosyntezy witaminy B12 jest proces kontrakcji 
pierścienia korynowego, związany z usunięciem węgla C-20. W warunkach tlenowych 
atom węgla C-20, zostaje utleniony przez tlen cząsteczkowy i wydalony w postaci 
octanu. W warunkach beztlenowych zawężanie pierścienia możliwe jest dzięki obec-
ności w centrum struktury jonu kobaltu, zdolnego do przyjęcia różnych stopni utlenie-
nia. Uczestniczy on w procesie oksydacji, czego wynikiem jest usunięcie atomu węgla 
C-20, w postaci aldehydu octowego. Efektem kontrakcji pierścienia korynowego, za-
równo w szlaku tlenowym, jak i beztlenowym jest konwersja do kobinamidu poprzez 
związanie aminopropanolu z resztą kwasu propionowego, znajdującą się przy łańcuchu 
bocznym pierścienia D. Powstanie nukleotydu znajdującego się pod pierścieniem ma-
krocyklicznym następuje poprzez przeniesienie reszty fosforybozylowej mononukle-
otydu kwasu nikotynowego na cząsteczkę 5,6-dimetylobenzimidazolu. Powstały 
w wyniku tych przemian -rybazol zostaje kowalentnie związany z aktywowanym 
przez guanozynodifosforan (GDP) adenozylokobinamidem, w następstwie czego 
uwalnia się guanozynomonofosforan (GMP). Efektem wszystkich tych przemian jest 
powstanie kompletnej formy adenozylokobalaminy (koenzymu B12) [12, 49, 69, 80].  

Produkcja witaminy B12 na skalę przemysłową 

W 1973 r. Woodward i Eschenmoser dokonali chemicznej syntezy witaminy B12. 
Ta skomplikowana synteza, obejmująca ponad 70 przemian chemicznych, jest jednak 
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zbyt droga i trudna techniczne, aby mogła być wykorzystana na skalę przemysłową 
[22, 49, 95]. Obecnie kobalamina produkowana jest jedynie na drodze mikrobiologicz-
nej przy użyciu wyselekcjonowanych i/lub genetycznie zmodyfikowanych drobno-
ustrojów [5, 6, 62]. 

Naturalnymi producentami kobalaminy są mikroorganizmy przewodu pokarmo-
wego ludzi i zwierząt oraz drobnoustroje występujące w glebie, nawozach naturalnych 
i ściekach [4]. Do efektywnej biosyntezy witaminy B12 zdolne są bakterie z rodzajów: 
Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus, Clostridium, Coryne-
bacterium, Flavobacterium, Micromonospora, Mycobacterium, Nocardia, Propioni-
bacterium, Protaminobacter, Proteus, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella, Serratia, 
Streptomyces oraz Xanthomonas [6, 49, 61, 57, 63, 73, 76, 79].   

W celu selekcji wysoko wydajnych szczepów stosuje się czynniki mutagenne np. 
promieniowanie UV, etylenoiminę, nitrozometylouretan lub N-metylo-N’-nitro-N-
nitrozoguanidynę. Pod uwagę bierze się takie wyróżniki, jak: produktywność, stabil-
ność genetyczna szczepów, tempo wzrostu oraz oporność na wysokie stężenia tok-
sycznych metabolitów pośrednich obecnych w medium hodowlanym [10, 49]. Badania 
molekularne dotyczące zwiększenia efektywności biosyntezy witaminy B12 przez 
drobnoustroje doprowadziły do wyizolowania szeregu enzymów odpowiedzialnych za 
tworzenie się tego związku [62]. Szlaki metaboliczne na których syntetyzowana jest 
witamina B12 zostały scharakteryzowane w przypadku bakterii Pseudomonas denitrifi-
cans [6], Salmonella typhimurium [76] oraz Propionibacterium freudenreichii [73, 79]. 
Geny odpowiedzialne za biosyntezę witaminy B12 lub jej prekursorów zostały wyizo-
lowane także dla rodzaju Rhodobacter  [57, 63, 64]. 

Ze względu na naturalnie wysoką zdolność wytwarzania witaminy B12 oraz szyb-
ki wzrost, w przemysłowej produkcji kobalaminy stosuje się głównie bakterie należące 
do gatunków: Propionibacterium freudenreichii, Propionibacterium shermanii oraz 
Pseudomonas denitrificans [49, 74].  

Bakterie z rodzaju Propionibacterium zdolne są do biosyntezy witaminy B12 
w przestrzeni międzykomórkowej oraz kwasu propionowego i kwasu octowego ze-
wnątrzkomórkowo [54]. Są one mikroaerofilami i produkują witaminę B12 tylko 
w obecności niewielkich ilości tlenu, aby możliwa była synteza 5,6-dimetylo-
benzimidazolu (DMBI) - prekursora witaminy B12. Dlatego proces powstawania kobala-
miny podzielony jest na dwa etapy. Pierwsza faza odbywa się w warunkach beztleno-
wych w celu wytworzenia kobinamidu. W drugiej fazie niewielki dostęp tlenu pozwala 
bakteriom zsyntetyzować DMBI i wytworzyć witaminę B12. Optymalne warunki procesu 
to 30 ºC i pH środowiska w zakresie 6,0 - 7,0 [4, 49, 54]. Głównym problemem w pro-
dukcji kobalaminy przez bakterie propionowe jest powstawanie kwasów organicznych 
i innych metabolitów, powodujących zahamowanie wzrostu komórki. Konieczne jest ich 
usunięcie, aby zwiększyć przyrost biomasy i tym samym produktywność witaminy [54]. 
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W celu usunięcia kwasu propionowego i kwasu octowego z płynu hodowlanego stoso-
wano m.in. filtrację krzyżowo-przepływową [29], fermentację połączoną z oczyszcza-
niem w kolumnie absorpcyjnej z węglem aktywnym [56], fermentację ekstrakcyjną [40], 
elektrodializę [97] oraz komórki immobilizowane [14 -18, 96]. 

W celu zwiększenia produktywności witaminy B12 przez bakterie Propionibacte-
rium freudenreichii, Piao i wsp. [62] dokonali ekspresji genów należących do rodzin 
hem, cob i cbi biorących udział w procesie biosyntezy kobalaminy. Stwierdzono, że 
rekombinowany klon Propionibacterium freudenreichii, zawierający wektor ekspre-
syjny pPK705 z insertem cobA, cbiLF lub cbiEGH produkował odpowiednio o 1,7-, 
1,9-, i 1,5-krotnie więcej witaminy B12 niż mikroorganizmy niezawierające żadnego 
z klonowanych genów w wektorze pPK705. Badacze wklonowali także w wektor eks-
presyjny gen hemA wyizolowany z komórek Rhodobacter sphaeroides i endogenne 
geny hemB i cobA. W wyniku przeprowadzonych doświadczeń otrzymano 2,2-krotnie 
więcej witaminy B12 niż w przypadku wykorzystania Propionibacterium freudenreichii 
zawierającego wektor pPK705. 

Niektóre gatunki rodzaju Propionibacterium (np. Propionibacterium freudenrei-
chii) mają status GRAS (ogólnie uznawany za bezpieczny, ang. Generally Recognized 
As Safe). Pomimo tego firma Aventis – lider w  produkcji witaminy B12, preferuje wy-
korzystanie Pseudomonas denitrificans, który tego statusu nie ma [50]. W przeciwień-
stwie do bakterii propionowych, proces biosyntezy B12 przez Pseudomonas denitrifi-
cans odbywa się całkowicie w warunkach tlenowych. W wyniku połączenia zabiegów 
mutagenizacji z jednoczesnym zastosowaniem narzędzi inżynierii genetycznej, grupa 
naukowców z Rhône-Poulenc-Rorer (RPR) stworzyła wysoce efektywny szczep Pseu-
domonas denitrificans, za pomocą którego możliwa jest produkcja witaminy B12 na 
poziomie 300 mg/l [6]. W europejskim patencie 0516647 B1 Blanche i wsp. [7] opisu-
ją amplifikację 8 genów operonu cobF-cobM, w wyniku której zanotowano 30 % 
wzrost produkcji kobalaminy. Dodatkowo wzrost liczby kopii genu cobA i cobE po-
woduje zwiększenie produktywności witaminy B12 o kolejne 20 %. Wykorzystanie 
genetycznie modyfikowanych mutantów Pseudomonas denitrificans pozwoliło na-
ukowcom z RPR opracować proces efektywnej produkcji witaminy B12 pokrywający 
80 % światowego zapotrzebowania [49].  

Użycie drobnoustrojów modyfikowanych genetycznie do produkcji metabolitów 
wykorzystywanych w profilaktyce zdrowia ludzi budzi jednak szereg kontrowersji. 
W związku z tym od wielu lat prowadzone są badania nad optymalizacją biosyntezy 
witaminy B12 z wykorzystaniem mikroorganizmów niepoddanych modyfikacjom gene-
tycznym. Badania te dotyczą głównie poszukiwania szczepów charakteryzujących się 
wysoką wydajnością tego metabolitu, doboru źródła węgla w pożywce hodowlanej, 
suplementacji pożywek, sposobu prowadzenia hodowli itp. Jednak uzyskane dotych-
czas wydajności nie są duże (tab. 1).  
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T a b e l a  1 
Wydajność biosyntezy witaminy B12 w różnych typach hodowli. 
Biosynthesis yield of vitamin B12 in different types of its culture. 
 

Mikroorganizmy 
Micro-organisms 

Rodzaj hodowli 
Type of culture 

Rodzaj substratu 
Type of substrate 

Maksymalna 
w ydajność procesu 
Maximum process 

yield 

Literatura 
Literature 

Propionibacterium 
shermanii 

okresowa / batch 
namok  

kukurydziany 
corn soak 

1,99 mg/l [60] 

Propionibacterium 
shermanii 

okresowo-
dolewowa 
fed-batch 

Glukoza / glucose 

52 mg/l 
(0,23 mg/g s.m.) 
(0,23mg/g d.m.) 

 

[29] 

Butylibacterium 
methylotrophicum 

okresowo-
dolewowa 
fed-batch 

Pepton / peptone 
92,5 mg/l 

(2 mg/g s.m.) 
(2mg/g d.m.) 

[29] 

Propionibacterium 
acidipropionici 

ciągła / continuous 
melasa trzcinowa 

cane molasses 
sacharoza/ sucrose 

34,8 mg/l 
 

33,0 mg/l 
[65] 

Propionibacterium 
freudenreichii 

immobilizacja  
w alginianie  

immobilization in 
alginate 

Glukoza /glucose 4,3 mg/l [18] 

Propionibacterium 
freudenreichii 

hodowla mieszana 
z Ralstonia  
eutrophia 

mixed culture with 
Ralstonia  
eutrophia 

pepton z dodatkiem 
hydrolizatów  

kazeiny  
 peptone  with 
casamino acids 

addition 

19 mg/ml [54] 

Propionibacterium 
shermanii 

okresowa / batch 

ciecze pofermenta-
cyjne (fermentacja 

mlekowa) 
post-fermentation 

liquid 
(lactic acid  

fermentation)  

1,8 μg/l [27] 

Pseudomonas deni-
trificans 

ciągła / continuous 

glukoza (suplemen-
tacja betainą) / 

glucose (betaine 
feeding) 

177,49 mg/l [42] 

Lentinula edodes  okresowa / batch 

melasa buraczana 
beet molasses 

glukoza / glucose 
 

11,2 μg/g s.m. 
11,2 2 μg/g d.m. 
11,9 μg/g s.m./ 
11,9 μg/g d.m. 

[89] 
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Metody oznaczania witaminy B12 

Podstawowe techniki oznaczania witaminy B12 w materiale mikrobiologicznym 
opracowano w latach 50. XX w. Przez wiele lat poziom kobalaminy w badanej próbie, 
możliwy był do wykrycia tylko przy użyciu metod mikrobiologicznych. Do tego celu 
wykorzystywano drobnoustroje Lactobacillus leichmannii [83, 88], Euglena gracilis 
[55, 75], Ochromonas malhamensis [26] oraz Escherichia coli 113-3 [9, 19]. Przy uży-
ciu tych metod możliwe jest jednak oznaczenie sumy korynoidów, a więc oprócz bio-
logicznie aktywnej formy witaminy B12, także jej analogów oraz innych związków 
zawierających pierścień korynowy. Analogi te wykazują aktywność witaminy B12 
w komórkach bakteryjnych, lecz nie mają jej w metabolizmie ludzi i zwierząt. Stosując 
metody spektrofotometryczne analogi te, przy tej samej długości fali, mają takie samo 
maksimum absorpcji jak witamina B12, co może być przyczyną błędów w oznaczaniu 
jej prawdziwego stężenia [66]. Obecnie, w celu określenia poziomu witaminy B12 wy-
tworzonej przez drobnoustroje w procesach mikrobiologicznych stosuje się techniki 
chromatograficzne, dzięki którym możliwe jest rozdzielenie powstałych korynoidów 
i pomiar ilości każdego związku oddzielnie [41, 48, 87].  

W diagnostyce laboratoryjnej coraz rzadziej określa się zdolność wchłaniania wi-
taminy B12 za pomocą testu Schillinga na rzecz w pełni zautomatyzowanych technik 
immunometrycznych, określających całkowite stężenie witaminy B12 [8, 33]. Innym 
testem diagnostycznym jest oznaczanie kwasu metylomalonowego w moczu lub suro-
wicy, który jako marker metaboliczny ulega podwyższeniu przy niedoborze kobalami-
ny. Oznaczenie to jest wprawdzie parametrem bardzo czułym, ale cechuje się wysokim 
kosztem i zawyżoną wartością w przypadku niewydolności nerek [44]. 

Nową metodą pomiaru poziomu witaminy B12 w organizmie człowieka jest ozna-
czanie holotranskobalaminy (holoTC, kobalamina związana z TCII), tzw. „aktywnej 
witaminy B12”. Test ten polega na oznaczaniu kompleksu witamina B12-TCII, który 
rozpoznawany jest przez receptory tkankowe i stanowi jedyny rezerwuar kobalaminy 
możliwy do wykorzystania przez komórki. Technika ta znalazła zastosowanie głównie 
w przypadkach stężenia witaminy B12 na poziomie 200 - 300 pg/ml [30, 33]. Herman 
i wsp. [30], badając zależność pomiędzy zmniejszaniem zapasów kobalaminy w orga-
nizmie a dostępnością holotranskobalaminy, doszli do wniosku, że oznaczenia holoTC 
oraz kwasu metylomalonowego w pełniejszy sposób obrazuje poziom witaminy B12 niż 
jej całkowite stężenie. Inni autorzy wykazują jednak swoistą równorzędność diagno-
styczną pomiędzy pomiarem całkowitego stężenia witaminy B12 a testem holoTC [13, 
43, 52].  
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Podsumowanie 

W niniejszej pracy przedstawiono aktualną wiedzę dotyczącą budowy witaminy 
B12, szlaków metabolicznych jej powstawania, funkcji w organizmie człowieka oraz 
metod jej otrzymywania i oznaczania. Witamina B12 jest jedyną witaminą, której bio-
synteza jest możliwa tylko w komórkach prokariotycznych. Ze względu na jej ważne 
funkcje w organizmie człowieka istotne jest dokładne poznanie budowy tego związku 
i jego analogów oraz ich aktywności terapeutycznej, ustalenie szlaków metabolicznych 
ich powstawania i identyfikacja genów odpowiedzialnych za biosyntezę tych związ-
ków. Obecnie do produkcji witaminy B12 na skalę przemysłową wykorzystuje się 
drobnoustroje modyfikowane genetycznie (Pseudomonas denitrificans), co przy jej 
zastosowaniu w profilaktyce zdrowia ludzi budzi kontrowersje. Prowadzone od wielu 
lat poszukiwania mikroorganizmów zdolnych do jej produkcji z dużą wydajnością, 
przy użyciu tanich i łatwo dostępnych substratów, z zastosowaniem różnych metod 
prowadzenia hodowli, jak dotychczas, nie dały zadawalających rezultatów. 
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VITAMIN B12 - STRUCTURE, BIOSYNTHESIS, FUNCTIONS, AND METHODS  

OF DETERMINATION 
 

S u m m a r y 
 

In the paper, the currently available studies are presented, which deal with the vitamin B12 (cobalamin), its struc-
ture, the biochemical pathways of its biosynthesis, its importance for human health, as well as with the methods of 
determining it. In addition, research results into the biotechnological production of vitamin B12 are reported. The vita-
min B12 is an important co-factor for the metabolism of carbohydrates, lipids, amino acid, and nucleic acids in the 
human body. It is also an anti- pernicious anaemia factor. The cobalamin biosynthesis is almost exclusively restricted to 
the prokaryotic organisms. Many bacterial species are able to synthesize vitamin B12, but only appear significantly 
important: Propionibacterium freudenreichii and Pseudomonas denitrificans. 

 
Key words: vitamin B12, cobalamin, Propionibacterium sp., pernicious anaemia  
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