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一种增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方法

(57)摘要

本发明属于微生物发酵领域。目的是提供一

种具有普适性的增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的

方法。采用的技术方案是：一株解淀粉芽孢杆菌

(Bacillus amyloliquefaciens)JX-6，保藏编号

为：CGMCC No.13715。将该菌株接种于已灭菌的

斜面活化培养基，培养得到活化菌种；将所述活

化菌种接种于已灭菌冷却的种子培养基中，培养

得到种子液；将所述种子液接种在发酵培养基

中，发酵过程中添加固态氧，培养完成后得到发

酵液。本发明普适性强，操作简单、成本低廉、无

二次污染、对菌株无耐受性要求、便于大规模应

用于生产，具有良好的应用前景。
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1.一株解淀粉芽孢杆菌，Bacillus  amyloliquefaciens  JX-6，其特征在于：其保藏编

号为：CGMCC  No.13715，该菌在LB培养基中的营养细胞为杆状，革兰氏阳性，长2～3μm、宽

0.7～0.9μm；其菌落在牛肉膏蛋白胨琼脂培养基上平板培养为表面凸起，光滑无褶皱，菌落

透明，边缘呈规则圆形，菌落粘性大，挑起有丝状。

2.一种增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方法，其特征在于：包括如下步骤：将解淀粉芽

孢杆菌JX-6接种于已灭菌的斜面活化培养基，经活化培养得到活化菌种；将所述活化菌种

接种于已灭菌冷却的种子培养基中，经种子液培养得到种子液；将所述种子液接种在发酵

培养基中，发酵过程中添加固态氧，发酵完成后得到发酵液；对所述发酵液进行提取、纯化、

透析除盐、冷冻干燥制得含γ-聚谷氨酸的成品；所述固态氧为Na2CO4和CaO2中的一种或两

者的混合物。

3.  根据权利要求2所述的增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方法，其特征在于：所述的斜

面活化培养基由蛋白胨10  g/L，牛肉膏5  g/L，NaCl  5  g/L和水组成，pH  7.0～7.4；所述的

活化培养为30～37℃培养24～48h。

4.  根据权利要求2所述的增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方法，其特征在于：所述的种

子培养基由蛋白胨  10  g/L，牛肉膏  5  g/L，NaCl  5  g/L和水组成，pH  7.0～7.4；所述的种

子液培养为30～37℃摇瓶培养24～48h。

5.  根据权利要求2所述的增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方法，其特征在于：所述的发

酵培养基为E型培养基：由柠檬酸  10  g/L，谷氨酸  20  g/L，硫酸铵  10  g/L，甘油  80  g/L，

K2HPO4  1  g/L，MgSO4·7H2O  0.5  g/L，FeCl3·6H2O  0.02  g/L，MnSO4·H2O  0.1  g/L，CaCl2 

0.2  g/L和水组成，pH  7.0。

6.根据权利要求5所述的增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方法，其特征在于：所述的发

酵过程中，将所述种子液按体积分数2%～10%接种量接种于发酵培养基中，在30～37℃摇瓶

培养24～48h；然后将固态氧以溶液状态加入培养基中，添加至固态氧在发酵液中的浓度为

50～500μmol/L，继续摇瓶培养至96h，终止发酵。

7.根据权利要求6所述的增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方法，其特征在于：所述的固

态氧在发酵液中的浓度为200～400μmol/L。

8.根据权利要求2所述的增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方法，其特征在于：所述的提

取是用硫酸调节发酵液pH至3.0，于4800r/min下离心30min去除菌体；所述的纯化是向提取

的上清液中加入3倍体积的预冷无水乙醇，4℃静置过夜，离心得γ-聚谷氨酸粗品沉淀；所

述的透析除盐是用适量的去离子水溶解粗品，调节pH值为3～4，用透析袋进行脱盐；所述的

冷冻干燥是对透析液进行真空冷冻干燥。
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一种增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方法

技术领域

[0001] 本发明属于微生物发酵领域，具体涉及一种增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方法。

背景技术

[0002] γ-聚谷氨酸是由L-谷氨酸或者D-谷氨酸通过γ-酰胺基结合形成的一种水溶性

的生物高分子聚合物。具有很强的吸水性，可降解性，水解性等众多特性，因此被广泛用于

食品、农业、医药、绿化以及水处理等多个领域，具有极大的开发价值和应用前景。

[0003] γ-聚谷氨酸的制备方法有化学合成、生物提取和微生物发酵三种方法。微生物发

酵法比前两种方法的生产成本低，生产过程对环境的污染小，所以现在主要采用微生物发

酵法生产γ-聚谷氨酸，主要生产菌是芽孢杆菌属的菌株，包括各种(纳豆)枯草芽孢杆菌、

地衣芽孢杆菌、炭疽芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌等。

[0004] 微生物发酵生产γ-聚谷氨酸分为固态发酵和液态发酵，目前γ-聚谷氨酸发酵以

液体发酵为主。液体发酵过程中随着发酵时间的延长，发酵液粘度逐渐增加，氧气的传质系

数及氧气的利用率逐渐降低，溶氧不足进而影响发酵的进行，氧限制已成为影响γ-聚谷氨

酸液体发酵的一个重要因素，严重制约了γ-聚谷氨酸发酵产量的提高。邹水洋等(公开号

CN  102533885  A)采用向发酵培养基中补加NaCl，通过降低发酵液粘度进而增加发酵液中

的溶氧，在添加3％～6％的NaCl后γ-聚谷氨酸产量较对照提高10％～40％，最高产量达到

29.76g/L。但该专利方法只适用于高盐耐受菌株，对绝大部分盐度耐受度不高的菌株不具

有适用性。李海军等(公开号CN  103881954  A)在枯草芽孢菌株FRD518染色体上重组整合了

透明颤菌的血红蛋白基因(vgb)，并成功高效表达透明颤菌血红蛋白VHb，显著提高了重组

枯草芽孢杆菌低溶氧条件下对氧的利用率，重组后菌株γ-聚谷氨酸产量达到65g/L较原始

菌株提高了147％，但基因工程菌株的遗传不稳定性以及基因工程菌株安全问题等因素也

限制了基因工程菌株在发酵制备γ-聚谷氨酸上的应用。因此，亟需开发一种能针对所有

γ-聚谷氨酸发酵增加发酵液溶解氧的普适方法。

发明内容

[0005] 本发明的目的是提供一株生产γ-聚谷氨酸的菌株。

[0006] 为实现上述发明目的，本发明所采用的技术方案是：一株解淀粉芽孢杆菌

(Bacillus  amyloliquefaciens)JX-6，保藏编号为：CGMCC  No.13715；该菌株保藏于中国微

生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心  (CGMCC)；保藏单位地址：北京市朝阳区北辰西

路1号院3号，中国科学院微生物研究所，邮编：100101；保藏日期为：2017年03月01日。

[0007] 本发明从大酱样品中筛选得到，该菌性状特征如下：

[0008] 1)、形态特征：该菌在LB培养基中的营养细胞为杆状，革兰氏阳性，长2～3μm、宽

0.7～0.9μm；在37℃培养3～5天形成芽孢，芽孢大小0.4～0.6×0.8～1.5μm，为长圆形或圆

柱形。

[0009] 2)、培养性质：该菌在牛肉膏蛋白胨琼脂培养基平板培养：30～40℃培养1天可大
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量生长，菌落表面凸起，光滑无褶皱，菌落透明，边缘呈规则圆形，菌落粘性大，挑起有丝状。

[0010] 该菌在E型发酵培养基琼脂平板培养：30～40℃培养1d可大量生长，菌落表面凸

起、中心凹陷，表面不光滑有褶皱，菌落白色半透明，边缘不规则，菌落表面有液滴，菌落粘

性大，挑起有拉丝状。

[0011] 3)、分子生物学鉴定：提取菌株全基因组DNA，PCR扩增16S  rDNA  片段，测序，测序

结果在NC B I中进行比对，比对结果显示该菌株为解淀粉芽孢杆菌(Ba c i l l u s 

amyloliquefaciens)。

[0012] 4)、生理生化性质：如下表所示：

[0013] 表一.JX-6菌部分生理生化特性

[0014]

[0015]

[0016] 注：“+”表示反应为阳性；“-”表示反应为阴性。

[0017] 本发明的另一个目的是提供一种具有普适性的增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方

法。

[0018] 一种增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方法，包括如下步骤：将解淀粉芽孢杆菌JX-6

接种于已灭菌的斜面活化培养基，经活化培养得到活化菌种；将所述活化菌种接种于已灭

菌冷却的种子培养基中，经种子液培养得到种子液；将所述种子液接种在发酵培养基中，发

酵过程中添加固态氧，发酵完成后得到发酵液；对所述发酵液进行提取、纯化、透析除盐、冷

冻干燥制得含γ-聚谷氨酸的成品。

[0019] 优选的：所述的斜面活化培养基由蛋白胨10g/L，牛肉膏5g/L，  NaCl  5g/L和水组

成，pH  7.0～7.4；所述的活化培养为30～37℃培养  24～48h。

[0020] 优选的：所述的种子培养基由蛋白胨10g/L，牛肉膏5g/L，NaCl  5  g/L和水组成，pH 

7.0～7.4；所述的种子液培养为30～37℃摇瓶培养  24～48h。

[0021] 优选的：所述的发酵培养基为E型培养基：由柠檬酸10g/L，谷氨酸20g/L，硫酸铵

10g/L，甘油80g/L，K2HPO4  1g/L，MgSO4·7H2O  0.5  g/L，FeCl3·6H2O  0.02g/L，MnSO4·H2O 

0.1g/L，CaCl2  0.2g/L和水组成，pH  7.0。

[0022] 优选的：所述的发酵培养中，将所述种子液按体积分数2％～10％接种量接种于发

酵培养基中，在30～37℃摇瓶培养24～48h；然后将固态氧以溶液状态加入培养基中，添加

至固态氧在发酵液中的浓度为50～  500μmol/L，继续摇瓶培养至96h，终止发酵。
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[0023] 优选的：所述的发酵培养中添加的固态氧为Na2CO4和CaO2中的一种或两者的混合物。

[0024] 优选的：所述的固态氧在发酵液中的浓度为200～400μmol/L。

[0025] 优选的：所述的提取是用硫酸调节发酵液pH至3.0，于4800r/min  下离心30min去

除菌体；所述的纯化是向提取的上清液中加入3倍体积的预冷无水乙醇，4℃静置过夜，离心

得γ-聚谷氨酸粗品沉淀；所述的透析除盐是用适量的去离子水溶解粗品，调节pH值为3～

4，用透析袋进行脱盐；所述的冷冻干燥是对透析液进行真空冷冻干燥。

[0026] 本发明具有以下有益效果：普适性强，操作简单、成本低廉、无二次污染、对菌株无

耐受性要求、便于大规模应用于生产，具有良好的应用前景。具体来说，本发明通过在发酵

液中菌体生长进入稳定期后加入固态氧，增加了发酵液的溶氧量，这样在发酵液变粘后加

入既保证了发酵液中有足够量的菌体，又通过固态氧分解释放出氧气解除了氧限制，为后

续γ-聚谷氨酸的合成提供了有利环境，使γ-聚谷氨酸产量提高。相较于未添加固态氧的

方法，本发明可以将γ-聚谷氨酸产量提高近60％。

[0027] 本发明采用的解淀粉芽孢杆菌(Bacillus  amyloliquefaciens)  JX-6于2017年03

月01日保藏在中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心(CGMCC)，保藏编号为：

CGMCC  No.13715。

具体实施方式

[0028] 下面具体提供优选的实施例，以使本领域技术人员更加清楚本发明的技术方案和

效果，但本发明的实施方式不限于此。

[0029] 实施例一

[0030] 1.制备培养基：

[0031] a .活化培养基组分：牛肉膏5g，蛋白胨10g，NaCl  5g，琼脂20g，补水至1000mL，pH 

7.0～7.4，121℃灭菌30min。

[0032] b.种子培养基组分：牛肉膏5g，蛋白胨10g，NaCl  5g，补水至  1000mL，pH  7 .0～

7.4，121℃灭菌30min。

[0033] c .发酵培养基组分：柠檬酸10g，谷氨酸20g，硫酸铵10g，甘油  80g，K2HPO4  1g，

MgSO4·7H2O  0 .5g，FeCl3·6H2O  0 .02g，MnSO4·H2O  0.1g，  CaCl2  0.2g，pH  7 .0，补水至

1000mL，121℃灭菌30min。

[0034] 2.活化菌株、制备种子液：

[0035] 将低温冻存的解淀粉芽孢杆菌JX-6接种于斜面活化培养基进行活化，37℃培养

24h。将活化好的解淀粉芽孢杆菌JX-6接种于种子培养基中，于37℃转速150r/min摇床培养

24h，即得解淀粉芽孢杆菌JX-6的种子培养液。

[0036] 3.发酵：

[0037] 将上步获得的种子液分别接入七个摇瓶发酵培养基中，接种量8％  (v/v)，摇瓶装

液量100mL/500mL，摇床转速200r/min，在30℃下培养。培养24h后分别向七个摇瓶中加入已

灭菌的10mmol/L的过碳酸钠  (Na2CO4)溶液0mL、0.5mL、1.0mL、2.0mL、3.0mL、4.0mL、5.0mL，

使发酵液中Na2CO4浓度分别为0、50、100、200、300、400、500umol/L，继续培养至96h，结束发酵。

[0038] 4.制备成品：

[0039] a.提取：分别用硫酸调节七组发酵液pH至3.0，于4800r/min下离心30min去除菌体。
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[0040] b.纯化：在提取得到的七组上清液中分别加入3倍体积的预冷无水乙醇，4℃静置

过夜，离心得七组γ-聚谷氨酸粗品沉淀。

[0041] c.透析除盐：分别用适量的去离子水溶解七组粗品，调节pH值为3～  4，用透析袋

进行脱盐。

[0042] d.冷冻干燥：对七组透析液分别进行真空冷冻干燥，得七组γ-聚谷氨酸成品。

[0043] 5.产品检测：

[0044] 检测方法：高效液相色谱法

[0045] 色谱条件：岛津LC-20A高效液相色谱，ODS-C18柱，紫外检测器  (200nm)，流动相A

为乙腈-水1:1(V/V)；流动相B为浓度0.02mol/L  的乙酸钠水溶液,流动相泵比例：30％A，

70％B；流速1.0mL/min、柱温30℃；进样量：10μL。

[0046] 供试品制备：分别将七组γ-聚谷氨酸成品溶于等量去离子水中，各取2.0mL溶解

液放入水解管，再加入3.0mL  6mol/L的HCl，110℃真空水解24h，获得七组γ-PGA水解产物

作为供试品。

[0047] 用谷氨酸标准品作为对照，对上述供试品进行衍生化HPLC分析，检测γ-聚谷氨酸

产量，检测结果如下表所示：

[0048] 表二不同Na2CO4添加量下γ-聚谷氨酸产量

[0049] Na2CO4添加浓度umol/L γ-聚谷氨酸产量g/L 提高率％ 

0 18.91 / 

50 20.96 10.84 

100 22.63 19.67 

200 24.95 31.94 

300 28.60 51.24 

400 25.75 36.17 

500 24.62 30.19 

[0050] 由表二可知，添加Na2CO4后，可有效提高γ-聚谷氨酸的产量，其中在添加至浓度为

300umol/L时，γ-聚谷氨酸的最高产量达到  28.60g/L，与未添加CaO2相比，γ-聚谷氨酸产

量提高51.24％。

[0051] 实施例二

[0052] 1.制备培养基：

[0053] a .活化培养基组分：牛肉膏5g，蛋白胨10g，NaCl  5g，琼脂20g，补水至1000mL，pH 

7.0～7.4，121℃灭菌30min。

[0054] b.种子培养基组分：牛肉膏5g，蛋白胨10g，NaCl  5g，补水至  1000mL，pH  7 .0～

7.4，121℃灭菌30min。

[0055] c .发酵培养基组分：柠檬酸10g，谷氨酸20g，硫酸铵10g，甘油  80g，K2HPO4  1g，

MgSO4·7H2O  0 .5g，FeCl3·6H2O  0 .02g，MnSO4·H2O  0.1g，  CaCl2  0.2g，pH  7 .0，补水至

1000mL，121℃灭菌30min。

[0056] 2.活化菌株、制备种子液：

[0057] 将低温冻存的解淀粉芽孢杆菌JX-6接种于斜面活化培养基进行活化，35℃培养

36h。将活化好的解淀粉芽孢杆菌JX-6接种于种子培养基中，于35℃转速200r/min摇床培养
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36h，即得解淀粉芽孢杆菌JX-6的种子培养液。

[0058] 3.发酵：

[0059] 将上步获得的种子液分别接入六个摇瓶发酵培养基中，接种量5％  (v/v)，摇瓶装

液量50mL/250mL，摇床转速200r/min，在35℃下培养。培养36h后分别向六个摇瓶中加入已

灭菌的10mmol/L的过氧化钙  (CaO2)悬浊液0mL、1.0mL、2.0mL、3.0mL、4.0mL、5.0mL，使发酵

液中CaO2浓度分别为0、100、200、300、400、500umol/L，继续培养至  96h，结束发酵。

[0060] 4.制备成品：

[0061] a.提取：分别用硫酸调节六组发酵液pH至3.0，于4800r/min下离心30min去除菌体。

[0062] b.纯化：在提取得到的六组上清液中分别加入3倍体积的预冷无水乙醇，4℃静置

过夜，离心得六组γ-聚谷氨酸粗品沉淀。

[0063] c.透析除盐：分别用适量的去离子水溶解六组粗品，调节pH值为3～  4，用透析袋

进行脱盐。

[0064] d.冷冻干燥：对六组透析液分别进行真空冷冻干燥，得六组γ-聚谷氨酸成品。

[0065] 5.产品检测：

[0066] 检测方法、色谱条件和供试品制备均与实施例一相同，用谷氨酸标准品作为对照，

对上述供试品进行衍生化HPLC分析，检测γ-聚谷氨酸产量，检测结果如下表所示：

[0067] 表三不同CaO2添加量下γ-聚谷氨酸产量

[0068] CaO2添加浓度umol/L γ-聚谷氨酸产量g/L 提高率％ 

0 20.69 / 

100 23.05 11.41 

200 25.94 25.37 

300 29.65 43.31 

400 27.63 33.54 

500 25.43 22.91 

[0069] 由表三可知，添加CaO2后，可有效提高γ-聚谷氨酸的产量，其中在添加至浓度为

300umol/L时，γ-聚谷氨酸的最高产量达到30.14g/L，与未添加CaO2相比，γ-聚谷氨酸产

量提高43.31％。

[0070] 实施例三

[0071] 1.制备培养基：

[0072] a .活化培养基组分：牛肉膏5g，蛋白胨10g，NaCl  5g，琼脂20g，补水至1000mL，pH 

7.0～7.4，121℃灭菌30min。

[0073] b.种子培养基组分：牛肉膏5g，蛋白胨10g，NaCl  5g，补水至  1000mL，pH  7 .0～

7.4，121℃灭菌30min。

[0074] c .发酵培养基组分：柠檬酸50g，谷氨酸100g，硫酸铵50g，甘油400g，K2HPO4  5g，

MgSO4·7H2O  2.5g，FeCl3·6H2O  0.1g，MnSO4·H2O  0.5g，CaCl2  1g，pH  7.0，补水至5L，121

℃灭菌30min。

[0075] 2.活化菌株、制备种子液：

[0076] 将低温冻存的解淀粉芽孢杆菌JX-6接种于斜面活化培养基进行活化，37℃培养

24h。将活化好的解淀粉芽孢杆菌JX-6接种于种子培养基中，于37℃转速150r/min摇床培养
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24h，即得解淀粉芽孢杆菌JX-6的种子培养液。

[0077] 3.发酵：

[0078] 在10L微生物发酵罐中加入5L发酵培养基，将上步获得的种子液按5％(v/v)的接

种量接入发酵培养基中，在37℃下培养，通气量为1  (VVM)，搅拌速率400r/min。培养48h后

加入Na2CO4浓缩液，使发酵液中Na2CO4浓度为300umol/L，继续培养至96h，结束发酵。

[0079] 4.制备成品：

[0080] a.提取：用硫酸调节发酵液pH至3.0，于4800r/min下离心30min  去除菌体。

[0081] b.纯化：在提取得到的上清液中加入3倍体积的预冷无水乙醇，4℃静置过夜，离心

得γ-聚谷氨酸粗品沉淀。

[0082] c.透析除盐：用适量的去离子水溶解粗品，调节pH值为3～4，用透析袋进行脱盐。

[0083] d.冷冻干燥：对透析液进行真空冷冻干燥，得六组γ-聚谷氨酸成品。

[0084] 5.产品检测：

[0085] 检测方法、色谱条件和供试品制备均与实施例一相同，用谷氨酸标准品作为对照，

对上述供试品进行衍生化HPLC分析，检测γ-聚谷氨酸产量。γ-聚谷氨酸的产量达到

38.14g/L，与未添加Na2CO4相比，γ- 聚谷氨酸产量提高56.28％。

[0086] 实施例四

[0087] 1.制备培养基：

[0088] a .活化培养基组分：牛肉膏5g，蛋白胨10g，NaCl  5g，琼脂18～  20g，补水至

1000mL，pH  7.0～7.4，121℃灭菌30min。

[0089] b.种子培养基组分：牛肉膏5g，蛋白胨10g，NaCl  5g，补水至  1000mL，pH  7 .0～

7.4，121℃灭菌30min。

[0090] c .发酵培养基组分：柠檬酸300g，谷氨酸600g，硫酸铵300g，甘油2400g，K2HPO4 

30g，MgSO4·7H2O  15g，FeCl3·6H2O  0.6g，MnSO4·H2O  3g，CaCl2  6g，pH  7.0，补水至30L，

121℃灭菌30min。

[0091] 2.活化菌株、制备种子液：

[0092] 将低温冻存的解淀粉芽孢杆菌JX-6接种于斜面活化培养基进行活化，37℃培养

24h。将活化好的解淀粉芽孢杆菌JX-6接种于种子培养基中，于37℃转速150r/min摇床培养

24h，即得解淀粉芽孢杆菌JX-6的种子培养液。

[0093] 3.发酵：

[0094] 在50L微生物发酵罐中加入30L发酵培养基，将上步获得的种子液按10％(v/v)的

接种量接入发酵培养基中，在35℃下培养，通气量为  0.8(VVM)，搅拌速率400r/min。培养

36h后加入Na2CO4和CaO2的浓缩液，使发酵液中Na2CO4浓度为200umol/L、CaO2浓度为

100umol/L，继续培养至96h，结束发酵。

[0095] 4.制备成品：

[0096] a.提取：用硫酸调节发酵液pH至3.0，于4800r/min下离心30min  去除菌体。

[0097] b.纯化：在提取得到的上清液中加入3倍体积的预冷无水乙醇，4℃静置过夜，离心

得γ-聚谷氨酸粗品沉淀。

[0098] c.透析除盐：用适量的去离子水溶解粗品，调节pH值为3～4，用透析袋进行脱盐。

[0099] d.冷冻干燥：对透析液进行真空冷冻干燥，得六组γ-聚谷氨酸成品。
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[0100] 5.产品检测：

[0101] 检测方法、色谱条件和供试品制备均与实施例一相同，用谷氨酸标准品作为对照，

对上述供试品进行衍生化HPLC分析，检测γ-聚谷氨酸产量。γ-聚谷氨酸的产量达到

46.62g/L，与未添加CaO2和Na2CO4相比，γ-聚谷氨酸产量提高58.21％。

[0102]
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[0103]
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[0001] 核苷酸或氨基酸序列表

[0002] SEQUENCE  LISTING

[0003] <110> 中国科学院成都生物研究所

[0004] <120> 一种增加γ-聚谷氨酸发酵液溶氧的方法

[0005] <160>  1

[0006] <210>  1

[0007] <211>  1491

[0008] <212>  DNA

[0009] <213> 解淀粉芽孢杆菌(Bacillus  amyloliquefaciens)

[0010] <400>  1

[0011] tggctcagga  cgaacgctgg  cggcgtgcct  aatacatgca  agtcgagcgg  acagatggga  60

[0012] gcttgctccc  tgatgttagc  ggcggacggg  tgagtaacac  gtgggtaacc  tgcctgtaag  120

[0013] actgggataa  ctccgggaaa  ccggggctaa  taccggatgg  ttgtttgaac  cgcatggttc  180

[0014] agacataaaa  ggtggcttcg  gctaccactt  acagatggac  ccgcggcgca  ttagctagtt  240

[0015] ggtgaggtaa  cggctcacca  aggcaacgat  gcgtagccga  cctgagaggg  tgatcggcca  300

[0016] cactgggact  gagacacggc  ccagactcct  acgggaggca  gcagtaggga  atcttccgca  360

[0017] atggacgaaa  gtctgacgga  gcaacgccgc  gtgagtgatg  aaggttttcg  gatcgtaaag  420

[0018] ctctgttgtt  agggaagaac  aagtgccgtt  caaatagggc  ggcaccttga  cggtacctaa  480

[0019] ccagaaagcc  acggctaact  acgtgccagc  agccgcggta  atacgtaggt  ggcaagcgtt  540

[0020] gtccggaatt  attgggcgta  aagggctcgc  aggcggtttc  ttaagtctga  tgtgaaagcc  600

[0021] cccggctcaa  ccggggaggg  tcattggaaa  ctggggaact  tgagtgcaga  agaggagagt  660

[0022] ggaattccac  gtgtagcggt  gaaatgcgta  gagatgtgga  ggaacaccag  tggcgaaggc  720

[0023] gactctctgg  tctgtaactg  acgctgagga  gcgaaagcgt  ggggagcgaa  caggattaga  780

[0024] taccctggta  gtccacgccg  taaacgatga  gtgctaagtg  ttagggggtt  tccgcccctt  840

[0025] agtgctgcag  ctaacgcatt  aagcactccg  cctggggagt  acggtcgcaa  gactgaaact  900

[0026] caaaggaatt  gacgggggcc  cgcacaagcg  gtggagcatg  tggtttaatt  cgaagcaacg  960

[0027] cgaagaacct  taccaggtct  tgacatcctc  tgacaatcct  agagatagga  cgtccccttc  1020

[0028] gggggcagag  tgacaggtgg  tgcatggttg  tcgtcagctc  gtgtcgtgag  atgttgggtt  1080

[0029] aagtcccgca  acgagcgcaa  cccttgatct  tagttgccag  cattcagttg  ggcactctaa  1140

[0030] ggtgactgcc  ggtgacaaac  cggaggaagg  tggggatgac  gtcaaatcat  catgcccctt  1200

[0031] atgacctggg  ctacacacgt  gctacaatgg  acagaacaaa  gggcagcgaa  accgcgaggt  1260

[0032] taagccaatc  ccacaaatct  gttctcagtt  cggatcgcag  tctgcaactc  gactgcgtga  1320

[0033] agctggaatc  gctagtaatc  gcggatcagc  atgccgcggt  gaatacgttc  ccgggccttg  1380

[0034] tacacaccgc  ccgtcacacc  acgagagttt  gtaacacccg  aagtcggtga  ggtaaccttt  1440

[0035] taggagccag  ccgccgaagg  tgggacagat  gattggggtg  aagtcgtaac  a           1491
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