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Tiivistelmi - Sammandrag
Julkistetaan lajin Candida flareri ~hiiva-

kantoja, jotka kykenevidt tuottamaan 10
grammaa riboflaviinia litraa kohden 6 pai-
véssd, ja erityisesti kannat, jotka iden-
tifioivat ATCC-hakunumerot 20849 ja 20850.
On pddsty riboflaviinisaantoihin, jotka
ovat > 20 grammaa litraa kohden 200 tun-
nissa. Kyseisen keksinn&n mukaisten kanto-
jen herkkyys flavinogeneesin inhiboitumi-
selle raudan vaikutuksesta on kasvanut ja
niiden riboflaviinituotanto solua kohden
lisddntyy rautapitoisuuksien fermentoin-
tialustassa kasvaessa. Keksintd$ koskee
myds menetelmds aiempaa parempien mikro-
organismien valitsemiseksi, jotka omaavat
inhiboitumiselle

vastustuskykya kasvun

tyhjennetyn kasvualustan vaikutuksesta.
Sitten t&llaisia valittuja mikro-organis-

meja testataan riboflaviinin runsaan tuo-

ATCC

20850 ATCC

tannon suhteen. Kyseinen keksint8 koskee
myds valikointimenettelya, jossa mutatoi-
tuja mikro-organismeja viljelldsn tubersi-
diinin, eris puriinianalogi, l&sn#ollessa.
Sitten tubersidiiniresistentteja mutantti-
kantoja testataan runsaan riboflaviinituo-
tannon suhteen. Kyseiseen keksint#6n si-
sd8ltyy mySs menetelmi riboflaviinin tuot-
tamiseksi viljelemalls riboflaviinia run-
saasti tuottavia mikro-organismikantoja
fermentointialustassa. Lisd&ntyneeseen
riboflaviinituotantoon voidaan p#sstd ra-
vinnekasvualustan kohonneissa rautapitoi-
Suuksissa. Fermentointi suoritetaan ja
solukasvun tasaannuttua riboflaviini ote-

taan talteen fermentointialustasta.



Uppfinningen avser jdststammar av arten
Candida flareri, vilka kan producera

10 gram riboflavin per liter pd 6 dagar,
speciellt stammar som identifieras genom
ATCC-Atkomstnumrorna 20849 och 20850.
Riboflavinavkastningar pad mer #n 20 gram
per liter under en tid av 200 timmar har
uppndtts. Stammar en foreliggande uppfin-
ning har okad sensitivitet for med jarn
hammad flavinogenes och &ven tkad ribofla-
vinproduktion per cell vid Skade J&rn-
koncentrationer i fermentationsmediet.
Uppfinningen avser &dven ett forfarande fOr
vidljande av bittre mikroorganismer, vilka
4r resistenta mot h&mmad tillvdxt genom
utarmat medium. Dylika, utvalda mikro-
organismer testas sedan med avseende pa
riboflavin®éverproduktion. Féreliggande
uppfinning avser dven ett selek-
tionsf&rfarande, enligt vilket muterade
mikroorganismer odlas i ndrvaro av tuber-
cidin, dvs. en purinanalog. Mutanta stam-
mar, vilka #r resitenta mot tubercidin,
testas sedan med avseende pad riboflavin-
bverproduktion. Féreliggande uppfinning
inkluderar dven ett forfarande for
framstdllning av riboflavin genom odling
av mikroorganismstammar med riboflavin-
dverproduktion i ett fermentationsmedium.
8kad riboflavinproduktion kan uppnads med
férhdjda jarnkoncentrationer i narings-
mediet. Fermenteringen utfdérs och efter

att cellvaxten utjdmnats tillvaratages

riboflavinet fran fermentationsmediet.
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Riboflaviinia tuottavia mikro-organismikantoja, valikoin-
timenetelmid ja fermentointimenetelmi

Keksinndén aihepiiri

Kyseinen keksint®$ koskee mikro-organismeja, jotka
pystyvdt tuottamaan suuria m#iri3 riboflaviinia, ja eri-
tyisesti hiivan Candida flareri eli Candida famata kanto-
ja, Jotka tuottavat kasvaneita riboflaviinim8s&ris, seki
menetelmid kyseisten mikro-organismien fermentoimiseksi.

Keksint$ koskee edelleen menetelmi# riboflaviinia runsaas-
ti tuottavien kantojen valikoimiseksi.

Keksinndn tausta

Hyvin monet erilaiset mikro-organismit syntetisoi-
vat riboflaviinia m&#ri&, jotka ylittavit reippaasti or-
ganismien aineenvaihdunnalliset tarpeet. Ascomycetes-or-

ganismien,_kuten Ashbya gossypii ja Eremothecium ashybii,
tiedetddn tuottavan riboflaviinia niit& fermentoitaessa.
Tyypillisesti ndiden organismien tuottamaa riboflaviinia
kdytetddn ravinnelis#ni.

Mybs muiden mikro-organismien tiedet##n tuottavan
riboflaviinia. Esimerkiksi sukuihin Clostridium Jja Bacil-
lus kuuluvien bakteerien sek# erilaisten hiivasukujen,

mukaanlukien Candida, Saccharomyces, Hansenula ja Pichia,

tiedet8&n tuottavan riboflaviinia. Spesifisemmin esimer-
kiksi US-patenttijulkaisussa 3 433 707 (1969), jonka omis-
tavat Matsubayashi et al., kuvataan riboflaviinituotantoa
kolmen Pichia-hiivalajin toimesta. Ilmoitettiin ribofla-
viinisaantoja, jotka olivat 10,5 mg/litra - 51 mg/litra 12
pdivéssd. Szczesniak et al. (1973) ilmoittivat ribofla-
viinin runsaasta tuotosta, Jjoka oli 6,42 g/litra, Ashbya
gossypiilla, mit8 on k#sitelty l8hteess# Perlman, Primary
Products of Metabolism, 2 Econ. Microbiology, 1978, s.
312.

Yhteisesti omistetussa US-patenttihakemuksessa jul-
kaisu sarjan:o 811 234, joka jatettiin 20. Joulukuuta
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1985, ilmoitetaan sellaisten candida flareri -kantojen
kehittamisests, joiden riboflaviinituotanto on kohonnut.
Julkaisussa sarjan:o 811 234 kuvatut C. flareri ~-kannat

tuottivat 5 grammaa riboflaviinia litraa kohden kuuden
piivan fermentoinnissa.

Riboflaviinia tuottavan hiivan aineenvaihdunnalli-
sia vaatimuksia koskeneiden tutkimusten perusteella on
ilmoitettu riboflaviinin tuotannon olevan herkkda raudan
pitoisuudelle. Esimerkiksi Straube et al., The Influence
of Iron Concentration and Temperature on Growth and Ribo-
flavin Overproduction of Candida Guilliermondii, Biotech-
nology and Bioengineering Symposium n:o 4, 1973, ss. 225-
231, ilmoittavat, ettd rautapitoisuus 10"®* M inhiboi l&hes
tdydellisesti riboflaviinin tuotannon ja ettd riboflavii-
nituotanto on likipit#en kdantden verrannollinen rauta-
pitoisuuteen. Straube et al. totesivat niinik#8n, ettd
koboltin l&sn#olo voi takauttaa raudan inhiboivan vaiku-
tuksen riboflaviinituotantoon. Kobolttipitoisuuksissa
10* M ja raudan pitoisuudessa 10”° M muodostui sama m#&rd
riboflaviinia kuin silloin, kun kobolttia ei ollut ldsnd
ja rautapitoisuus oli rajoitettu pitoisuuteen 107 M.

Muissa l4hteiss# k#sitelldsn riboflaviinia tuotta-
vien mikro-organismien herkkyyttd raudalle ja erityisesti
sitd, ettda herkkyys raudalle voidaan osittain valttad 1li-
s44mdlls kobolttia, sinkkid tai kelatoivia aineita fermen-
tointialustaan. Chopde et al., Factors Influencing Ribo-
flavin Synthesis by Cytophaga Hutchinsonii, Indian J. of
Microbiology 20:2 (1980); Schlee et al., Physiology and
Biochemistry of Riboflavin Formation, Die Pharmazie 12
(1984).

vVaikka rauta inhiboi riboflaviinin tuotantoa, on
esitetty niinik##n, ettd korkeammat rautamidsdrdt stimuloi-
vat solukasvua. T&m#n vuoksi hiivan, jonka herkkyys flavi-

nogeneesi-inhibitiolle raudan toimesta on alentunut, tuli-
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si tuottaa suuria m#8rii4 riboflaviinia, koska rautapitoi-
suuksia nostamalla voidaan p##std korkeampiin solutiheyk-
siin.

Riboflaviinia tuottavien mikro-organismien sellai-
sista kannoista, joiden riboflaviinituotannon herkkyys
raudan ldsn#dololle on alentunut, on ilmoitettu. SU-patent-
tijulkaisu n:o 330189 (tiivistelm#); DE-patenttijulkaisu
n:o 108767 (tiivistelmi).

Tdten tarvitaan mikro-organismeja, joiden ribofla-
viinituotannon taso on noussut. Tarvitaan edelleen sellai-
sia flavinogeenisten mikro-organismien kantoja, jotka
omaavat vastustuskykyd riboflaviinituotannon inhibitiolle
raudan toimesta. Lis#ksi tarvitaan aiempaa parempia mene-
telmid riboflaviinia runsaasti tuottavien mikro-organis-
mien valikoimiseksi. Tarvitaan my®8s fermentointialusta,
joka yllépit&8 lis&éntynyttd solukasvua ja flavinogenee-
sid. Kyseisen keksinn®én mukaiset mikro-organismit tuotta-
vat riboflaviinia m#&8rin&, jotka ylitt#vdt huomattavasti
flavinogeenisten mikro-organismien villityyppikantojen
tuottamat mddrdt ja jotka ovat aiempaa huomattavasti pa-
rempia tunnettujen kehitettyjen kantojen tuottamiin saan-
toihin verrattuna.

Keksinntn yhteenveto

Kyseinen keksint® koskee hiivan Candida flareri

kantoja, jotka pystyvdt tuottamaan 10 grammaa riboflavii-
nia litraa kohden kuudessa p#ivéssi. On pid#isty riboflavii-
nisaantoihin, jotka ovat yli 20 grammaa litraa kohden 200
tunnissa. Kyseisen keksinnén flavinogeenisimmdt kannat
ovat C. flareri -kannat A ja B, jotka identifioivat vas-
taavasti ATCC-hakunumerot 20849 ja 20850. Toisessa suori-
tusmuodossa kyseinen keksint$ koskee C. flareri -kantoja,
joiden flavinogeneesin herkkyys inhibitiolle raudan toi-
mesta on alentunut. T4llaisille kannoille on tunnusomaista
riboflaviinin solua kohden tehostunut tuotanto fermentoin-
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tialustan kasvaneissa rautapitoisuuksissa. Kehitettyjd C.
flareri -kantoja on myds valikoitu kasvun inhibition vas-
tustuskyvyn suhteen kasvualustan tyhjentidmisen vaikutuk-
sesta ja deoksiglukoosin vaikutuksesta.

Seuraavassa suoritusmuodossa kyseinen keksintd ka-
sitt44 menetelmin aiempaa parempien sellaisten mikro-or-
ganismien valikoimiseksi, jotka omaavat vastustuskykyd
kasvun inhibitiolle tyhjennetyn kasvualustan vaikutukses-
ta. T#llaiset mikro-organismit kykenevdt kasvamaan kor-
keammiksi solutiheyksiksi tuottaen suurempia méiria ai-
neenvaihduntatuotteita. Tdssi menetelmdssd tuotetaan ensin
tyhjennetty'kasvualusta.kasvattamalla mikro-organismipopu-
laatiota kunnes solukasvu pysdhtyy. Sitten mikro-organis-
mit poistetaan kasvualustasta tyhjennetyn kasvualustan
muodostamiseksi. Sitten muodostetaan tyhjennetyn kasvu-
alustan kasittidva valikointikasvualusta. Sen jélkeen tois-
ta mikro-organismipopulaatiota mutatoidaan, minkd jalkeen
se viedidn kyseiseen valikointialustaan. valikoidaan muta-
toidun populaation kannat, jotka kykenev#dt kasvamaan tyh-
jennetylld kasvualustalla. Edullisesti jédlkimm#inen mikro-
organismipopulaatio edustaa samaa lajia kuin tyhjennetyn
kasvualustan muodostanut ensimm#inen populaatio, jJa edul -
lisemmin samaa kantaa.

Edelleen seuraavassa suoritusmuodossa kyseinen kek-
sint® kisitti#i menetelm#n suuria m3iris riboflaviinia
tuottavien mikro-organismien valikoimiseksi. Tdssd mene-
telmissi mikro-organismil&htdpopulaatio mutatoidaan. Sit-
ten mutatoitua populaatiota viljelld&n ravinnekasvualus-
talla, joka sis#ltdid antibioottia tubersidiini, joka ole-
tettavasti inhiboi puriiniaineenvaihduntaa. Ravinnekasvu-
alusta sis#lt#di tubersidiinia pitoisuuksina, jotka kykene-
vidt estimidin pesikemuodostuksen joidenkin mutatoidun popu-
laation k#sittdmien mikro-organismien toimesta. Sitten
valikoidaan mikro-organismit, jotka kykenevdt muodostamaan
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pesdkkeitd tubersidiinia sis#ltividlle kasvualustalle. N&i-
t8 mikro-organismeja voidaan sitten testata riboflaviinin
runsaan tuotannon suhteen. T&mdn valikointimenetelm#n on
todettu valikoivan riboflaviinia runsaasti tuottavat mik-
ro-organismit.

Kyseisen keksinn®tn seuraava suoritusmuoto k#sittsdi
menetelman riboflaviinin tuottamiseksi viljelem#lld kysei-
sen keksinndn mukaisia mikro-organismikantoja fermentoin-
tialustassa. Kohonneeseen riboflaviinituotantoon voidaan
padstda kasvualustan rautapitoisuuksissa, jotka ovat noin
5,4 pM - noin 15 puM. Fermentointialusta sis#dlt&i my&s gly-
siinid korkeintaan noin 7 g:n/litra pitoisuuksiin asti.
Fermentointi suoritetaan yll#&pit#en kasvualustan ravinne-
pitoisuuksia ja muita fermentointiolosuhteita solukasvun
ja riboflaviinituotannon tukemiseksi. Sitten kun solukasvu
on tasaantunut, riboflaviini otetaan talteen fermentoin-
tialustasta.

Yksityiskohtainen kuvaus

On kehitetty C. flareri -hiivalajin riboflaviinia
tuottavia kantoja, jotka tuottavat aiempaa korkeampia ri-
boflaviinitasoja. Rutiininomaisesti saadaan saantoja, jot-
ka ovat yli 10 grammaa riboflaviinia litraa kasvualustaa
kohden 144 tunnissa, ja on p##sty saantoihin, jotka ovat
yli 20 grammaa riboflaviinia litraa kohden 200 tunnissa.
Kyseisen keksinnén mukaiset kannat ovat 30 - 40 -kertaa
flavinogeenisempid kuin villityypin C. flareri ja 3%-ker-
taa flavinogeenisempis kuin tehokkain aiemmin tunnetuista
riboflaviinituottajista.

Erityisesti kanta A, ATCC-hakunumero 20849, kykenee
tuottamaan yli 20 grammaa riboflaviinia 200 tunnin fermen-
tointiajossa. Kannasta A on kehitetty erilaisia siti fla-
vinogeenisempid kantoja mitattuna 2 ml:n rullaputkiribo-
flaviinimddritykselld. T&t& m#8ritystd, jota kuvataan yk-
sityiskohtaisesti esimerkkiosuudessa, ei ole suunniteltu
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riboflaviinisaannon maksimoimiseksi, vaan sitd kdytetddn
flavinogeneesin vertaamiseksi eri orgamismikantojen v&lil-
14 samanlaisissa olosuhteissa. Kanta B, ATCC-hakunumero
20850, kehitettiin kannasta A ja se on 50 % flavinogeeni-
sempi kuin kanta A rullaputkimddrityksessa.

Kyseisen keksinntn mukaisten C. flareri -kantojen
riboflaviinisynteesin herkkyys inhibitiolle raudan toimes-
ta on alentunut. Kuten edelli esitetty on ilmoitettu, ettd
rauta on riboflaviinisynteesin inhibiittori monissa mikro-
organismeissa, ja erityisesti Candida-hiivalajeissa. Rau-
dan lis#intyneen pitoisuuden fermentointialustassa on to-
dettu ei ainoastaan lis##vidn kyseisen keksinndn mukaisten
C. flareri -kantojen solukasvua, vaan myds riboflaviini-
tuotantoa solumassaa kohden. Vaikka riboflaviinin voitai-
siin odottaa lis##ntyvdn korkeiden rautapitoisuuksien an-
siosta lis#ddntyvén solukasvun mydtd, todetut riboflaviini-
lisdykset ovat suurempia kuin mita olisi odotettavissa
pelkdstidsn lisdintyneen solukasvun perusteella. Tdten ky-
seisen keksinn®dn mukaisissa raudalle vastustuskykyd omaa-
vissa kannoissa flavinogeneesi ei ainoastaan ole epdherkkd
rautainhibitiolle, vaan solua kohden laskettuna korkeammat
rautapitoisuudet stimuloivat sita.

Riboflaviinituotannon stimuloitumista kyseisen kek-
sinndn mukaisilla raudalle vastustuskykyd omaavilla C.
flareri -kannoilla on todettu rautapitoisuuksissa noin 3,6
mikromolaarinen pitoisuus (pM). Pitoisuuksissa, jotka
ylittdvat noin 16,1 pM, raudalla on kuitenkin taipumus in-
hiboida riboflaviinisynteesi# my®s n#diss8 kannoissa. Fer-
mentoinnin aikana raudan moolipitoisuudet ovat edullisestil
noin 5,40 uyM - noin 15 pM, edullisemmin noin 6,12 pM -
noin 12 pM, ja edullisimmin noin 9,8 pM - noin 10,8 uM.

Kannan A ja sen jdlkel#isten toinen tdrke& aineen-
vaihdunnallinen ominaispiirre on vastustuskyky kasvun in-
hibitiolle sek# riboflaviinin tuotanto fermentointialus-
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tassa, jossa on kasvatettu viljelms padtdssolutiheyteen.
Tdllaista kasvualustaa kutsutaan "tyhjennetyksi kasvualus-
taksi”. T&llainen vastustuskyky mahdollistaa korkeampien
riboflaviinisaantojen tuoton, koska p#44st#in korkeampiin
solutiheyksiin. N&iden kantojen on samoin todettu tuotta-
van kasvaneita riboflaviinisaantoja solua kohden lasket-
tuna.

Kyseistd keksintdd k#sitellddn t#ssd hiivan C.
flareri yhteydessd. C. flareri tunnetaan myts nimells
Torulopsis candida. Kyseisen keksinntn mukaiset menetelmit
ja menettelyt soveltuvat kuitenkin yhti hyvin muille
Candida-lajeille ja muulle riboflaviinia runsaasti tuot-
tavalle hiivalle ja muille riboflaviinia runsaasti tuot-
taville mikro-organismeille. T#ten spesifisen viittauksen

C. flareeriin tarkoituksena ei ole rajata keksinndn katta-
maa aluetta t#&h#n nimenomaiseen lajiin.

Kyseisen keksinn®n mukaan aiempaa parempia ribofla-
viinia tuottavia mikro-organismikantoja valikoidaan mene-
telmilld, joiden mukaan mikro-organismiviljelm8 mutatoi-
daan ja valitaan kantoja, joiden riboflaviinituotannon
ominaispiirteet ovat aiempaa parempia. Tyypillisesti muta-
toituja mikro-organismeja viljell##n kiint#ll# kasvualus-
talla, joka sis#ltd84 jotain inhiboivaa yhdistett&. Inhi-
biittorin l3sn#ollessa muodostuneita pesdkkeitd viljelldsn
ja niiden riboflaviinituottokykyd testataan. Sitten vali-
taan mikro-organismikannat, joiden riboflaviinituotto on
korkea.

Mikro-organismiviljelmi¥ voidaan mutatoida milla
tahansa alalla tunnetuista erilaisista keinoista, ja se
voi késittdd8 joko kemiallisen tai fysikaalisen mutatoin-
nin. Esimerkiksi kyseiseen keksint®®n soveliaita kemial-
lisia mutageeneja ovat mainittuihin rajoittumatta N-metyy-
li—N'-nitro—N-nitrosoguanadiini, diepoksibutaani, etyyli-
metaanisulfonaatti, sinappiyhdisteet, hydratsiini ja typ-
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pihapoke. Fysikaalisia mutageeneji voivat olla mainittui-
hin rajoittumatta ultravioletti- ja gamma-siteily. L&hto-
viljelm#sd k#sitellddn mutatoivalla aineella riittavan te-
hokkaasti sitid silm#llipitden, ettd eloon j&d& tietyn ko-
koinen populaatio. T&m& koko vaihtelee mutageenistd toi-
seen ja on riippuvainen mutaatiomidrdstd, jonka mutageeni
aikaansaa eloon jid#neessd populaatiossa tietyllsa tappoti-
heydelld. Esimerkiksi NTG:n toivottavan tappotiheyden
tulisi j&tt#4d eloon noin 10 % - 50 % lihtYpopulaatiosta.
Typpihapokemutatoinnin tulisi jattaad noin 0,01 % - 0,1 %
laht8populaatiosta ja ultraviolettimutatoinnin tulisi j&at-
t44 noin 1,0 %. T411l4 tavoin k#sitellyt solut otetaan tal-
teen, pest#sn ja lietetddn kasvua ei-yllapitavédn kasvu-
alustaan, kuten fysiologiseen suolaliuokseen. T8llaisiin
soluihin voidaan sitten kohdistaa yksi tail useampi vali-
kointimenettely.

Kantoja A ja B kehitettdessd valittiin riboflavii-
nia runsaasti tuottavista C. flareri -kannoista joukko
vdlikantoja alla kuvattuja valikointimenettelyitd kayt-
tiden. Kanta C, ATCC-hakunumero 20755, kehitettiin lukui-
sia valikointimenettelyitd kdytt#en villityypin C. flare-
rista ja sit4 kuvataan julkaisussa sarjan:o 811 234. Kanta
C on alla kuvattujen kantojen, mukaanlukien A ja B, edel-
t4j4. Kanta C voi tuottaa 1,1 g/litra riboflaviinia 7 pdi-
vissid 2 ml:n rullaputkimiirityksess4d. Kantaa C lahtbpopu-
laationa k#yttden suoritettiin glukoosianalogivalikointi-
menettely riboflaviinia runsaasti tuottavien organismien
valitsemiseksi.

Kyseisen keksinntn mukaan riboflaviinia runsaasti
tuottavat organismit voidaan valikoida esiin valitsemalla
mikro-organismeja, jotka omaavat vastustuskykyd glukoosi-
analogeille. T#llaiset mikro-organismikannat todenndkdi-
sesti kers#ivat tehokkaammin glukoosia, muuttavat glukoosin
tehokkaammin riboflaviiniksi tai voittavat tehokkaammin
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glukoosirepression. T&ten riboflaviinia tuottavien mikro-
organismien muodostamaa l&httviljelmés mutatoidaan edelld
kuvattuun tapaan. Sitten mutatoitu populaatio maljoitetaan
kasvualustalle, joka sis&lt#d8 inhiboivia pitoisuuksia glu-
koosianalogeja tail niiden seoksia. Maljoitetuista mutatoi-
duista soluista valikoidaan elinkelpoiset pes#kkeet vas-
tustuskyvyn suhteen glukoosianalogi-inhibitiolle. N#it4
pesdkkeits testataan sitten riboflaviinituotannon suhteen.

Glukoosianalogin pitoisuus on riippuvainen useista
seikoista, mukaanlukien analogin inhibitiovaikutus seki
viljelmdn ldhttherkkyys riboflaviinituotannon inhibitiolle
analogin toimesta. Tyypillisesti suoritetaan minimi-inhi-
bitiopitoisuuskoe sen minimipitoisuuden m&#ritt&miseksi,
Jossa analogi inhiboi kasvun ei-mutatoidussa liht®populaa-
tiossa. Juuri t&td minimipitoisuutta kidytet#sn yleensi
valikointimenettelyss&; tulisi kuitenkin huomata, ett#
korkeampiakin pitoisuuksia voidaan k#ytt#3 aina pitoisuu-
teen, jossa jopé vastustuskykyd omaavien mutanttien kasvu
estyy. Kun glukoosianalogina on 2-deoksiglukoosi, sopivia
ovat pitoisuudet noin 700 pg/ml - noin 1500 pg/ml, edul-
lisemmin noin 700 pg/ml - noin 1000 pg/ml, ja edullisimmin
noin 700 pg/ml - noin 800 pg/ml.

Kanta D valittiin glukoosianalogivalikointimenet-
telyssd, jossa kanta C muodosti mutatoitavan ja valikoi-
tavan la&htdpopulaation. Kanta D kykenee tuottamaan 1,58
g/litra riboflaviinia 7 p#iviss8 2 ml:n rullaputkim3iri-
tyksessd. Tdt8 kantaa kdytettiin l1&ht&populaationa rauta-
herkkyysvalikointimenettelyssi silm#ll&pité#en riboflavii-
nia runsaasti tuottavien organismien valitsemista.

Kuten edelld esitetty on ilmoitettu, ettsd pienet
madrat rautaa inhiboivat riboflaviinituotantoa. Nyt on
todettu, ettd toivottavaa olisi kehitt#3 riboflaviinia
tuottava mikro-organismikanta, jonka herkkyys rautainhibi-~
tiolle on alentunut, koska kyseistd kantaa voitaisiin vil-
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jelld korkean rautapitoisuuden kdsittdvdssd kasvualustas-
sa, joka yll&pitdisi lis#ddntynyttd solukasvua.

Riboflaviinituottajien valitsemiseksi, joiden herk-
kyys raudalle on alentunut, mikro-organismiviljelm&& muta-
toidaan edelld esitettyyn tapaan. Saatu viljelmd levite-
tds8n kiinte#lle kasvualustalle, joka sis#lt&d assimiloi-
tuvia hiili-, typpildhteitd sek#d ep#dorgaanisia aineksia
korkeiden rautapitoisuuksien ldsndollessa. Esimerkiksi
sopiva kasvualusta on YMG-kasvualusta (katso taulukko 1),
jota on t#ydennetty 2,23 %:1la glysiinid. Mutatoituja so-
luja kasvatetaan t&lld kasvualustalla riboflaviinituotan-
toon soveliaassa lidmp&tilassa. Mutantit, joiden vastustus-
kyky riboflaviinituotannon inhibitiolle raudan toimesta ei
ole kasvanut, muodostavat valkeita tai kerman vdrisia pe-
s#dkkeits, koska riboflaviinia ei muodostu runsaasti. Mu-
tanttipesdkkeet, joiden vastustuskyky riboflaviinituotan-
non rautainhibitiolle on kasvanut, ovat kuitenkin keltai-
sia riboflaviinin l&sndolon johdosta. Tdllaisia keltaisia
pesdkkeitd voidaan testata riboflaviinia ylenmddrin tuot-
tavina organismeina.

TAULUKKO 1
YMG-kasvualusta
Hiivauute 3 g/litra
Mallasuute 3 g/litra
Peptoni 5 g/litra
Hiilil&hde (2 %) 20 g/litra

Raudan pitoisuus valikointimenettelyssé riippuu
muun muassa liht8populaation herkkyydestd raudan. Esimer-
kiksi jos rautaherkkyysoperaatio suoritettaisiin villityy-
pin C. flarerita edustavalle ldhtdpopulaatiolle, valikoin-
nissa kidytettdvd rautapitoisuus olisi alhaisempi kuin jos
lshtdpopulaationa olisi C. flareri -kanta, joka jo olisi
valikoitu riboflaviinituotannon rautainhibitiolle alentu-
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neen herkkyyden suhteen. Kuten edelli esitetty glukoosi-
analogivalikoinnin yhteydess#, rautapitoisuus valitaan
tyypillisesti k&yttéden minimi-inhibitiopitoisuuskoetta.
Kyseisen keksinn®n mukaan tehokkaita alentuneen rautaherk-
kyyden suhteen valikoimiseksi ovat raudan moolipitoisuudet
noin 5 pyM - noin 50 pM, ja edullisemmin noin 10 BM - noin
30 pM, ja edullisimmin noin 16 pM - noin 20 HM.

Kanta E valittiin kdyttden rautaherkkyysoperaatio-
ta, Jossa ldhtYpopulaationa oli kanta D. Kanta E kykenee
tuottamaan 1,70 g/litra riboflaviinia 7 paivdssd 2 ml:n
rullaputkimddrityksessd. Tdatd kantaa kdytettiin l4htdpopu-
laationa tyhjennetty kasvualusta -valikointimenettelyssi
riboflaviinia runsaasti tuottavien organismien valitsemi-
seksi.

Riboflaviinia runsaasti tuottavat organismit wvoi-
daan valita esiin vastustuskyvyn perusteella kasvun inhi-
bitiolle tyhjennetylld kasvualustalla. Tiedetddn, etti
suljetuissa biologisissa jirjestelmisss, kuten laborato-
riohiivaviljelmdt, solukasvu ja biologisten tuotteiden
tuotanto lopulta pys#dhtyvidt, jopa vaikka l&sni on ylenmad-
rin ravinteita. Vaikka syit# solukasvun Jja riboflaviini-
tuotannon pysdhtymiseen C. flarerissa ei tunneta, arvel-
laan kolmen seikan ainakin osittain olevan vastuussa t&st#
ilmidstd. Arvellaan, ettd useimmat organismit ké&yttavit
tehottomasti hyv&kseen hivenravinteita n&iden tietyn pi-
toisuuden alapuolella. T&m#n vuoksi t#llaisten hivenravin-
teiden tyhjetessd tiettyyn pitoisuuteen kasvu inhiboituu.
Toinen mahdollinen syy on, ettd kasvu- Ja riboflaviini-
tuottovaiheissa sivutuotteina muodostuu aineita, jotka
inhiboivat 1lis#kasvua ja riboflaviinituotantoa. Kolmas
mahdollinen syy on, ettd kasvualusta-ainesosien sybtetyt
tai ei-kdytetyt korkeat pitoisuudet saattavat repressoida
kasvua. T&m8 valikointimenettely kohdistuu mikro-organis-
mien valintaan, jotka kykenevidt kasvamaan ja tuottamaan
riboflaviinia tyhjennetylld kasvualustalla. Arvellaaan,
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ettid tidllaiset mikro-organismit kykenevat tehokkaammin
kdyttdmddn hyvdkseen hivenravinteita n#iden alhaisissa
tasoissa ja/tai ne omaavat vastustuskyky# inhiboiville tai
repressoiville yhdisteille, joita muodostuu kasvu- ja ri-
boflaviinituottovaiheissa. Tdllaiset valikoidut organismit
ovat arvokkaita, koska tietyll# l&htbkasvualustalla ja
tietyiss4 fermentointiolosuhteissa solukasvu ja ribofla-
viinin tuotanto jatkuvat pidempd&n, jolloin riboflaviini-
tuotannosta saadaan korkeampia saantoja.

Tyhjennetty kasvualusta -valikointimenettelyn mu-
kaan tyhjennetty kasvualusta valmistetaan kasvattamalla
mikro-organismildhtdviljelmdd, kunnes solukasvu pysdhtyy
tai tasaantuu, ja edullisemmin stationddrivaiheen loppu-
puolelle. Tyhjennetty kasvualusta valmistetaan edullisesti
viljelem8lld samaa mikro-organismilajia, ja edullisesti
samaa -kantaa, kuin joka on m#drd valikoida valikointivai-
heessa. Vaikka mika tahansa mikro-organismi kayttdd lop-
puun hivenravinteet ja tuottaa inhiboivia yhdisteitd, va-
1ikointi on tehokkain, jos valikoitavaan mutatoituun popu-
laatioon kohdistetaan samat tyhjennetyn kasvualustan ympé-
rist8lliset paineet, kuin jotka saivat lidhtépopulaation
lopettamaan kasvunsa. Jos lihtbpopulaatio poikkeaa muta-
toidusta populaatiosta, l&htdpopulaation kasvua voivat
rajoittaa hivenmineraalien loppuun kuluminen tai inhiboi-
vien tai repressoivien yhdisteiden muodostuminen, jotka
mahdollisesti eivdt aiheuta painetta mutatoidussa populaa-
tiossa.

Kun kasvu ja tuotteiden muodostus 13htdviljelmdssa
pysdhtyvadt, solut poistetaan viljelm#std tyhjennetyn kas-
vualustan muodostamiseksi. Erotus voidaan suorittaa alan
ammattilaisten tuntemin eri keinoin. Esimerkiksi solut
voidaan poistaa kasvualustasta sentrifugoimalla. Vaihtoeh-
toisesti solut voidaan poistaa ultrasuodattamalla.

valikointikasvualusta valmistetaan kdyttden edelld
kuvatun mukaista tyhjennettyd kasvualustaa. Tyhjennettyyn
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kasvualustaan voidaan lis&dtd hiili-, typpil#hteitd ja epd-
orgaanisia ravinteita valikointikasvualustan muodostami-
seksi tyhjennetylle kasvualustalle vastustuskykyd omaavien
kantojen valikointia silm#ll&pitsen. Tyhjennettyyn kasvu-
alustaan lis#dttdvien ravinteiden m#&r4 ja tyyppi voivat
vaihdella. Esimerkiksi tyhjennettyyn kasvualustaan voidaan
lis#dtd hiilildhde ja typpil#dhde, kuten sakkaroosia ja gly-
siinid. Vaihtoehtoisesti tyhjennetty kasvualusta voidaan
sekoittaa vaihtelevissa sekoitussuhteissa ravinnekasvu-
alustaan kuten 4B-kasvualustaan (katso taulukko 2). Tyh-
Jennetyn kasvualustan ja ravinnekasvualustan suhteelliset
osuudet voidaan md&rittd& suorittamalla minimi-inhibitio-
pitoisuuskoe ja kdyttden tyhjennetyn kasvualustan alhai-
sinta tasoa, joka inhiboi kasvun ei-mutatoidussa populaa-

tiossa.

TAULUKKO 2
4B-kasvualusta

KH,PO, 0,5 g/1

MgsoO, - 7H,0 0,2 g/1

urea 1,84 g/1
sakkaroosi 60 g/1

D-biotiini 1 pg/1
H,BO, 20 pg/1
MnSO, 20 pg/1
ZnSo, 140 pg/1
Cuso, 20 pg/1
Na,MoO, 20 ng/1

Valikointimenettely suoritetaan mutatoimalla ribo-
flaviinia tuottavien mikro-organismien l#ht&populaatiota
edelld kuvattuun tapaan mutatoidun populaation muodostami-
seksi. Mutatoitu populaatio vied##n tyhjennetty kasvualus-
ta -valikointialustaan. Tyypillisesti mikro-organismit,
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joiden vastustuskyky inhibitiolle tyhjennetyn kasvualustan
toimesta ei ole kasvanut, eivdt kykene eldmédn valikoin-
tikasvualustalla. Tyhjennetty kasvualusta -valikointialus-
talle muodostuneet pesidkkeet ovat valikoituneet kasvaneen
vastustuskyvyn tyhjennetylle kasvualustalle omaavina. T&-
min jdlkeen valikoituja pesdkkeitd testataan riboflaviini-
tuottokyvyn suhteen.

Kanta A valikoitiin tyhjennetty kasvualusta -vali-
kointimenettelyllsd kayttden kantaa E lihtYpopulaationa.
Lahtdviljelmdstd poistettiin sentrifugoimalla solut tyh-
jennetyn kasvualustan muodostamiseksi. Tyhjennetty kasvu-
alusta steriloitiin ja mahdolliset jdljelle jddneet solut
poistettiin suodattamalla 0,5 mikronin membraanisuodatti-
mella. Valikointialusta muodostettiin lis&&mdlld sakkaroo-
sia ja glysiini8 supernatanttiin. Kanta A kykenee tuotta-
maan 2,5 g/litra riboflaviinia rullaputkimdirityksessa.
Suoritettiin tyhjennetty kasvualusta -lisdvalikointimenet-
tely kidyttden kantaa A ldhtSpopulaationa.

T4std toisesta tyhjennetty kasvualusta -valikoin-
timenettelystd saatiin kanta F, joka kykenee tuottamaan
3,4 g/litra riboflaviinia 7 pdivéssd 2 ml:n rullaputkimdd-
rityksessd. Tdssa valikointimenettelyssi solut poistettiin
tyhjennetystd kasvualustasta suodattamalla 0,5 mikronin
membraanisuodattimella ja valikointialusta muodostettiin
50 $:ista tyhjennettyd kasvualustaa ja 50 %:ista 4B-kas-
vualustaa. Kantaa F k#ytettiin l#htdpopulaationa valikoin-
timenettelyssd, jossa kdytettiin tubersidiinia valikoivana
aineena.

Toinen riboflaviinia runsaasti tuottavia mikro-or-
ganismeja valikoiva menettely valitsee mikro-organismit,
jotka omaavat vastustuskykya kasvuinhibitiolle puriiniana-
logien toimesta, ja erityisesti tubersidiinin toimesta.
T4llaiset yhdisteet oletettavasti inhiboivat puriini-ai-
neenvaihduntaa, ja koska puriinit ovat riboflaviinin pre-
kursoreita, nidmd yhdisteet hdiritsevat riboflaviinituotan-
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toa. Monia tunnettuja puriinianalogeja on k#ytetty purii-
ni-aineenvaihdunnan tutkimiseksi, jolloin kuitenkaan mis-
sddn tunnetuista l&hteistd ei ole ilmoitettu puriinianalo-
gien menestyksekkddstd k#ytdstd riboflaviinia runsaasti
tuottavien mikro-organismien valikoinnissa. Edelleen mis-
sddn tunnetuista l&hteistd ei ilmoiteta k#dytetyn tubersi-
diinia puriini-aineenvaihdunnan tutkimiseksi tai ribofla-
viinia runsaasti tuottavien mikro-organismien valikoimi-
seksi.

On m88ritetty, ettd sellaiset riboflaviinia tuot-
tavat mikro-organismikannat, jotka kasvavat ja tuottavat
riboflaviinia tubersidiinin 1l4sndollessa, voivat omata
aiempaa paremman riboflaviinin tuottokyvyn. T#dllaiset tu-
bersidiiniresistentit kannat joko kykenevdt valmistamaan
korkeampia puriinitasoja tai kykenevdt valmistamaan pu-
riineja tehokkaammin. T&m#n valikointimenettelyn mukaan
riboflaviinia tuottavien mikro-organismien viljelmi muta-
toidaan kuten edelld kuvattu. Eloonj&inyt populaatio mal-
joitetaan kasvualustalle, joka sis#ltda assimiloituvia
hiili-, typpil&hteitd sek# ep#orgaanisia ainesosia tuber-
sidiinin ldsn8ollessa. Maljoitetuista populaatioista vali-
koidaan elinkelpoiset pes#kkeet. N#it# pesidkkeits testa-
taan sitten riboflaviinituottokyvyn suhteen.

Kyseisess8 valikointimenettelysséd kdytettidvid tuber-
sidiinin pitoisuus riippuu eri seikoista, mukaanlukien
ldhtdpopulaation inhibitioherkkyys. Kuten edelli esitetty,
sopiva pitoisuus voidaan m#iritt#4 suorittamalla minimi-
inhibitiopitoisuuskoe, jossa m#dritetdsn alhaisin tuber-
sidiinipitoisuus, joka inhiboi kasvun ei-mutatoidussa po-
pulaatiossa. Tulee huomata, ettd korkeampia tubersidiini-
pitoisuuksia voidaan k#dyttd8 aina pitoisuuteen, joka in-
hiboi jopa resistenttien mutanttien kasvun. Vaikka tuber-
sidiinin pitoisuus voi vaihdella, se on valikointimenet-
telyssd tyypillisesti noin 85 pg/ml tubersidiinia - noin
200 pg/ml tubersidiinia, edullisemmin noin 85 pg/ml tuber-
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sidiinia - noin 150 pg/ml tubersidiinia, ja edullisimmin
noin 85 pg/ml tubersidiinia - noin 115 pg/ml tubersidii-
nia.

Kanta B valikoitiin k#ytt#en tubersidiinivalikoin-
timenettelyd ja kantaa F lahtdpopulaationa. Kanta B kyke-
nee tuottamaan 3,8 g/litra riboflaviinia 7 pdivdssd 2 ml:n
rullaputkim#drityksessd. My®ds kanta G valittiin tubersi-
diinivalikointimenettelylld k#yttden kantaa A l&htopopu-
laationa. Kannan G riboflaviinituottokyky on 2,9 g/litra 7
pidivdssd 2 ml:n rullaputkimddrityksessd. Kantaa G kadytet-
tiin 1l&htdpopulaationa herkkyyteen ultraviolettivalolle
perustuvassa valikointimenettelyssa.

Edell# kuvatuissa eri valikointimenetelmissd vali-
taan riboflaviinia runsaasti tuottavia mikro-organismeja
viem&lls riboflaviinia tuottavien mikro-organismien muta-
toitu populaatio kasvualustaan, joka inhiboi riboflaviinin
tuotantoa tavalla tai toisella. Mikro-organismien valit-
semisen lisiksi, joiden riboflaviinin tuottonopeudet ovat
korkeita, on toivottavaa saada riboflaviinia runsaasti
tuottava mikro-organismi, jonka riboflaviinin tuottonopeu-
det ovat stabiileja. Kyseisen keksinndn mukaiset spesifi-
set C. flareri -kannat on saatu solu-solufuusiomenettelyn
tuotteesta, joka menettely suoritettiin ennen kannan C
kehittdmistd kuten kuvattu julkaisussa sarjan:o 811 234.
Solufuusiotuotteet omaavat kromosomien monikertakopioita,
jolloin osia kromosomeista todenndkdisesti menetetédn ajan
mybtd geenien uudelleeenjirjestdytymisen seurauksena nii-
den runsaslukuisuudesta johtuen. Riboflaviinin runsaan
tuotannon suhteen valikoidut solufuusiotuotteet omaavat
erittiin todenn#k®disesti monikertakopioita riboflaviini-
tuotantogeeneistd. Kyky runsaaseen tuotantoon voidaan hel-
posti menett#3, jos tillaiset organismit ovat geneettises-
ti epdstabiileja. Tam#n vuoksi on toivottavaa valikoida
riboflaviinia runsaasti tuottavia mikro-organismeja, joi-
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den kyky kromosomaaliseen uudelleenjirjestdytymiseen on
alentunut.

Bakteereissa ja Saccharomyces cerevisiaess#d on saa-
tu mutantteja, joilta puuttuu kyky DNA:nsa uudelleenjir-
jestémiseen. Clark et.al., Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 53
(1965) 451; Mazza et.al., Microbiologica 1 (1978) 111;
Haynes et.al., The Molecular Biology of the Yeast Saccha-
romyces, Cold Spring Harbor Laboratory, 1981, s. 371. Joi-
tain nditd mutanttityyppejd8 voidaan saada valikoimalla
kasvaneen herkkyyden mutageeneille, kuten ultraviolettiva-
lolle, suhteen. Riboflaviinia runsaasti tuottavien mikro-
organismikantojen, ja erityisesti herkkyyden ultraviolet-
tivalolle suhteen valikoitujen solufuusiotuotteiden, ribo-
flaviinituotannon stabiilisuusasteen arvellaan kasvaneen.

Herkkyys ultraviolettivalolle -valikointimenettely
suoritetaan mutatoimalla mikro-organismil&dht®populaatiota
edelld kuvatun mukaisesti. Solulietteet maljoitetaan kas-
vualustalle, esimerkiksi YMG-alustalle, sellaisena laimen-

noksena, ettd maljaa kohden saadaan noin 100 - noin 400
pesdkettd, ja edullisemmin noin 150 - noin 200 pes#ketts
maljaa kohden. Kun pes#kkeistd on tullut ndkyvisd, pesdke-
kuviot siirtokopioidaan kahdesti tuoreille agar-maljapin-
noille. N&kyvid ovat pesdkkeet, joiden halkaisija on noin
0,5 mm - noin 1,0 mm. Ensimm#inen siirtokopio altistetaan
avoinpintaisena ultraviolettivalolle, jonka intensiteetti
on tappavan alapuolella ei-mutatoiduille soluille. Sopiva
ultraviolettivalotaso voidaan mé#ritt&3 altistamalla ei-
mutatoituja soluja kédsittdvid pes#kkeitd wvaihteleville
ultraviolettivalo-annoksille ja m##rittdm#lli taso, jolla
solut eivdt kuole. Ei-mutatoidulle C. flareri -viljelmidlle
ultraviolettivalon tappavan alapuolella oleva taso on noin
5 joulesta nelidmetrille (J/m?) noin 20:een J/m?, ja edul-
lisemmin noin 10 J/m’> - noin 15 J/m?. S&teilytettyd siir-
tokopiota ja ei-s&teilytettyd siirtokopiota inkuboidaan
pesdkkeiden muodostamiseksi. Sidteilytettyd maljaa on pi-
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dettdvd pime#dssd, jotta ndkyvd valo ei takauta ultravio-
lettivalon vaikutusta. On selvitetty, ettd n#kyvd valo
kykenee korjaamaan sdteilytyksen aiheuttamia geneettisia
vaurioita. Kun pesdkkeistd on tullut n#kyvia, sdteilytet-
ty4 siirtokopiota verrataan ei-s&dteilytettyyn maljaan,
etsien ei-sidteilytetystd maljasta pes@kkeet, joita ei
esiinny sdteilytetylld maljapinnalla. T4llad tavalla tun-
nistetaan pes#dkkeet, joiden herkkyys ultraviolettivalolle
on kasvanut.

Kanta H valikoitiin herkkyys ultraviolettivalolle
-valikointimenettelylls kayttden kantaa G ldhtdpopulaatio-
na. Kanta H kykenee tuottamaan riboflaviinia 3,1 g/litra 7
padivassd 2 ml:n rullaputkimddrityksessa.

Riboflaviinia voidaan tuottaa fermentoimalla kan-
toja A ja B ja muita mikro-organismeja, jotka on valittu
edelld kuvatuilla menettelyilld. Alan ammattilaisille lie-
nee ilmeist#, ettd tietyn kannan viljelm&lld voidaan paas-
t4 korkeampiin riboflaviinisaantoihin, jos viljelmd on
oleellisesti vapaa kontaminaatiosta mikro-organismeilla,
jotka ovat riboflaviinia vdhemmdn tuottavasta kannasta.
T4llaisia biologisesti puhtaita viljelmi& voidaan valmis-
taa muodostamalla viljelm# halutun kannan yhdestd mikro-
organismista.

Kantojen A ja B ja edelld kuvatuilla menettelyilléd
valikoitujen mikro-organismien riboflaviinituotanto voi
vaihdella kdytettdessd erilaisia fermentointialustoja ja
-menettelyit4. Vaikka alalla toimivat tuntevat monia fer-
mentointimenettelyitsd, on kehitetty fermentointialusta Jja
-menettely, joilla tuotetaan tasaisesti korkeita kasvuno-
peuksia ja runsasta riboflaviinin tuotantoa. Edullinen
fermentointialusta riboflaviinin tuottamiseksi kannoilla
A ja B on esitetty taulukossa 3.
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TAULUKKO 3
Yhdiste Pitoisuus
(g/1)
glukoosi 60,0
glysiini 4,60
urea 3,68
KH,PO, 1,00
Mgso, 0,72
(mg/1)
CosO, + 7H,0 11,8
Cuso, + 5H,0 0,020
H,BO, 0,020
(NH, ) /MO,0,, 0,140
MNSO, 0,020
Znso, - 7H,0 17,0
FeSO, + 7H,0 2,0
biotiini 0,0118

Kaikki kasvualusta-ainesosat glukoosia lukuunottamatta
suodatussteriloidaan astiaan. Glukoosia (630 g/litra) au-
toklavoidaan 30 minuutin ajan 121°C:ssa 1 kg:n/cm’ pai
eessa. Ldhtdfermentointitilavuus 14 litran fermentorissa
on 10,5 litraa. Kasvualustan pH s##det#sn arvoon 6,9 - 7,0
ennen siirrostusta.

Yleensd kasvualusta sis#ltd3 hiili-, typpil#hteits,
fosfaatteja, sulfaatteja, magnesiumia, kaliumia, rautaa ja
muita hivenmetalleja. Taulukossa 3 esitetyt pitoisuudet
edustavat ainesosien l&htdpitoisuuksia, eivdtki minimipi-
toisuuksia, joita on yll&pidettdvid fermentoinnin kesties-
sd. Huomattakoon, ettd joitakin ainesosia ei voida aluksi
tarjota riittdvdn korkeina m#drinid, jotta ne riittdisivit
koko fermentoinnin ajaksi. T#llaisten ainesosien osalta
fermentointialustaa on tarkkailtava ja minimipitoisuuksia
yllépidettdva.
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Vaikka glukoosi on mainittu edulliseksi hiililsh-
teeksi kyseisessd fermentointialustassa, muutkin hiililsh-
teet voivat soveltua aivan yht#d hyvin. Esimerkiksi kasvu-
alustaan sopivat sakkaroosi ja fruktoosi. Lis#ksi muut ei-
sokerihiililshteet, kuten jotkut alkoholit, ovat soveliai-
ta. Glukoosin laht#pitoisuuden fermentointialustassa tuli-
si olla noin 45 g/litra - noin 60 g/litra, edullisemmin
noin 50 g/litra - noin 60 g/litra, ja edullisimmin noin 55
g/litra - noin 60 g/litra.

Fermentointialusta sis&lt#48 myds glysiinié. Glysii-
ni on fermentointialustan kriittinen ainesosa tehokasta
riboflaviinin tuotantoa silméllédpitden. Vaikka glysiini on
riboflaviinituotannolle v&ltt&m#tdn, liialliset glysiini-
maidrst inhiboivat C. flarerin kasvua. Korkeammissa pitoi-
suuksissa kuin noin 7 g/litra solukasvu pysdhtyy. Hyvin
alhaisissa glysiinipitoisuuksissa, suuruusluokkaa noin 0,5
g/litra, glysiini tulee nopeasti kdytetyksi loppuun fer-
mentointialustasta. Glysiini hyv#ksyttdvdt lahtbpitoisuu-
det ovat noin 2 g/litra - noin 6 g/litra, edullisemmin
noin 4 g/litra - noin 6 g/litra, ja edullisimmin noin 4
g/litra - noin 5 g/litra.

Fermentointialustaan vied&d#n typped kasvun tukemi-
seksi ureaa 1is#imilli. Urean l&htdpitoisuuden fermentoin-
tialustassa tulisi olla noin 2 g/litra - noin 9 g/litra,
edullisemmin noin 3 g/litra - noin 7 g/litra, ja edulli-
simmin noin 3 g/litra - noin 5 g/litra. Muutkin typpilé&h-
teet soveltuvat kdytettidviksi kyseisessa fermentointialus-
tassa. Tallaisten muiden lihteiden optimipitoisuudet voi-
daan masrittdid suorittamalla koefermentointeja kdyttéen
typpildhteen vaihtelevia pitoisuuksia pitden samalla muut
muuttujat vakioina ja madrittden korkein riboflaviinin
tuotto.

Fosfaattia vied#sn fermentointialustaan lis&&mdlla
yksiem#ksistd kaliumfosfaattia (KH,PO,). KH,PO,:88 lis&tddn
aluksi fermentointialustaan pitoisuuksina noin 0,5 g/litra
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- noin 2,0 g/litra, edullisemmin noin 0,75 g/litra - noin
1,5 g/litra, ja edullisimmin noin 0,85 g/litra - noin 1,15
g/litra. Fosfaatin ohella KH,PO, tuottaa fermentointialus-
taan kaliumia. Kalium on valtt&mdtdn kasvulle, jolloin
kuitenkin pitoisuuksina, jotka tuovat riittdvasti fosfaat-
tia, lisdtty kalium ylittd8d huomattavasti viljelm#n ravin-
totarpeet. Vaikka fosfaatti voidaan lis#dt8 muissa muodois-
sa, kuten natriumfosfaattina, kaliumfosfaatti on edul-
linen, koska kaliumravintotarve tulee tyydytetyksi.

Fermentointialusta sisdltdd myds magnesiumsulfaat-
tia (MgSO,) sulfaattildhteend. Lahtdfermentointialusta si-
sdltsd tatd yhdistettd pitoisuuksina noin 0,5 g/litra -
noin 1,0 g/litra, edullisemmin noin 0,6 g/litra - noin 0,8
g/litra, ja edullisimmin noin 0,65 g/litra - noin 0,75
g/litra. Vaikka fermentoitava viljelm# tarvitsee ravinnok-
seen magnesiumia, n8issd pitoisuuksissa lisidtty magnesium
ylittd8a huomattavasti kyseisen tarpeen. Sulfaatti voidaan
niinikdédn lis&td muissa yhdisteissd kuin magnesiumsulfaat-
ti.

Fermentointialustaan sisdltyy my®s lukuisia hiven-
mineraalildhteitd, mukaanlukien koboltti-, kupari-, boo-
ri-, molybdeeni-, mangaani-, sinkki- ja rautaldhteiti.
Fermentointialusta tarvitsee ravinnokseen kutakin n#isti
aineksista, ja hivenmineraalin sis#lt#vien yhdisteiden
lahtdpitoisuuksissa ndmé tarpeet tulevat vaikeuksitta tyy-
dytetyiksi, jolloin kyseisi# aineita ei tarvitse lisiti
fermentoinnin kestdessid. Vaikka monet hivenmineraalit 1i-
satadn sulfaatteina, ndissd yhdisteiss# lis#tyn sulfaatin
madrd ei ole merkitsevd fermentoinnin kaikenkaikkisille
sulfaattivaatimuksille.

Kobolttia lis&tdsn fermentointialustaan koboltti-
sulfaatin heptahydraatin (CoSO,:7H,0) muodossa. T&m&n yh-
disteen l&htdpitoisuus on noin 10 mg/litra - noin 13 mg/-
litra, edullisemmin noin 11 mg/litra - noin 12 mg/litra,
ja edullisimmin noin 11,5 mg/litra - noin 12 mg/litra.
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Koboltilla on niinik#&3n edullinen vaikutus sen kilpailles-
sa raudan kanssa raudan mahdollisen inhiboivan vaikutuksen
riboflaviinisynteesiin vdhentdmiseksi.

Kuparia lis&t#in fermentointialustaan kuparisulfaa-
tin pentahydraatin (CuSO,:5H,0) muodossa. T&td yhdistetta
viedd8n aluksi fermentointialustaan pitoisuuksina noin
0,015 mg/litra - noin 0,025 mg/litra, edullisemmin noin
0,017 mg/litra - noin 0,023 mg/litra, ja edullisimmin noin
0,018 mg/litra - noin 0,022 mg/litra. Kupari vaikuttaa
myds kilpailemalla raudan kanssa raudan mahdollisen inhi-
boivan vaikutuksen riboflaviinisynteesiin vdhent&miseksi.

Sinkki4 lis4tidsn fermentointialustaan sinkkisulfaa-
tin heptahydraatin (2ZnSO,-7H,0) muodossa. T&td yhdistettd
viedsdsn aluksi fermentointialustaan pitoisuuksina noin 15
mg/litra - noin 20 mg/litra, edullisemmin noin 16 mg/litra
- noin 19 mg/litra, ja edullisimmin noin 16 mg/litra -
noin 18 mg/litra. Sinkki on my®s raudan kilpailija v&hen-
tiden raudan mahdollista inhiboivaa vaikutusta riboflavii-
nisynteesiin.

Fermentointialusta k&sittdd myds rautaldhteen, rau-
tasulfaatin heptahydraattia (FeSO,:-7H,0), fermentoinnin
ravintovaatimuksien raudalle t#ytt#miseksi. T&mén yhdis-
teen lihtdpitoisuus fermentointialustassa on noin 1,5 mg/-
litra - noin 4,0 mg/litra, edullisemmin noin 1,7 mg/litra
- noin 3,0 mg/litra, ja edullisimmin noin 1,9 mg/litra -
noin 2,3 mg/litra.

Booria lis#tidsn fermentointialustaan boorihapon
(H,B0,) muodossa. Boorihappoa vied&dan fermentointildhto-
alustaan pitoisuuksina noin 0,015 mg/litra - noin 0,025
mg/litra, edullisemmin noin 0,017 mg/litra - noin 0,023
mg/litra, ja edullisimmin noin 0,019 mg/litra -~ noin 0,021
mg/litra. Booria voidaan 1lisdta fermentointialustaan
muissa muodoissa edellyttden, ett#d boori on muodossa, joka
on biologisesti solujen kdytettdvissd, seka ei-myrkylli-

sessid muodossa.
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Molybdeenia lis&tddn alustaan ammoniummolybdaatin
(VI) ((NH,)MO,0,,) muodossa. T&t#8 yhdistettd 1lis#&t&sn
pitoisuuksina noin 0,12 mg/litra - noin 0,16 mg/litra,
edullisemmin noin 0,13 mg/litra - noin 0,15 mg/litra, ja
edullisimmin noin 0,135 mg/litra - noin 0,145 mg/litra.

Mangaania lisdtd&n fermentointialustaan mangaani-
sulfaatin (MnSO,) muodossa. T&atd yhdistettd lisdtdsn pi-
toisuutena noin 0,015 mg/litra - noin 0,025 mg/litra,
edullisemmin noin 0,017 mg/litra - noin 0,023 mg/litra,
ja edullisimmin noin 0,019 mg/litra - noin 0,021 mg/litra.

Fermentointialusta sis&1t&8 my®s biotiinia, joka on
hiivan yleensd ottaen tarvitsema vitamiini. T&t4 vitamii-
nia lis&td8n pitoisuuksina, jotka ylittaévat noin 0,005
mg/litra, edullisesti > noin 0,009 mg/litra, ja edullisim-
min > noin 0,0118 mg/litra.

Kuten edelld esitetty, fermentoinnin kestdessd jot-
kut kasvualustan ainesosista tulevat k#ytetyiksi loppuun.
Edullisesti fermentointia aloitettaessa t#llaisten aines-
osien pitoisuudet ovat suhteellisen korkeat, jolloin kaswvu
on tuettu tietyn pituiseksi ajaksi ennen kuin lis#ykset
ovat tarpeellisia. Ndiden ainesosien edullisia pitoisuuk-
sia ylldpidetddn koko fermentoinnin ajan suorittamalla
lisdyksi&d sitd mukaa Kkun tasot laskevat fermentoinnin
edistyessd. Ainesosien pitoisuustasoja fermentointialus-
tassa voidaan tarkkailla esimerkiksi ottamalla fermentoin-
tialustasta ajoittain néytteitd, joista mi#idritet#dsén kysei-
set pitoisuudet. Vaihtoehtoisesti sitten kun vakiofermen-
tointimenettely on kehitetty, lisdykset voidaan suorittaa
mddrdvdliajoin, jotka vastaavat tunnettuja tasoja tiettyi-
nd ajankohtina koko fermentoinnin kattaen. Kuten alalla
toimivat huomannevat, ravinteiden kulutusnopeus kasvaa
fermentoinnin aikana solutiheyden kasvualustassa kohotes-

sa‘
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Fermentoinnin aikana tarkkaillaan glukoosin, gly-
siinin, urean ja fosfaatin pitoisuuksia. Kasvualustan glu-
koosipitoisuutta tarkkaillaan ja se pidet&dn lukemassa
noin 20 g/litra - noin 60 g/litra, edullisemmin noin 20
g/litra - noin 40 g/litra, ja edullisimmin noin 30 g/lit-
ra. Niami glukoosipitoisuudet saadaan sdilymddn fermentoin-
tialustassa sydttém#llsd konsentroitua glukoosiliuosta,
jossa pitoisuus on noin 600 g/litra.

Samoin glysiinin pitoisuutta fermentointialustassa
tarkkaillaan ja se pidet##n arvossa noin 1 g/litra - noin
7 g/litra, edullisemmin noin 2 g/litra - noin 5 g/litra,
ja edullisimmin noin 3 g/litra. Glysiinipitoisuutta voi-
daan s#itii sydttidmdllsd konsentroitua glysiiniliuosta,
jossa pitoisuus on noin 200 g/litra.

My®s urean pitoisuutta fermentointialustassa tark-
kaillaan ja se pidet#in pitoisuuksissa noin 1 g/litra -
noin 9 g/litra, edullisemmin noin 2 g/litra - noin 5 g/-
litra, ja edullisimmin pitoisuudessa noin 3 g/litra. Fer-
mentointialustan ureapitoisuudet pidet&&n ndiss8 rajoissa
sybttdmdlls konsentroitua urealiuosta, jossa pitoisuus on
noin 100 g/litra.

Fosfaatti- (PO,-) pitoisuus fermentointialustassa
pidetdsn arvossa noin 0,03 g/litra - noin 0,3 g/litra,
edullisemmin noin 0,05 g/litra - noin 0,2 g/litra, ja
edullisimmin noin 0,1 g/litra. N&m8 pitoisuudet sdilyte-
ti3n sydttidmdlld konsentroitua kaliumfosfaattiliuosta,
jossa pitoisuus on noin 15,75 g/litra. Sen lisdksi, ettad
fosfaattipitoisuutta yllipidet#in 1lisdémdlld kaliumfos-
faattia, my®s sulfaattipitoisuuksia yllédpidet&&n lis&d&mal-
14 magnesiumsulfaattia fermentointialustaan, jolloin ka-
liumfosfaattisydttdliuokseen sis#llytetdéin magnesiumsul-
faattia. Magnesiumsulfaatin pitoisuus sydttdliuoksessa
on noin 11,37 g/litra.

Huomattakoon, ettd glukoosi-, glysiini-, urea-,
fosfaatti- ja sulfaattisybdttdliuoksia lisdtdan fermentoin-
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tialustaan tiettyihin n#8iden yhdisteiden pitoisuuksiin
padsemiseksi fermentointialustassa tai Kkyseisten pitoi-
suuksien ylldpitd@miseksi. T&ten edelld esitetyt lisatti-
vien sybttdliuoksien pitoisuudet eivit ole kyseiselle kek-
sinn8lle kriittisid tai sitd rajoittavia.

Kyseisen keksinn®n mukaisessa fermentointimenette-
lyssd valmistetaan fermentointialusta edell# kuvatun mu-
kaisesti. T#&hdn kasvualustaan siirrostetaan viljelmé&nd
riboflaviinia tuottavia mikro-organismeja, ja erityisesti
C. flareri -kantoja. Onnistuneeseen fermentointiin p#&se-
miseksi siirrosteen tulee muodostaa minimisiirrostetiheys.
Ollaan hyvin perilld siitd, ettd fermentointioperaatiot
edellyttdvdt tiettyd lahtSminimisiirrostetiheytti, jotta
solukasvu kdynnistyisi. Vaikkakaan minimisiirrostetiheytt#
kyseiselle menetelmdlle ei ole ole miiritetty, on m&&#ri-
tetty, ett8 menestyksekk&isiin fermentointeihin voidaan
padstd lahtdsiirrosteen tuottaessa optisen tiheyden noin
0,06 620 nm:n aallonpituudella (1 cm:n kyvetti). Korkeam-
pia ldhtdtiheyksid tuottavat siirrosteet ovat hyvdksyttd-
vid ja lyhentdvit solukasvua edeltdvii lag-vaihetta. L&h-
tOsiirrostetiheyksissd < noin 0,06 solukasvun kdynnisty-
mistd edeltdvd lag-aika pitenee, jolloin lopulta joudutaan
minimisiirrostetiheyteen, joka ei yll#pidi kasvua.

Sitten kun siirrostus fermentointialustaan on suo-
ritettu, fermentoinnin annetaan edetd ja glukoosin, gly-
siinin, urean, fosfaatin ja sulfaatin pitoisuuksia tark-
kaillaan pitden ne edelld esitetun mukaisissa pitoisuuk-
sissa. Koko fermentoinnin ajan kasvualustan l#mp&tilan tu-
lisi olla noin 29° - noin 31°C, edullisemmin noin 29,5° -
noin 30,5°C, ja edullisimmin noin 29,9° - noin 30, 1°C.

Liuenneen hapen m#3r4d fermentointialustassa tulee
pitd8 mikro-organismien kdyttt6n riittivisti happea tuot-
tavien tasojen yldpuolella. Kasvualustan sis#lt#mii liuen-
neen hapen mdidrdd voidaan s#4td4 ilmastamalla ja sekoit-
tamalla. Kasvualustan liuenneen hapen m#ira pidet#din edul-
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lisesti > noin 20 %:n kyll#stysasteessa, ja edullisemmin >
noin 40 $%:n kyllastysasteessa.

Kasvualustan pH s##idet#in ennen siirrostusta. Kas-
vualustan pH:ta voidaan sd#dtdsd lisdsmalla erilaisia alalla
tunnettuja yhdisteit#d, kuten KOH, NaOH. T&md laht6-pH voi
olla noin 6 - noin 8, edullisemmin noin 6,5 - noin 7,5, ja
edullisimmin noin 6,9 - 7,0. On todettu, ettd fermentoin-
nin aikana kasvualustan pH laskee ndyttdvdsti suunnilleen
samaan aikaan kuin tapahtuu voimakas lis#&ntyminen solu-
kasvussa ja riboflaviinituotannossa. Namd muutokset ajoit-
tuvat niinik#4n samanaikaisiksi ensimmdisen lisdystarpeen
fosfaatille, glukoosille, urealle ja glysiinille kanssa.
Tyypillisesti t&m8 kasvualustan muuttuminen happamaksi
todetaan ajankohtana noin 35 tuntia - noin 55 tuntia, tyy-
pillisemmin noin 40 tuntia - noin 50 tuntia, ja tyypilli-
simmin noin 42 tuntia - noin 48 tuntia.

Tyypillisesti kasvualustan pH laskee niinkin alas
kuin 3,5, ja tyypillisemmin noin 3,9. Fermentointioperaa-
tion jdljelld olevana aikana pH pysyy tyypillisesti arvos-
sa noin 3,9 - noin 6,0, tyypillisemmin noin 3,9 - noin
5,5, ja tyypillisimmin noin 3,9 - noin 5,1. Sitten kasvu-
alustan pH tyypillisesti kohoaa takaisin arvoon noin 5,0 -

noin 7,0, ja tyypillisemmin arvoon noin 6,0 - noin 7,0.
Tdmdn pH-arvon kohoamisen tapahtuessa solukasvu yleensd
pyséhtyy.

Seuraavat kokeelliset tulokset tarjotaan havainnol-
listamismielesssd, eikd niiden tarkoituksena ole rajoittaa
keksinndn kattamaa aluetta.

Esimerkki I

Rullaputkiriboflaviinimdaritys

Kanta B -pesdke siirrostettiin koeputkeen, jossa
oli 2,5 ml t#ydennettyd mé#riteltyd kasvualustaa {katso
taulukko I-A), ja sen annettiin kasvaa 30°C:ssa kohtalai-

sesti sekoittaen 4 p#ivin ajan. Koeputkiin, joissa oli 2
ml tidydennettyd mé&riteltyd kasvualustaa, siirrostettiin
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0,02 ml kasvanutta viljelm&#i ja inkuboitiin 30°C:ssa koh-
talaisesti sekoittaen 7 pdivén ajan. Viljelmis laimennet-
tiin tekij&lld 500 ja kuumennettiin 60° - 70°C:ssa 40 mi-
nuutin ajan riboflaviinikiteiden liuottamiseksi. Liuenneen
liuoksen absorbanssi 445 nm:n aallonpituudella oli O, 245.
Tamd arvo kerrottiin 500:1la laimennoksen korjaamiseksi ja
kerrottiin 31,3:11a, jolloin saatiin riboflaviinipitoisuu-
deksi 3,8 x 10° mg/litra eli 3,8 g/litra.

TAULUKKO I-A
Tdydennetty mddritelty kasvualusta

4B -
glysiini 0,23 %

CoCl1, 1 pg/ml
ZnCl, : 10 pg/ml
FeCl,+6H,0 0,2 pg/ml
YMG-kasvualusta 10 %
sakkaroosi 6 %

Esimerkki II

Kannan valinta

Kantaa C mutatoitiin NTG:11l4 NTG-pitoisuuden olles-
sa 0,10 mg/ml 60 minuutin ajan huoneen l&mpdtilassa. N&m&
mutatoidut solut otettiin talteen, pestiin ja lietettiin
fysiologiseen suolaliuokseen. Mutatoidut solut maljoitet-
tiin tdydennetylle m#&ritellylle kasvualustalle, joka si-
sdlsi 750 npg/ml 2-deoksiglukoosia. 10 p#ivén kuluttua
identifioitiin 125 resistenttien mutanttien muodostamaa
pes8kettd, ja niiden riboflaviinituottoa testattiin edelld
kuvatulla rullaputkiriboflaviinim8sritykselld. Kanta D oli
tuotteliain mutantti, ja sen riboflaviinituottokyky oli
1,58 g/litra/7 p&ivii.

Kantaa D mutatoitiin NTG:114 edelld kuvattuun ta-
paan NTG-pitoisuuden ollessa 0,10 mg/ml 60 minuutin ajan
huoneen l&mpdtilassa. Késitellyt solut otettiin talteen,
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pestiin ja lietettiin vastaaviin tilavuuksiin fysiologista
suolaliuosta. Tata viljelm#d maljoitettiin tdydennetylle
midritellylle kasvualustalle, joka sis#dlsi 2,23 % glysii-
nis riittidvidksi substraatiksi riboflaviinisynteesille seka
FeCl,-6H,0:ta pitoisuuden 5 ug/ml. 10 pédivan inkuboinnin
30°C:ssa jalkeen identifioitiin 25 resistenttien mutanttien
muodostamaa pesdkettd ja niiden riboflaviinisynteesid tes-
tattiin edelld kuvatulla rullaputkiriboflaviinimd&rityk-
selld. Eniten riboflaviinia tuottava kanta oli mutantti-
kanta E, ja sen riboflaviinin tuottokyky oli 1,70 g/1lit-
ra/7 paivaa.

Kantaa E mutatoitiin NTG:1148 NTG-pitoisuuden olles-
sa 0,10 mg/ml 60 minuutin ajan huoneen l&mpttilassa. K&-
sitellyt solut otettiin talteen, pestiin ja lietettiin
vastaaviin tilavuuksiin fysiologista suolaliuosta. Valmis-
tettiin tyhjennetty kasvualusta kasvattamalla kantaa E
tiydennetyssd mddritellyssé kasvualustassa 30°C:n lampodti-
lassa samalla sekoittaen 3 viikon ajan. Solut poistettiin
t4std viljelmidstd sentrifugoimalla ja suodattamalla 0,5
mikronin membraanisuodattimella. Supernatanttiin lis#ttiin
sakkaroosia (6 %), glysiinid (0,23 %) ja agar-agaria
(2 %). Mutanttikanta E -viljelm8 maljoitettiin tdlle kas-
vualustalle ja inkuboitiin 30°C:ssa 10 p#ivé&n ajan. Varil-
t38n keltaisiksi identifioitiin 35 pesdkettd ja niiden
riboflaviinituottoa testattiin rullaputkiriboflaviinimaa-
ritykselld. T#114 valikointimenettelylld saatiin kanta A
ja sen riboflaviinituottokyky on 2,5 g/litra/7 pdivaa.

Kantaa A mutatoitiin NTG:113 t&m#n pitoisuuden ol-
lessa 0,10 mg/ml 60 minuutin inkuboinnissa huoneen lamp&-
tilassa. K#sitellyt solut otettiin talteen, pestiin ja
lietettiin vastaaviin tilavuuksiin fysiologista suola-
liuosta.

valmistettiin tyhjennetty kasvualusta kasvattamalla
ei-mutatoidun kannan A soluja taulukossa 3 kuvatun mukai-
sessa kasvualustassa 10 p#ivdn ajan 450 litran fermento-



10

15

20

25

30

35

97067

29

rissa 30°C:ssa samalla sekoittaen. Solut poistettiin tésta
viljelmdstd ultrasuodattamalla. Valmistettiin kiinted va-
likointikasvualusta, jossa 50 % nestetilavuudesta muodosti
tyhjennetty kasvualusta, josta solut oli poistettu, ja
toiset 50 % nestetilavuudesta oli vettd. Mutatoidut kannan
A solut maljoitettiin t#lle kasvualustalle ja inkuboitiin
10 paivén ajan 30°C:ssa. Identifioitiin 60 resistenttien
mutanttien muodostamaa pes#kettd ja niiden riboflaviini-
tuotto testattiin. T&m#n menettelyn mukaan eniten ribofla-
viinia tuotti kanta F, jonka riboflaviinituottokyky oli
3,4 g/litra/7 p#aiv&d rullaputkiriboflaviinimddrityksessa.

Kantaa F mutatoitiin NTG:1l34 t&m#n pitoisuuden ol-
lessa 0,10 mg/ml 60 minuutin inkuboinnissa huoneen 1l&mp&-
tilassa. Ké&sitellyt solut otettiin talteen, pestiin ja
lietettiin fysiologiseen suolaliuokseen. N&itd soluja va-
likoitiin tdydennetylld m#&ritellylla kasvualustalla, joka
sisdlsi 100 pg/ml tubersidiinia. 10 p#ivén inkuboinnin
30°C:ssa jdlkeen identifioitiin 25 elinkelpoisten kantojen
muodostamaa pes#kettd, joiden riboflaviinituotto testat-
tiin. Flavinogeenisin oli kanta B, ja sen riboflaviini-
tuottokyky oli 3,8 g/litra/7 pdivaa.

Kantaa A kdytettiin l&htbpopulaationa mySs toisessa
valikointioperaatiossa. Kannan A viljelm&8& mutatoitiin
NTG:118 t&mi#n pitoisuuden ollessa 0,10 mg/ml 60 minuutin
inkuboinnissa huoneen lidmp&tilassa. Kdsitellyt solut otet-
tiin talteen, pestiin ja lietettiin fysiologiseen suola-
liuokseen. T#h#n viljelm#&n kohdistettiin tubersidiiniva-
linta maljoittamalla mutatoidut solut téydennetylle mddri-
tellylle kasvualustalle, joka sisdlsi 100 pg/ml tubersi-
diinia. 10 paivdn inkuboinnin 30°C:ssa jdlkeen valittiin 20
elinkelpoista pes#dkettd, joiden riboflaviinituotto testat-
tiin. Flavinogeenisin oli kanta G, joka tuotti 2,9 g/lit-
ra/7 paivéaa.

Kantaa G kdytettiin ldhtdpopulaationa herkkyys ult-
raviolettivalolle -valikointioperaatiossa. Kantaa G muta-
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toitiin NTG:114 t&m&n pitoisuuden ollessa 0,10 mg/ml 60
minuutin inkuboinnissa huoneen l&mpdtilassa. Késitellyt
solut otettiin talteen, pestiin ja lietettiin fysiologi-
seen suolaliuokseen. T&td solulietettd laimennettiin teki-
J&lld 1:10%, jolloin solupitoisuudeksi tuli 1000 solua/ml.
0,1 ml solulietettd maljoitettiin YMG-kasvualustalle ja
inkuboitiin 3 p#ivén ajan 30°C:ssa. T4ss# vaiheessa pesik-
keet olivat n#kyvid ja ne siirtokopioitiin kahdesti tuo-
reille agar-maljapinnoille. Ensimmdinen siirtokopio altis-
tettiin pinnaltaan avoimena 17 J:1le/m? ultraviolettivaloa.
Sateilytettyd maljaa inkuboitiin pime#ssi ei-s#dteilytetyn
siirtokopiomaljan ohella 30°C:ssa 4 pdivin ajan pesdkkeiden
muodostamiseksi. S#teilytettyjd ja ei-sdteilytettyjid mal-
joja verrattiin ei-elinkelpoisten pes#kkeiden tunnis-
tamiseksi, jotka osoittaisivat ultraviolettivalolle herkit
mutantit. N&m8 mutantit identifioitiin ei-s#dteilytetylta
maljapinnalta ja m&dritettiin niiden riboflaviinituotto.
Talla menetelmdlld identifioitiin 14 pes#kettd ja tuot-
teliain mutantti oli kanta H, joka kykenee tuottamaan 3,1
g/litra riboflaviinia 7 p#ivissi.

Esimerkki III

Riboflaviinituotannon koeajo n:o 1 suoritettiin 14
litran fermentorissa. Tdssd ajossa kidytetyn fermentointi-

alustan koostumus on esitetty taulukossa 3. Kaikki kasvu-
alusta-ainesosat glukoosia lukuunottamatta suodatussteri-
loitiin fermentointitankkiin ennen lis448mist3 kasvualustan
loppuosaan. Glukoosia autoklavoitiin 30 minuutin ajan
121°C:ssa 1 kg:n/cm’ paineessa. Kasvualustan pH s#dddettiin
arvoon 6,9 ~ 7,0 ennen siirrostuksen suorittamista. Fer-
mentointitankkiin siirrostettiin kannan A viljelm#i opti-
seen ldhtdtiheyteen 0,06 620 nm:n aallonpituudella (1 cm:n
kyvetti).

Koeajo n:o 1 kesti 240 tuntia. T&n8 aikana tark-
kailtiin optista tiheyttd 620 nm:n aallonpituudella, ribo-
flaviinia, pH:ta, l&mpdtilaa, glysiini#, ureaa, fosfaattia
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Jja glukoosia. Tulokset tdstd fermentoinnista on esitetty
taulukoissa III-A ja III-B. Riboflaviinin loppupitoisuu-

teen 15,93 g/litra pddstiin 240 tunnissa.

TAULUKKO III-A
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Optinen Ribofla- Lampb-
Aika tiheys viini tila
(tuntia) (620 nm) (g/1) PH (°c)
0 0,06 0,000 6,92 30
26,5 1,41 0,018 6,01 30
45,5 25,25 0,465 3,97 29,7
75,5 105,0 3,25 4,4 29,7
103,0 129,0 6,4 4,7 29,6
127,0 121,0 8,01 5,06 29,6
143,5 122,0 9,17 5,02 29,5
174,5 109,0 10,94 4,74 29,7
190,5 142,0 12,96 4,35 29,6
204,0 152,0 13,62 4,25 29,7
240,0 169 15,93 3,92 29,4
TAULUKKO III-B
Aika Glysiini Urea Fosfaatti Glukoosi
(tuntia) (620 nm) (g/1) (g/1) (g/1)
0 4,43 4,52 0,650 74,8
32 4,40 4,99 0,587 80,3
45,5 4,13 3,84 0,358 57,2
56 3,06 3,30 0,087 29,9
70 4,00 3,62 0,298 32,1
85 4,44 3,48 0,276 31,2
103 4,09 2,96 0,268 40,3
127,5 4,00 3,77 0,330 41,9
143,5 4,32 1,31 0,183 46,7
167,5 3,15 5,14 0,337 50,9
190,5 2,70 5,93 0,128 33,4
215,5 2,40 5,86 0,101 35,3
240,0 2,0 6,51 0,175 34,3
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Esimerkki IV

Riboflaviinituotannon koeajo n:o 2 suoritettiin 450
litran fermentointitankissa ja se kesti 200 tuntia. Fer-
mentointialusta ja siirroste valmistettiin samalla tavalla

kuin esimerkiss3d III. Tulokset tdstd koeajosta on esitetty
taulukossa IV-A. Riboflaviinin loppupitoisuuteen 21,0 g/-
litra padstiin 200 tunnissa koeajossa n:o 2.

TAULUKKO IV-A

Aika Optinen Ribo- Limpb- Gly- Glu-
(tun- tiheys flaviini tila siini Urea koosi
tia) (620 nm) (g/1) PH (°c) (g/1) (g/1) (g/1)
0 0,0 0,0 6,95 30 5,2 4,2 68,8
40 25,0 0,0 4,60 30 4,0 2,4 47,8
60 50,0 2,5 5,40 30 6,8 3,4 32,2
80 150 6,0 5,2 30 6,7 4,4 43,0
100 175 9,0 5,9 30 7,5 6,5 47,9
140 225 15,0 5,0 30 7,0 7.7 44,5
200 210 21,0 5,3 30 7,0 6,3 47,2

Esimerkki V
Riboflaviinituotannon koeajo n:o 3 suoritettiin 450
litran fermentointitankissa ja se kesti 200 tuntia. Fer-

mentointialusta ja siirroste valmistettiin samalla tavalla
kuin esimerkissid III. Tulokset tdstd koeajosta on esitetty
taulukossa V-A. Riboflaviinin loppupitoisuuteen 16,0 g/-
litra p#3stiin 200 tunnissa tdssd koeajossa.
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TAULUKKO V-A

Ribo-
flaviini
(g/1)
0,0
0,0
1,0
3,0
6,0
10,0
16,0

pH
6,95
5,00
4,1
4,7
5,2
5,0

4,4

TAULUKKO V-A (jatkuu)

Optinen
Aika tiheys
(tuntia) (620 nm)
0 0,06
40 10,0
60 25,0
80 75,0
100 110
140 150
200 180
Aika Gly-
(tun- siini Urea
tia) (g/1) (g/1)
0 - 4,2
40 - 4,3
60 3,7
80 ,5 2,8
100 5,0 1,7
140 7,4 3,3
200 0,7 5,7

Esimerkki VI

Fos-

faati
(g/1)
0,630
0,620
0,400
0,070
0,180
0,050
0,100

Glu-

koosi

(g/1)
47,6
42,4
56,6
35,4
41,8
34,8
44,2

97067

L3mpd-
tila
(°c)
30

30

30

30

30

30

30

Suoritettiin sarja koeajoja pit#en kaikki olosuh-
teet vakiona lukuunottamatta FeSO,:7H,0-pitoisuutta, jota
vaihdeltiin pitoisuuksissa 0 mg/litra, 1 mg/litra, 2 mg/-
litra ja 3 mg/litra. Fermentoinnit suoritettiin 150 litran

pilot-mittakaavatankeissa k#ytt#en taulukon 3 mukaista

fermentointialustaa.

tiin seuraavia koostumuksia.

Lisdksi fermentointialustaan lis&t-
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Koostumus Pitoisuus (g/litra)
Hiivauute 1,04
Mallasuute 1,04
Peptoni 1,73

Fermentointiajoissa kdytettiin kantaa A. Solukasvua
ja riboflaviinituotantoa tarkkailtiin fermentoinnin aika-
na. Taulukossa VI-A on esitetty tulokset solukasvusta ky-
seisiss3d neljdssd fermentoinnissa. Taulukossa VI-B esite-
t44n tulokset riboflaviinituotannolle kyseisissd neljdssd
fermentoinnissa. Taulukossa VI-C esitetd&n riboflaviini-
tuotannon ja solukasvun v#liset pddtdssuhteet kullekin
ndisti neljistd fermentoinnista. Kuten ndhdd&n taulukosta
VI-C, korkeammissa FeSO,7H,0-pitoisuuksissa solua kohden
muodostuneen riboflaviinin m#&ri kasvaa. Kun huomattaviin
lisdyksiin t#ssid suhteessa p##stdsn pitoisuuksissa 1 mg/-
litra ja 2 mg/litra, kasvu pitoisuudesta 2 mg/litra pitoi-
suuteen 3 mg/litra on hdvidvén pieni.

TAULUKKO VI-A

Solu- Solu- Solu- Solu-
massa massa massa massa
(g/1) (g/1) (g/1) (g/1)
Aika (FeSO04- (FeSO,- (FeSO,- (FesSO,-
(tun- 7H,0) 7H,0) 7H,0) 7H,0)
tia) = 0) = 1 mg/l) = 2 mg/l) =3 mg/1)
38 - - 4,8 5,3
62 - - 10,1 13,2
86 4,8 9,6 14,8 18,9
110 9,9 14,0 20,7 22,4
134 11,2 21,9 23,3 26
164 15,9 23,2 26,5 28,3
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Ribo- Ribo- Ribo- Ribo-
flaviini flaviini flaviini flaviini
(g/1) (g/1) (g/1) (g/1)
Aika (FeSO4- (FeSO,- (FesoO,- (FeSO,-
(tun- 7H,0) 7H,0) 7H,0) 7H,0)
tia) = 0) = 1 mg/1) = 2 mg/l) =3 mg/1)
86 1,37 2,54 4,12 5,26
110 2,19 4,05 5,72 7,13
134 2,13 5,03 8,10 9,32
164 3,19 6,52 9,34 10,20
TAULUKKO VI-C
Kannan A yksikkdkasvua kohden muodostunut ribofla-
viini
FeSO,-7H,0 (mg/litra) 0 1 2 3

riboflaviini (g/litra)

solupaino (g/litra) 0,20 0,28 0,35 0,36

Esimerkki VII

Suoritettiin sarja koeajoja tyhjennetyn kasvualus-
tan vaikutuksen kantaan A mad&rittédmiseksi. Fermentoinnit
suoritettiin 90 tuntia kestdvind 14 litran fermentoreissa
kdyttden taulukon 3 mukaista fermentointialustaa. Kaikki
olosuhteet olivat identtiset lukuunottamatta, ett# kussa-
kin koeajoista tyhjennetty kasvualusta muodosti eri osuu-
den fermentointialustanesteestd. Ensimmdinen koeajo ei
kdsittédnyt lainkaan tyhjennettyd kasvualustaa, toinen k#&-
sitti 20 %, kolmas 40 %, neljds 50 % ja viides 80 %. Ri-
boflaviinituotanto kussakin koeajossa eri ajankohtina fer-
mentointiajon aikana on esitetty alla taulukossa VII-A.
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TAULUKKO VII-A
Tyhjennetyn kasvualustan vaikutus riboflaviinituo-
tantoon (g/litra)

0% 20 % 40 % 60 % 80 %
Tuntia t.k.a:aa t.k.a:aa t.k.a:aa t.k.a:aa t.k.a:aa
42 0,5 1,1 0,6 0,3 0,0
58 1,3 2,4 1,4 0,6 0,4
74 3,1 4,5 2,6 1,2 0,7
89 4,9 6,1 4,6 2,6 1,9

Pitoisuudessa 20 % tyhjennettyd kasvualustaa havai-
taan aluksi riboflaviinituotannon stimuloituminen. Kuiten-
kin tyhjennetyn kasvualustan pitoisuuden kasvaessa ribo-
flaviinituotanto inhiboituu yhd enemmdn.

Vaikka kyseisen keksinndn eri suoritusmuotoja on
kuvattu yksityiskohtaisesti, on ilmeistd, ettd alan ammat-
tilaisten mieleen juolahtaa n#iden suoritusmuotojen modi-
fikaatioita ja adaptaatioita. Halutaan kuitenkin yksika-
sitteisesti ymmidrrettévin, ettsd tallaiset modifikaatiot ja
adaptaatiot kuuluvat kyseisen keksinndn kattamaan a-
lueeseen sellaisena, kuin se esitetddn seuraavissa pa-
tenttivaatimuksissa.
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Patenttivaatimukset

1. Candida famata -kanta, tunnettu siitd,
ettd sen ATCC-talletusnumero on 20849, ja sen jdlkeldiset.
2. Candida famata -kanta, tunnet tu siits,
ettd sen ATCC-talletusnumero on 20850, ja sen jélkeldiset.
3. Menetelmi# mikro-organismin valikoimiseksi, joka

pystyy tuottamaan suuria m&dria riboflaviinia ja joka on
Candida famata -kanta, kuten patenttivaatimuksen 1 tai 2
mukainen kanta, tunnet tu siitd, etta:

a) ensimmidisten mikro-organismien muodostamaa popu-

laatiota kasvatetaan vesipitoisessa ravinnekasvualustassa,
kunnes solukasvu pysdhtyy;

b) ensimmidiset mikro-organismit poistetaan vesipi-
toisesta ravinnekasvualustasta tyhjennetyn kasvualustan
muodostamiseksi;

c) muodostetaan valikointikasvualusta, joka sis3l-
t44 tyhjennettyd kasvualustaa;

d) j4lkimm#isten mikro-organismien muodostamaa po-
pulaatiota mutatoidaan;

e) jdlkimmi#isten mikro-organismien muodostama muta-
toitu populaatio viedddn valikointialustaan; ja

f) valitaan jdlkimm#isten mikro-organismien muodos-
tamasta mutatoidusta populaatiosta aiempaa parempi mikro-
organismi, joka kykenee kasvamaan valikointialustalla.

4. Menetelmd riboflaviinin tuottamiseksi viljele-
malla patentti#aatimuksen 1 tai 2 mukaisia riboflaviinia
tuottavia lajin Candida famata -hiivakantoja fermentoin-
tialustassa, tunnettu siitd, etta:

a) hiivakantoja siirrostetaan fermentointialustaan,
joka k#sitt&s rautaldhteen, joka tuottaa rautapitoisuuden
noin 5,4 pM - 15 pM, sekd assimiloituvia hiili-, typpil&h-
teitd sekd hivenravinteita, jolloin kdytetddn hiivakanto-
ja, joiden ATCC-talletusnumerot ovat 20849 tai 20850, tai
ndiden jdlkeldisid ja jolloin mikro-organismit tuottavat
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ainakin noin 10 grammaa riboflaviinia litraa kohden fer-
mentointialustaa kuudessa (6) pdivissi;

b) fermentointialustassa yll#4pidet#sn ravinnepitoi-
suuksia, jotka riitt#vdt tukemaan solukasvua ja ribofla-
viinin tuotantoa; ja

c) riboflaviini otetaan talteen fermentointialus-
tasta.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelm#, t u n-
nettu siitd, ettd fermentointialusta késitt8i edel-
leen glysiinis pitoisuutena noin 1 - 7 g/litra.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmsd, t u n-
nettu siitd, ettd ylldpitovaihetta jatketaan ainakin
noin kuuden (6) pdivdn ajan ja ettd muodostuu ainakin noin
10 g/litra riboflaviinia.

7. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelm#, t u n-
nettu siitd, ettd fermentointialusta késittdid lisdk-
si:

a) glysiinid pitoisuutena noin 1 - 7 g/litra:;

b) fosfaattildhteen;

c) sulfaattildhteen; ja

d) koboltti-, kupari-, boori-, molybdeeni-, man-
gaani-, sinkki-, kalium- ja magnesiuml#hteen.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelms, t u n-
nettu siitd, ettd hiililsdhde k&sittdd glukoosia, typ-
pildhde kdsittd¥8 ureaa, fosfaatti- ja kaliuml#hteet kisit-
tdvdt KH,PO,:a, magnesium- ja sulfaattilihteet k#sittdvit
MgSO,:a, kobolttildhde kdsittds8 CoSO,:a ja kuparildhde ki-
sittdd CusoO,:a.

9. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelm3# ribo-
flaviinia tuottavan mikro-organismin valitsemiseksi,
tunnettu siitd, etti

a) ensimmdisen mikro-organismilajin muodostamaa
populaatiota kasvatetaan vesipitoisessa ravinnekasvualus-
tassa, kunnes solukasvu pysdhtyy:

b) ensimmdinen mikro-organismilaji poistetaan vesi-
pitoisesta ravinnekasvualustasta tyhjennetyn kasvualustan

muodostamiseksi;



10

15

20

97067

39

c) muodostetaan valikointikasvualusta, joka vali-
kointialusta k#sittdd tyhjennettyd kasvualustaa minimi-
inhibitiopitoisuuden toiselle mikro-organismilajille, joka
kykenee tuottamaan riboflaviinia:;

d) toisen mikro-organismilajin muodostamaa popu-
laatiota mutatoidaan ensimmdisen mutatoidun populaation
saamiseksi;

e) ensimmdinen mutatoitu populaatio vied33n vali-
kointialustaan;

f) valitaan ensimméisestd mutatoidusta populaatios-
ta ensimméinen valittu mikro-organismikanta, joka ensim-
mdinen valittu mikro-organismikanta on resistentti tyhjen-
netyn kasvualustan aiheuttamalle inhibitiolle;

g) ensimmdisen valitun mikro-organismikannan muo-
dostamaa populaatiota mutatoidaan j#lkimm#isen mutatoidun
populaation saamiseksi;

h) j&lkimm#istd8 mutatoitua populaatiota viljell&sn
ravinnekasvualustalla, joka sis#ltd3 tubersidiinia minimi-
inhibitiopitoisuuden ensimméiselle valitulle mikro-orga-
nismikannalle; ja

i) valikoidaan jdlkimm&isestd mutatoidusta populaa-
tiosta toinen valittu mikro-organismikanta, joka kykenee
muodostamaan pesdkkeitd ravinnekasvualustalle.
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Patentkrav

1. Candida famata-stam, k 84 nnetecknad

av, att den har ett ATCC-depositionsnummer 20849, och dess
avkomma.
2. Candida famata-stam, k &4&nnetecknad

av, att den har ett ATCC-depositionsnummer 20850, och dess
avkomma.

3. F6rfarande for att vdlja en mikroorganism, som
formadr att producera stora méngder riboflavin och som &r
en Candida famata -stam, sdsom en stam enligt patentkrav

leller 2, k&d8annetecknat av, att man

a) odlar en population av f&rsta mikroorganismer i
ett vattenhaltigt n#ringsmedium tills cellvdxten upphodr;

b) avligsnar de férsta mikroorganismena fran det
vattenhaltiga néringsmediet for erhdllande av ett utarmat
medium;

c) bildar ett selektionsmedium, vilken omfattar det
utarmade mediet;

d) muterar en population av andra mikroorganismer;

e) inf8r den andra, muterade populationen i selek-
tionsmediet; och |

f) vidljer fradn den andra muterade populationen en
mikroorganism, som #r b#ttre &n den tidigare och fOrmar
vixa pd selektionsmediet.

4. Férfarande f8r framst#llning av riboflavin genom
odling av riboflavinproducerande jdststammar av arten Can-
dida famata i ett fermentationsmedium, k & nne t e c k-

nat av, att man

a) ympar ett fermentationsmedium med jdststammar,
vilket fermentationsmedium omfattar en jédrnkdlla, vilken
dstadkommer en j#rnkoncentration av ca 5,4 pM - 15 uM, och
assimilerbara k#llor av kol, kvive och ni#rande sparémnen,
varvid jdststammar med ATCC-depositionsnumren 20849 och
20850 eller deras avkomma anvinds och varvid mikroorganis-
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merna producerar atminstone ca 10 gram riboflavin per
liter fermentationsmedium pa& sex (6) dagar:;

b) i fermentationsmediet uppr#tthdller n#ringskon-
centrationer som &r tillrickliga f8r befridmjande av cell-
tillvaxt och riboflavinproduktion; och

c) tillvaratager riboflavin fradn fermentationsme-
diet.

5. Forfarande enligt patentkrav 4, k & n n e -
tecknat av, att fermentationsmediet ytterligare
omfattar glycin i en koncentration av ca 1 - 7 g/1.

6. Forfarande enligt patentkrav 4, k & nn e -
tecknat av, att upprdtthallningssteget utféres i
Atminstone sex (6) dagar och att Atminstone ca 10 g/l ri-
boflavin produceras.

7. Fdorfarande enligt patentkrav 4, k 8 nn e -
tecknat av, att fermentationsmediet ytterligare
omfattar:

a) glycin i en koncentration av ca 1 g/1 - 7 g/1;

b) en fosfatkilla;

C) en sulfatk#lla; och

d) kdllor av kobolt, koppar, bor, molybden, man-
gan, zink, kalium och magnesium.

8. Fdrfarande enligt patentkrav 7, k 4 nn e -
tecknat av, att kolki#llan omfattar glukos, att kva-
vekdllan omfattar karbamid, att fosfat- och kaliumk#llorna
omfattar KH,PO,, att magnesium- och sulfatk#llorna omfat-
tar MgSO,, att koboltk#dllan omfattar CoSO, och att koppar-
kdllan omfattar CusoO,.

9. Forfarande for att vdlja en riboflavinproduce-
rande mikroorganism, k 4 nnetecknat av, att man

a) odlar en population av en f8rsta mikroorganism-
art i ett vattenhaltigt n#ringsmedium tills cellv#xten
upphér;

b) avldgsnar den f&rsta mikroorganismarten fran det
vattenhaltiga ndringsmediet f&r erhdllande av ett utarmat
medium;
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c) bildar ett selektionsmedium, som omfattar det
utarmade mediet i en himmande minimikoncentration f&r en
andra mikroorganismart med f8rmdga att producera ribofla-
vin;

d) muterar en population av den andra mikro-orga-
nismarten f8r erhdllande av en fdrsta muterad population;

e) infdr den f8rsta muterade populationen i selek-
tionsmediet;

f) viljer en fdrsta, utvald mikroorganismstam fran
den f8rsta muterade populationen, varvid den fdrsta utval-
da mikroorganismstammen motstdr inhibition genom det utar-
made mediet;

g) muterar en population av den foérsta utvalda mik-
roorganismstammen f&r erhdllande av en andra, muterad po-
pulation;

h) odlar den andra, muterade populationen pa ett
nidringsmedium, som innehdller tubercidin i en hdmmande
minimikoncentration f6r den f8rsta, utvalda mikroorganism-
stammen; och

i) v3ljer en andra, utvald mikroorganismstam fran
den andra, muterade populationen, varvid den andra utval-
da mikroorganismstammen har f8rmdga att bilda kolonier pa
ndringsmediet.
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