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A talalmany targya mikrobioldgiai eljards ribofla-
vin eldallitasara a Bacillus stubtilis faj riboflavin ter-
melésére képes mikroorganizmusanak levegd jelenlé-
gétben végzett szubmerz tenyésztésével szén- és nitro-
génforrast, a szitkséges asvanyi s6kat és a ndvekedést
el@segitd anyagokat tartalmazé tdpkdzegben. A talal-
many szerinti eljarast ugy végzik, hogy a Bacillus stu-
bilis faj riboflavin termelésére képes mikroorganiz-
musaként a WNIIGenetika—304, CMJM B—2116
szam alatt letétbehelyezett vagy a WNIIGene-
tika—304a, CMJM B~—2117 szadma alatt letétbehelye-
zett torzsét alkalmazzak.
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A taldlmény térgya eljards riboflavin mikrobiolé-
giai tton toérténd elddllitasara.

A riboflavint (B,-vitamint) széles kériden alkalmaz-
24k a mezdgazdasagban, a gyogyszer- és az élelmiszer-
iparban. A mezdgazdasdgban féként allati takar-
manyadalékként hasznaljak fel.

Ismert olyan eljaras riboflavin el8allit4sara, amely-
nek soran az Eremothecium ashbyi gombat szubmerz
koritlmények kozott tenyésztik. A 389132 és a 368302
szamu szovjet szerzdi tanitsitvanyok szerint az E. ash-
byi gomba 96 6ran keresztiil hidrolt (keményitd el5al-
litasanal keletkezé hulladék, glitkkdztartalma mintegy
50%) és kukoricalekvart tartalmazd széja-tapkozeg-
ben toriénd tenyésztés soran 2000 mg/l mennyiségig
terjedd mennyiségi riboflavint termel.

Ismert, hogy a névényi olajban, zsirsavakban, gli-
cerinben vagy lecitinben gazdag tdpkozegekben a
gombatdrzsek termelékenysége megnd. Az 1767260
szamu Német Szovetségi Koztarsasdg-beli szabadalmi
leiras szerint a 3%-nal nagyobb mennyiségi gliikdzt,
linolsavat, vajsavat vagy glicerint, ammodnium-gluta-
matot, vitaminokat tartalmazo tapkdzegben tenyész-
tett E. ashbyi kultirak 3800 mg/I riboflavint termel-

nek. A 2028355 szama Német Szovetségi Koztarsa- -

sag-beli szabadalmi leiras szerint az E. ashbyi gombat
olyan tapkézegben tenyésztik, amely | —35% gliikdzt,
novényi olajat, 3% kollagént, 0,5—5% lecitint, kuko-
ricalekvart tartalmaz. Ilyen koriilmények kozott
4500—3000 mg/! riboflavin termelédik.

Az E. ashbyi kulturaval mikrobioldgiai viton torté-
nd riboflavin eldéllitdisanak a legnagyobb elénye a
nagy bioszintetikus aktivitas. Ezzel szemben a ribotla-
vin termelésére képes gombatdrzsek nemkivant tulaj-
donsigokkal rendelkeznek. Ilyenek a hosszi noveke-
dési peridédus, amely a fermentacié idejét megnoveli,
valamint az idegen mikrofléra szennyezddésekkel
szembeni érzékenység és a tapkozeg Osszetérelével
kapcsolatos megszoritasok, amely szerint sok dréga és
nehezen hozzaférhet§ komponens sziikséges. Annak
elkeriilése céljabol, hogy az E. ashbyi kulturaban ne
keletkezzenek idegen mikroflérak, a fermentacios
tapkozegbe antibiotikumokat visznek be, ezek azon-
ban lényegesen megnovelik a fermentacid koltségeit.
Az E. ashbyi gomba tenyésztésénél a fermentacids
tapkozegben alkalmazott komponensek, mint példaul
a kilénbozd zsirok, glicerin, zsirsavak, lecitin nehe-
zen hozziférhetGek és dragik.

Masik ismert eljaras szerint (3 900 368 szdm ameri-
kai egyesiilt allamok-beli szabadalmi leiris) a ribofla-
vint a Bacillus subtilis faj szubmerz kdériilmények ko-
z6tti tenyésztésével allitjak el5. Ebben az eljarasban a
FERM—P 1657 és FERM—P 2292 szamu B. subtilis
indukalt muténsait, kiiléndsen a nagy mennyiségben
jelen 1év4 purinnal és purinanaldgokkal szemben el-
lenallé vagy a purinokkal szemben auxotr6f muténso-
kat alkalmazzak. Ezeket a mutansokat 8% gliukodzt,
asvanyi savat, ndvekedést elGsegitd komponensként
élesztSkivonatot, peptont, glutaminsavat, RNS(ribo-

G

nukleinsav)-preparatumot, purint vagy purinanaldgo-
kat tartalmazé tapkozegben tenyésztik. A 44 6ras fer-
mentacié alatt 560 mg/l riboflavin termelddik a te-
nyészfolyadékban. Ennek az eljarasnak az eldnye a
baktériumok gyors novekedési sebessége és ezzel
egyiitt a fermentacids id6 csokkenése. Az eljardsban
alkalmazott Bacillus subtilis mutanstrzsek aktivitasa
azonban alacsony. Az eljaras hatranya ezen kiviil,
hogy a tapkozegben alkalmazott komponensek, mint

_példaul az RNS-preparatumok, a purin, a purinanalé-

gok nehezen hozzaférhetdk és ennek kovetkeztében az
eljaras ipari méretekben nehezen alkalmazhato.

Talalmanyunk célja olyan mikrobiolégiai eljaras
kifejlesztése riboflavin elballitasara, amellyel a fer-
mentacid ideje lerdvidithetd és ezzel kolisége csok-
kenthetd, anélkiil, hogy a termék hozama csdkkene.

A taldlmany feladata a Bacillus subtilis fajba tarto-
z6 riboflavin termelésére alkalmas 4j torzs kifejleszté-
se, amelynek nagy a flavinogén-aktivitdsa.

A fentieknek megfelelGen taldlmanyunk targya el-
jaras riboflavin el@dllitdsara a B. subtilis fajba tarto-
z6 riboflavin termelésére alkalmas mikroorganizmu-
sok levegd jelenlétében végzett szubmerz tenyésztésé-
vel olyan tapkdzegben, amely szén- és nitrogénforra-
sokat, valamint a sziikséges asvanyi sokat tartalmaz-
za. A talalmdny szerint riboflavint termeld mikroor-
ganizmusként a B. subtilis WNIIGenetika—304,
CMJM P—2116 szam alatt letétbehelyezett, vagy a
WNIIGenetikai—304a, CMJM B—2117 szam alatt
letétbehelyezett torzseit alkalmazzuk.

Az emlitett torzseket 1980. julius 22-én helyeztitk
letétbe a ,,WNIIGenetika” [ntézet Ipari Mikroorga-
nizmusok Kodzponti Mizeumaban. A tdrzsek nevében
szerepld ,,WNIIGenetika” megjelslés az ,,Ipari Mik-
roorganizmusok Genetikajaval és Szelekcidjaval Fog-
lalkozd Ossznemzeti Kutatdintézet” roviditése.

A ,,CMIM” megjelolés az ,,Ipari Mikroorganizmu-
sok Kozponti Mizeuma”-nak roviditése. .

Az emlitett termeld torzsek kiindulasi tenyészetéiil
az ismert B. subtilis SHWG t6rzs szolgal, amelyb6l
egymastdl fiiggetlen mutansokat kapunk, amelyekkel
a riboflavin szintetizalhatdé: rosk — roseflavinnal
szembeni ellenalloképesség, rib¢ — a szabalyozo gén-
ben végbemend muticid, AGR — B8-azaguaninnal
szembeni ellendlloképesség. Ezt kovetSen genetikai
modszerekkel eldallitjuk a rosR — rib® — AGR ha-
romszoros mutanst, amelyet ezutan nitrozo-guanidin-
nel, nitrozo-metil-karbamiddal kezeliink, ultraibolya
sugdrzassal sugarzunk be, majd az aktiv varidnsokat

i szelektaljuk. Igy kapjuk a két torzset.

A WNIIGenetika—304 tdrzs prototréf, a WNIIGe-
netika—304a térzs auxotr6f mikroorganizmus, néve-
kedési sziikségletlik nincs meghatdrozva. Mindkét
torzs oligo-spéraképzd. A spérak szdma a kiindulasi
tenyészethez viszonyitva 3—4 nagysagrenddel alacso-
nyabb. A riboflavin termelésére képes WNIIGe-
netika—304 és WNIIGenetika—304a torzsek tenyész-
tési-morfoldgiai tulajdonsagait a tablazat tartalmaz-
za.
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Tabldzat

Jellemzé

WNI1IGenetika—304 torzs

WNIIGenetika—30¢a torzs

Mikroszkép alatti morfo-
logia

Morfolégia kiilonbozo tap-
kozegekben
Hus-pepton-agar (FPA)
Hus-pepton-bouillon
(FPB)

Sziirt tenyészet minimal
taptalajon, glukoézzal

a novekedés 2. napjan 2—3 mm atmérd;jl
tenyészeteket képez, vildgossarga szinq,

2—3 um hosszi spéraképzd gram-pozitiv bacilus

28—37 °C hémérsékleten a novekedés 1—2 napjan 3—4 mm atmérSji csillagszeri
tenyészeteket képez, ezeknek széle nem sima, felillete sima, fényes, sargas szini

a szag alapjan mérsékelt novekedés, fleg a taptalaj feliiletén
a ndvekedss razas nélkiil a folyadék feliletén film formajaban torténik

a minimal taptalajon névekedés nincsen

ultraibolya sugéarzas hatasira sargan
fluoreszkal, a tenyészetek kerekek, szé-

lGek sima, fényesek

Fiziologia tulajdonsagok
mum 7,0—8,0)

20—42 °C hdmérsékleten (optimum 37 °C) novekszik, a pH-érték 5,0-—-9,0 (opti-

szénforrasok: jol hasznositja a gliikozt, szacharézt, keményitdt
alkoholok: az etanolt és a szorbitot hasznositja
nitrogénforrasok: jol asszimilalja az amméniumsokat, karbamidot, nitratot

a zselatint elfolydsitja

A talalmany szerinti eljarast altaldnossagban a ko-
vetkezdk szerint hajtjuk végre.

A WNIIGenetika—304 és WNIIGenetika—304a
torzseket az oltdanyag eldallitasa céljabol 1—2 napig
agarizalt Houttinger-tapkozegben (Birger M. O.:
Szpravocsnyik po mikrobiologicseszkim i viruszologi-
cseszkim metodam iszledovanyija, Moszkva, Maedici-
na, 1973) vagy hus-pepton-agaron (FPA) tenyésztjik
28--37 °C hémérsékleten. A sejiszuszpenzidt ezutan
melaszt, a takarményélesztd szaraz biomasszajat és
asvanyi sokat tartalmazd tapkozegbe vagy tisztitott
burgonyadarabokat vagy hus-pepton-bouillont tartal-
maz6, lombikban elhelyezett tapkozekbe visszitk. Az
oltdanyagot 200 ford/perc sebességl razbdasztalon te-
nyésztjiik 17—24 Oran keresztil. Az oltdanyag
5_10%-at ezutin a f6fermentacids tapkozegbe
vissziik. A fermentaci6t Erlenmeyer lombikban razo-
asztalon végezzilk 46—50 érédn keresztiil, 37 °C hé-
meérsékleten, 6,5—7,5 pH-érték (a fermentécio kezde-
tén) mellett. Az alkalmazott tapkozeg szénforrasokat
— példaul gliikkézt, szachardzt, nyers cukrot, melaszt,
keményit3t — 4svanyi nitrogénforrasokat — példaul
ammoniumsokat, karbamidot, nitratot —, foszforsé-
kat — példaul kalium-foszfatot, ammonium-foszfa-
tot és egyéb sdkat —, mangénsokat — példaul man-
gan-diklorodot, mangan-szulfatot —, valamint n8ve-
kedést eldsegitd anyagokat, példaul a takarmany-
élesztd biomasszajat, takarmanyélesztShidrolizatu-
mot és -autolizatumot, étkezési élesztdt, élesztdkivo-
natot, kukorica- és szdjalisztet, kukoricalekvart, ka-
zeinhidrolizatumot, peptont tartalmaz. 46—350 Orés
ferment4cié utdn a tenyészfolyadékban 700—1000
mg/! riboflavin talalhato.

A riboflavin eldallitasara szolgalo taldlmany szerin-
ti eljarasban a megadott tdrzsek alkalmazasaval
46—50 ora alatt szintetikus vagy komplex tapkdzeg-
ben lombikban val6 tenyésztés soran a tenyészfolya-
dékban 1000 mg/! mennyiségd riboflavin keletkezik,
amely 40%-kal nagyobb aktivitast jelent, mint a
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3900368 szamil Amerikai Egyesilt Allamok-beli sza-
badalmi leiras szerint alkalmazott B. subtilis tenyészet
aktivitasa. A talalmany szerinti térzsek ezen felil egy-
szerl, nem draga komponenseket tartalmazoé tapks-
zegben jol tenyészthetdk.

A talalmany szerinti eljarast 9sszehasonlitva azzal
az eljarassal, amelyben a riboflavin eléallitasahoz ter-
meldként az E. ashbyi gombat alkalmazzak, megalla-
pithatjuk, hogy a fermentacio meggyorsulasa kovet-
keztében a talalmany szerinti eljaras 1,5—2-szer gaz-
dasagosabb, mivel a baktérium-tenyészetek gyorsab-
ban nének, mint a gombatenyészetek. Nem lebecsii-
lendd az sem, hogy a B. subtilis tenyészet érzékenysége
az idegen mikroflérakkal szemben — &sszehasonlitva
gombak érzékenységével — kisebb, ami kildndsen
azért fontos, mert igy nem szitkséges a fermentécios
tapkozeghez antibiotikumot adni, és ez az ipari mére-
tekben végrehajtott eljarast lényegesen olcsébba teszi.

Talalmanyunkat a kdvetkez6kben példakkal mu-
tatjuk be.

1. példa

Ferde hus-pepton-agaron (FPA) tenyésztett 24 bras
B. subtilis WNIIGenetika—304 tenyészetet 6% me-
laszt, 1% takarmanyéleszté szaraz biomasszat és a
kovetkezOkben megadott dsvanyi sokat tartalmazd
folyékony olté tapkdzegbe oltunk be. (Az olt6 tapko-
zeget a féfermentéci6s tapkozeg steril vizzel kétszeres-
re torténd higitasaval nyerjiikk. A féfermentacios tap-
kozeg Osszetételét a kdvetkezOkben adjuk meg.) Az
oltéanyagot 750 ml-es Erlenmeyer lombikban (a ko-
zeg térfogata 25—100 ml) 200 ford/perc sebességti ra-
z6asztalon 17 éran keresztiil 37 °C homérsékleten te-
nyésztjitk. A kapott oltéanyagot 5% mennyiségben a
kdvetkezd Osszetételli féfermentédcids tapkozeghez
adjuk:

3-
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melasz 12 saly%
takarmanyélesztd szaraz biomassza 2 stly%
ammonium-szulfat [((NH,), SO,} 0,2 suly%
kalium-dihidrogén-foszfat (KH,PO,) 0,6 stily%
kalium-hidrogén-foszfat (K,HPO,) 1,4 sily%
magnézium-szulfat (MgSO,) 0,01 suly%
natrium-citrat (Na,C,H,0;) 0,1 sily%

pH =~ 7,0—~7,2

A fermentacidt 200 ford/perc sebességii razdaszta-
fon 750 mi-es Erlenmeyer lombikban (a kozeg térfo-
gata 25 mi) 37 °C homeérsékleten végezzitk. A fermen-
taciot a megadott koriilmények kozott 48 oran keresz-
tiil végezziik, igy a tenyészfolyadék 800 mg/1 ribofla-
vint tartalmaz.

2. példa

A fermentaciot az 1. példaban leirtak szerint végez-
ziik, azzal az eltéréssel, hogy a WNIIGenetika—304a
torzset hasznaljuk. 48 6ra fermentédlds utan a tenyész-
folyadék 1000 mg/! riboflavint tartalmaz.

3. példa

A fofermentacids tapkozeg és a fermentacid koriil-
ményei az 1. példa szerintiek, termellként a
WNIIGenetika—304 t6rzset hasznéljuk. Az 1. példa-
ban leirtakhoz viszonyitva a kiilénbség az oltd tapks-
zeg Usszetételében van. Az oltd tapkdzeget a kdvetke-
z0k szerint készitjilk. Burgonyanak a héjat lehamoz-
zuk, a burgonyat darabokra vagjuk, kis mennyiség
vizzel ledntjitk, majd 0,8+ 10°—1- 10° Pa nyomdson
sterilizaljuk. Az olté tapkézeget hus-pepton-agar
(FPA) ferde tenyészetrdl oltjuk és a tenyészetet 750
ml-es Erlenmeyer lombikban (a kozeg térfogata
50—100 m! razbasztalon 20 6ran keresztiil 37 °C hé-
mérsékleten névesztjitk. A féfermentacids tapkodzeget
10% oltdanyaggal oltjuk be és fermentaciot az 1. pél-
daban leirtak szerint végezziik. 48 oras fermentalas
utan a tenyészfolyadék 900 mg/] roboflavint tartal-
maz.

4. példa

A tenyésziést a 3. példaban leirtakkal azonos mo-
don végezziik, azzal az eltéréssel, hogy a B. subtilis
WNIIGenetika—304a tdrzset alkalmazzuk. 48 ora
fermentalds utin a tenyészfolyadék 900 mg/1 ribofla-
vint tartalmaz.
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5. példa

A tenyészet, az oltd tapkdzeg, a fermentécié koriil-
ményei az 1., 2., 3. vagy 4. példa szerintiek. A k-
16nbség a féfermentaciés tipkozeg Osszetételében
van, amely a kovetkezd: )

szachardz (vagy nyers cukor) 10 suly%
takarmanyéleszté szaraz biomassza 3 sdly%
ammonium-szulfat [((NH,), SO,] 0,2 suly%
kalium-dihidrogén-foszfat (KH,PO,) 0,6 suly%
kalium-hidrogén-foszfat (K,;HPO,) 1,4 saly%

magnézium-szulfat (MgSO,) 0,01 suly%
48 6ras fermentilds utin a tenyészfolyadék 700
mg/1 riboflavint tartalmaz.

6. példa

Ferde hus-pepton-agaron tenyésztett 24 Ords
WNIIGenetika—304 tdrzs tenyészetet -hus-pepton
bouillon olté tdpkdzegbe visziink és az oltéanyagot 37
°C hémérsékleten 10 éran keresztill készitjik razdasz-
talon. Az oltéanyagot 10% mennyiségben a kdvetke-
28 bsszetételt féfermentacios tapkdzegbe vissziik:

glitkkéz 8 stly%
élesztOextraktum 0,5 suly%
kazein- vagy peptonhidrolizatum 0,02 suly%
ammaonium szulfat [(NH,),S0,) 0,2 suly%
kalium-dihidrogén-foszfat (KH,PO,) 0,6 suly%
kalium-hidrogén-foszfat (K.HPO,) 1,4 stly%
magnézium-szulfat (MgSO,) 0,01 suly%
natrium-citrat (Na,C,H,0,) 0,1 sualy%

pH=7,1--7,2

A fermentaciot 200 ford/perc sebességli razéaszta-
lon végezziik 48—50 6ran keresztiil 37 °C homérsék-
leten. 48 dra fermentalas utan a tenyészfolyadék 1000
mg/1 riboflavint tartalmaz.

Szabadalmi igénypontok

1. Mikrobioldgiai eljaras riboflavin eléallitisara a
Bacillus subtilis faj riboflavin termelésére képes mik-
roorganizmusanak levegd jelenlétében végzett szub-
merz tenyésztésével szén- és nitrogénforrast, a sziiksé-
ges asvanyi sokat és a ndvekedést elGsegitd anyagokat
tartalmazo tapk&zegben, azzal jellemezve, hogy a Ba-
cillus subtilis faj riboflavin termelésére képes mikro-
organizmusaként a WNIIGenetika—304, CMIM
B—2116 szam alatt letétbehelyezett vagy a
WNIIGenetika—304a, CMJM B—2117 szam alatt le-
tétbehelyezett torzset atkalmazzuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras foganatositasi
mddja, azzal jellemezve, hogy a tenyésztést szénfor-
rasként szacharozt, gliikozt vagy melaszt, névekedést
elésegitd anyagként a takarmanyélesztd vagy étkezési
élesztd szdraz biomasszajat vagy élesztGextraktumot
tartalmazo tapkozegben végezziik.

Abra nélkiil

Kiadja az Orszagos Taldlmanyi Hivatal
A kiadasért felel: Himer Zoltan osztalyvezetd
Megjelent a Miiszaki Konyvkiadé gondozasaban
87-848 — Szegedi Nyomda
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