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A talalmany szerint NCIB 11883 torzset te-
nyésztenek asszimildlhaté szénhidratot és nitro-
génforrast tartalmazo vizes tdptalajon, elénys-

ELJARAS HETEROPOLISZACHARIDOK ELOALLITASARA

sen 0,635—0,8 g asszimilalhaté nitrogén/100 ¢
szénhidrattartalmua taptalajon, levegéztetett te-
nyészetben, és a kapott heteropoliszacharidot
ismert modon kinyerik.
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A taldlminy targya heteropoliszacharidok elg-
4llitdsa sarjadz6 baktériumokkal valé fermen-
taciés eljarassal.

Ismeretes, hogy heteropoliszacharidok eléal-
lithatdok szénhidratforrasokon megfelel6 mikro-
organizmusok tenyésztésével. A 81 200 479.4
szamu eurépai szabadalmi bejelentésben példdul
Pseudomonas sp. NCIB 11592 alkalmazésat is-
mertetik ilyen célra.

Uj, Gram-negativ sarjadzé baktériumot izolal-
tunk és a National Collection of Industrial Bac-
teria, Torry Research Station, Aberdeen depo-
naldhelyen 11 883. szamon letétbe helyeztiik.
A Pseudomonas sp. NCIB 11592 megijeldlést
mikroorganizmushoz képest az NCIB 11 883 po-
liszacharid termelése sokkal gyorsabbnak tlinik.

Ezen kivil az NCIB 11883 torzs termelé-
kenysége — a viszkozitast novelé hatdsban meg-
adva — lényegesen magasabb, mint a Pseudo-
monas sp. NCIB 11592 torzsé. A viszkozitast
noveld hatdst azzal a higitasi faktorral fejezziik
ki, amely higitas alkalmazisival a fermentlé
30 °C-on, 15%;-0s sékoncentriciéban, 7,5 sec
nyiréhatas mellett 2:-1072Pa-s viszkozitasu.

A taldlmany targya az el6z6ekben ismertetet-
tek alapjan heteropoliszacharidok eldallitdsara
szolgald eljaras, melyben NCIB 11 883 torzset
tenyésztliink asszimildlhaté szénhidrat- és nitro-
génforrdst tartalmazd vizes taptalajon levegdz-
tetve, majd a kapott heteropoliszacharidot ki-
nyerjlik. Az eljarast végezhetjiik szakaszos rend-
szerben, utintdplalasos rendszerben, melynél
tetszés szerint tdpanyag utantoltést és/vagy ter-
mékelvonist végziink, vagy folyamatos rend-
szerben. A termelékenységet figyelembe véve a
folyamatos eljaras vagy az utdntsltéses — elvo-
nisos eljards az elényds. A mikroorganizmust
eldnyodsen élesztékivonat nélkiil, kémiailag de-
finialt taptalajban tenyésztjiik. Adott termelé-
kenység vagy adott végsd sejtkoncentriciéo el-
érése érdekében konnyebben kezelhets az olyan
nitrogénforras, mint példdul a natrium-gluta-
mat, az ammoénium- vagy a nitratsék, mint a
komplex nitrogénforrisok, példaul az élesztéki-
vonat vagy a desztilliléberendezések szaritott
oldhaté maradékanyagai. Nitrogénforrasként
elénydsen natrium-glutamatot, amménium-szul-
fatot vagy natrium-nitratot alkalmazunk. A ta-
lAlmény szerinti eljarassal el6allitott heteropo-
liszacharidok alkalmazhaték vizes oldatok visz-
kozitdsdnak mddositasira.

A vizes rendszer elénydsen a kiegészitd, 4t-
dolgoz6, hatdsfokozé vagy furéfolyadékok ko-
rébe tartozik. A fardéfolyadék a gaz- vagy olaj-
kutak furisanal alkalmazott faréfej sikositdsira
szolgil. A kiegészitd, atdolgozé és hatasfokozo
folyadékokat az olaj- és gaztartalmu kdzetréte-
gekbe injektdljuk be az olaj- és gazkeringés fo-
koz4sadra. A hatasfokozé folyadékokat példaul
rétegrepesztéses roncsoldsnal és savas roncsolas-
nal alkalmazzik. A legtobb kiegészitd, &tdol-
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gozd, fur6- és hatasfokozé folyadék legaldbb -
még egy adalékanyagot, példaul sot, a folyadék-
veszteségre haté adalékanyagot, iszapstabilizalo
anyagot, savakat, bazisokat, feliiletaktiv anya-
gokat stb. tartalmaz. A stiritend6 vizes rendszer
lehet azonban nyomdafesték vagy a ,,francia 6n-
tet” elnevezésli salatadntet is.

A talalmény szerint elallitott heteropolisza-
charid egyik el6nyss alkalmazisi lehet8sége a vi-
zet és 0,06—1,5 t%, a talalmany szerint eléalli-
tott heteropoliszacharidot tartalmazé furéfolya-
dék. Ugyancsak el6nyGs alkalmazisi teriilet az
olyan kutkezelési eljards is, melynek soran a
kutba vizes kozeget, azaz vizet és 0,06—1,5 t%,
talalminy szerint el6allitott heteropoliszachari-
dot vezetiink. A vizes kidzeg célszertien s6oldat
vagy més folyadék, kivint esetben adalékanya-
gokat is tartalmazhat. A taldlméany szerint eld-
allitott heterqpoliszacharid vizes oldata olaj fo-
kozott kinyerésének elGsegitésére is alkalmaz-
hat6. A fokozott olajkinyerés érdekében tor-
ténd felhasznalds torténhet a fenti heteropoli-
szacharid oldatnak a kutban levd folyadék he-
lyettesitésére valé alkalmazasival és/vagy egy
a kuttal kapcsolatban levé permeabilis feliilet
alatti képzédménybe vald bevezetésével, moz-
gékonysagvizsgalatokban mozgékonysagi puffer-
ként, példaul felliletaktiv micellaris eldrasztas-
ndl, profil kontrollhoz, a viztermelés csékken-
tésére, a viz : olaj arany csokkentésére stb.

A taldlmany szerinti eljardsban alkalmazott
NCIB 11883 torzs egy szokatlan Gram-negativ
sarjadzé baktérium, amely — vgy tinik — nem
illeszthet6 kdnnyen egy ismert taxonémiai cso-
portba sem. A mikroorganizmus jellemzését és
azonositasat a ,,National Collection of Industrial
Bacteria” végezte.

Az NCIB 11883 tdrzs jellemzése és azono-
sitasa.

A vizsgilatokat 30 °C hémérsékleten végez-
tik, az ett6l eltéré homérsékletet kiilon jeldl-
tiik.

Sejtmorfolégia.

Ro6vid paledk, parhuzamos oldaliak vagy eny-
hén kuposak, egyenesek vagy enyhén hajlottak
vagy gorbultek, Bipoldris fazis — az oregebb
tenyészetekben so6tét terliletek (Oxoid CMS55,
30°, 8 nap). Elagazé flagellumok, EM racson a
sejtek csomésoddsa.

Telepmorfolégia

Oxoid CM55 48 6ra, piszkosfehér, attetszotol
félig atlatszatlan, ép széld, lekerekitett, sima és
fényes, 1 mm, a telepek enyhén nyalkasak, amig
gluk6z tartalmu téptalajon tobb poliszacharid
nem képzédik.

Oxoid CM55 telepméret: 24 6ra, 0,2 mm; 38
ora, 1,5 mm.

Oxoid CM3 4 1,0%, glukéz, 60 éra: i6 néve-
kedés, piszkosfehér, kerek, a szélek kissé sza-
balytalanok, sima, fényes, nyélkds, 2,5—3 mm.

2.
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1. t4blizat
Szénforrasok hasznositisa. A felsorolt vegyiiletek a Pseudomonas vizsgalatra

Bergey (Manual of Determinative Bacteriology, 1974) és R. Y. Stainer és munkatarsai
[J. Gen. Microbiol. 43, 159 (1966)] munkaiban megadottak.

NCIB 11883 NCIB 11883
csuw CSU CSU Sav CSU CSU CSU Sav
Cluster 1® NCIB@W O-F@ Cluster 1 NCIB® O-F
9439 9439
9440 9440
Szénhidrdtok és
cukorszdrmazékok Alkohol
D-Ribéz -+ Metanol* — — —
D-Xil6z 4 4 + + Etanol — — +
L-Arabinéz + + + nyomnyi Geraniol — —d
L-Rhamnéz + — -+
L-Glukéz 4 + + gyenge Nem nitrogéntartalmyi aromds és mds
D-Frukté6z + 4 +  gyenge-}- gytliriis vegyiiletek
Szacharéz - — + + m-hidroxi-
Trehaldéz + —_ <+ nyomnyi -benzoat —_ —_
p-hidroxi-
Cellobioz + —_ + + -benzoit + — —
2-ketoglukonat Tesztoszteron —— —
Szacharat — — —
Galaktéz + -+ 4+  nyomnyi
Manné6z* + nyomnyi
Laktoz* + gyenge |+
Maltoz* d + gyenge +
Melibiéz* nyomnyi
Zsirsavak Alifds aminosavak
Acetit + — -+ B-Alanin + 1) +
Propionat -+d —_ + L-Valin + — —
Butirat + L-Arginin* + +(@L) +
L-Metionin*
Dikarbonsavak Gyiiriis aminosavak
Malonit — — —_ Hisztidin + L) +
L-Triptofan* —
Antranilat* —_
Hidroxisavak Aminok
D (—)-Tartarat — — —_ Benzil-amin —
mezo-Tartarat —_ Triptamin — —
DL-g-Hidroxi-butirat — a~-Amil-amin — d—
DL-Laktat + + +
Glikolat —
Egyéb szerves savak Egyéb nitrogéntartalmil vegyiiletek
Levulinit — dD— — Betain 4+ -+
Citrakonat - — Pantotenat
Mezakonat —
3

3-
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1. tdbldzat

{folytatas)
NCIB 11883 NCIB 11 883
csuw CSU CSU Sav CSU CSU CSU Sav
Cluster 1@ NCIB®@ O-F@ Cluster 1 NCIB® O-F
9439 9439
9440 9440
Cukor polialkoholok és glikolok
Eritrit —_ —_ _—
Szorbit + -+ -+
mezo-Inozit + -+ + gyenge +
Adonit - + + +
Propilén-glikol —— — —_
2,3-Butilén-glikol — + — —

(1) CSU = Szénforras hasznositasa (Novekedés egyediili szénforrason)
(2) Sav O-F == Savtermelés O-F tiptalajon.
(3) Green, P. N. és Boiusfield, Y. J. (J. Gen. Microbiol 128 623—638) kézleményében ismertetett torzs.

Cukor polialkoholok

Policukoralkoholok és glikolok

D-Mannit* + + + —
(nyomnyi?)

Glicerin + + + —
(nyomnyi?)

* Hozzaadott vegyiilet

* DL — helyett

(4) Az NCIB 9439 Mycoplana dimorpha és az NCIB 9440 M. bullata szénforrds-hasznositasi eredmé-
nyeit Green P. N. 1981 és Green és Bousfield 1982 eredményeibdl vettiik (d = kétséges eredmény).
Hasonléképpen cluster 1 esetén a 1 jelolés kiilonbozé torzsek esetén eltérd eredményt jelsl

Izolatum NCIB Izolatum NCIB
11 883 40 11 883

°C inkubalas 30° °C inkubalas 30°
Piocianin Lakmusz tej barna (redukalt?)
Fluoreszcenc — 45 részben peptonizalt
L-Arg CSU -+ (kétséges eredmény) 28
Betain CSU

Gaz, glukoz
Glukéz CSU - (6sszefiiggd lepedék) ONPG
Laktat CSU -+ (nincs lepedék) 50 Arg. Moller —
Acetat CSU — {nincs lepedék) Lys, Moller —
Erzékenység (1 nap) Orn Moller —
Penicillin G 4 ug NO3 — NO-, —
Sztreptomicin 25 upg gyenge + 55 NO3 — N.Gaz -+
Kloramfenikol 50 ug + maradék NO3 — DNA-az —
Tetraciklin 25 pg +++

Szirt gél 20° — 28
Novobiocin 5 ug + Géllemez — 1
Polimixin B 25 ug gyenge + 60 Kazeinlemez — 7
0/129 Keményitélemez -7
Levin

Lecitin-tojas sargdja lemez — 17
Novekedés faktor igény — Lipaz-tojas sargaja lemez — 7
Ureaz Christiansen + 65 NH; + 1
4




"1 192 452 2
: S CaCl;-6H,0 0,01 g
. Izolatum NCIB Ionmentes viz 1 liter
: :11 883 pH 6,8
i ' ' Ezt az alaptiptalajt hasznaltuk a -szénforras
°C inkub4las 30° 5 hasznositdsidnak vizsgalatinal.
PD dsvényi alaptdp -+ 0,1%, sterilre szﬂrt glii-
Indol -1 kéz (P.D.G.)
Szirt zselatin
H,S (TSI) — Oxoid No2: taptalaj 2,5%
Olom-acetatos papir gyenge | 7 1C Zselatin (Difco) 12,0%,
MR — 1 Zselatinlemezek. )
VP S Oxoid CM3 tapagar 2,8%
Arg Thornley —1 Zselatin 1,0%,
Tejes lemezek
CM3, névekedés °C-on {léginkubatorok, 15 Sovany tej (Difco) kiilon sterilezve 3 %,
kivéve 4 °C-on) Pepton (Difco) 0,1%
5° —_— Marhahuskivonat Lab-Lemco 0,1%,
300 —l— NaCl ’50/0
37° + Agar 1,5%,
CM1 (vizfiirdd) 20 pH 7,4 autoklavban torténd sterilezés eldtt.
41° gyenge -}-
45° — Nivekedés s6 jelenlétében
2, 3, 4 és 5% NaCl tartalmu alaptéptalajt ké-
CM3, pH beallitisa, névekedés pH-n szxtunk Hayward és Hodgkiss (1961) eljardsa
3 —-I_-- 25 szerint. A tenyészeteket inkubaljuk.
5 3 -
7,2 3 + Nivekedési faktor vizsgdlata
8 34 Uvegben desztillilt vizzel készitett PDG tip-
g 3 + talajt egyenes drétszillal beoltva harom tenyé-
10 3 + 30 szetet készitliink. Ha kériilbeliil 4 nap alatt meg-
felel6 noévekedést észleltiink, az azt jelentette,
Sg/aporodés NaCl-ban n hogy nincs abszolut novekedési faktor igény.
20/, 3
20 3+ Szénforrds hasznositdsa
49/, 3 4+ 35 0,19, sterilre szlirt kizarélagosan hasznalt
5% — szénforrast tartalmazé PD taptalajt beoltunk, és
a tenyészetet 14 napig inkubaljuk.
3-ketolaktoz-termelés —
(De Ley-mddszer) Savtermelés szénhidrdtbél
40 Hayward és Hodgkiss (1961) oxidaciés-fer-
mentaciés taptalajat (O-F) 1%, sterilre szlrt
Irodalmi hivatkozdsok: szénforrissal egészitjiik ki. A cséveket beoltjuk
és 14 napig inkubaljuk.

1. Bergey’s Manual of Determinative Bacte-~ A National Collection of Industrial Bacteria
riclogy, 8th edn. (1974). (R. E. Buchanan and 45 arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az NCIB
N. E. Gibbons, eds.). Baltimore: Williams and 11883 a patogenitastol fiiggden A, radiobacter
Wilkins. vagy A. tumefaciens torzsnek tekinthets. Az

2. Cowan, S. J. and Steel, K. J. (1974). Ma- izolatum atipusos, mivel nincs 3-ketolaktéz ter-
nual for the Identification of Medical Bacteria melés,

Cambridge University Press. 50 A taldlmédnyt a tovibbiakban példdkkal vila-

A kivdlasztott tiptalajok és médszerek gitjuk meg.

CM1 Oxoid CM1 taptalaj;

CM3 Oxoid CM3 tapagar; 1. példa

CM55 Oxoid CM55 véres agar; Az NCIB 11 883 sarjadzé baktérium
mindhdrom az Oxoid Ltd.,, Wade Rd., Basings- 55 poliszacharid termelése

toke, Hants, Nagy-Britannia terméke. ,

Palleroni és Doudoroff 1972 médositott dsvé- A poliszacharid termelés kimutatisa az aktiv

nyi alaptdp (PD) szaporodasi szakaszban torténik.

{A. Rev. Phytopathol 10, 73) Taptalaj-Osszetétel g/l

NazHPOAQ' 12H20 6,0 g KH2'PO4 0,75 g
KH,PO, 24 g (B) MgS0O,-TH.,0 04 g
NH,C1 1,0g FeSO4 1 mol/l-es oldat 0,05 ml
MgS04-TH.0 05 g CaCly-2H,0 0,012 ml
FeCl3-6H,0 0,01 g 65 IPP nyomelem oldat 2,5 ml

w

5.
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(C) Glukéz 20 g

IPP nyomelem térzsoldat g/l
CUJSO4 . 5H20 0,249 g
MDSO4 . 4H20 0,223 g
ZnS0,4 - TH,0 0,287 g
COC].2'6H2O 0,118 g
H3BOa 0,030 g
NagsMoO4:2H20 0,124 ¢
KI 0,083 g

Az A, B és C taptalajkomponenseket kiilon
sterilezziik és lehtilés utan elegyitjiik.

3,2 1 fenti taptalajt tartalmazé Bioteic fermen-
tort 10%, NCIB 11 883 inokulummal oltunk be,
melyet el6zbleg pH 6,8-on, MOD-D; tiptalajon
razott tenyészetben rotaciés razégépen 30 °C-on
24 6ran at tenyésztettiink.

Az MOD-D; taptalaj 6sszetétele (pH 6,8)
Vegyiiletkoncentrdcic 171
(glukoz a megjelolés szerint)

(NH4)2S04 30 ¢
NlazHPO4 30 g
KH,PO, 30 g
MgSO4 7H20 0,2 g
FeSO, 63,2 mg
CaCly-2H,0 1,33 mg
ZnS04-TH,O 0,36 mg
CuS0,-5H,0 0,32 mg
MnSO,-4H,0 0,30 mg
COCIz‘SHgO 0,36 mg
H3BO4 0,20 mg
NasMoQ,-2H,0 0,60 mg
Oxoid tisztitott agar
128 150 g
A fermentdcié sordn a fermentor hémérsék-

letét 30 °C-on, a pH-t 6,8 értéken tartjuk, 1000
rpm keverést biztositunk két 6 lapatos Rushton-
keverével és folyamatos levegbztetést végziink
1000 ml/perc levegdmennyiséggel. Extracelluls-
ris poliszacharid termelés folyt az NCIB 11 883
térzs exponencialis szaporodasa kozben. Ugy ti-
nik, ez az organizmus két fazisban termel poli-
mert; a szaporodas alatt és a szaporodas meg-
szlinte utdn is.

A szaporodis megszlnése elstt 2,5 g/l (a tap-
talajra vonatkozéan) biopolimer keletkezett 2,5
g/l (tiptalajra vonatkozo) sejtstiriiség mellett, 12
6ra fermentalas alatt. A szaporodas megszlinése
utin a végsd hozam 6,5 g/l 2,5 g mikroorganiz-
mus/l sejts(irliség mellett (tdptalajra vonatko-
zban) 45 ora teljes fermentacids id6 alatt.

2. példa

NCIB 11883 és Pseudomonas NCIB 11 592
torzsek heteropoliszacharid termelése kinetika-
janak 6sszehasonlitdsa 30 °C-on és 37 °C-on vég-
zett szakaszos fermentdcié esetén a szaporodis
megsziinése utan.

Téaptalaj

KH,PO, 0,68 g/l
MgSO, -TH,O 0,49 g/l
MnSO,-4H,0 0,44 mg/1
ZnS0,-THL0 0,57 mg/l
N82M004 -2H,0 0,24 mg/l
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H3B03 0,06 mg/l
(NaH4)>SO,4 0,79 g/l
CaCl, - 2H;0 7,05 mg/l
CuSO0,-5H,0 0,25 mg/l
CoCl,-6H,0 0,23 mg/l
KI 0,16 mg/l
FeSO,4-7TH0 14,0 mg/l
Glukéz 25 gfl

A fenti taptalajt Ggy allitottuk 8ssze, hogy a
nitrogénforras 1,6 g/l koriili sejtslirliség eléré-
sekor kimeriljon. Ezért ha ezt a sejtslirtséget
elérjiik, tovabbi szaporodds mar nincs, de a po-
limertermelés tovabb folytatédik.

Biotec fermentorban levd 2,5 1 fenti taptalajt
6%, NCIB 11883 vagy Pseudomonas NCIB
11592 inokulummal oltunk be, amelyeket 16
oran at 30 °C-on vagy 37 °C-on tenyésztettiink.
A fermentort 600 fordulat/perc levegbvel leve=
gbztetjik és a keverd fordulatszamat 500 for-
dulat/perc allandé értéken tartjuk. A keverést
két, egyenként 6 lapitos Rushton-keverfvel vé-
gezzik,

Az NCIB 11883 torzs alkalmazisa esetén a
fajlagos polimertermelési sebességet 30 °C-on
0,137 g/g, o6ra, 37 °C-on 0,13 g/g, éra értékiinek
talaliuk, mig a Pseudomonas NCIB 11 592 torzs~
nél 0,066 g/g, 6ra maximalis fajlagos polimer=
termelési sebességet észleltiink. Ami még fon-
tosabb — mint azt az el6z6ekben mar emlitet-
tiikk — a termelékenység a higitasi faktorral ki-
fejezett viszkozitasnoveld képességben megadva
az NCIB 11 883 torzs alkalmazasakor lényege-
sen magasabb, Az 1. abran lathaté, hogy 1,6 g/l
6sszehasonlité sejtsiir(iség mellett a fermentlé
25-0s higitasi faktoru allapotanak eléréséhez
Pseudomonas 11 592 tdrzs alkalmazéisakor 160
ora, NCIB 11 883 torzs 30 °C-on valdé tenyész-
tése esetén 80 6ra, NCIB 11 883 torzs 37 °C-on
val6 tenyésztése esetén 35 6ra fermentacios idG
sziikséges.

A poliszacharid hozamot és a polimertermelés
termelékenységét Pseudomonas NCIB 11 592 és
NCIB 11883 torzsek alkalmazisa esetén az 1.
tablazatban ismertetjiik:

1. tabldzat

Terme- 'Terme-

Mikro- Elel;ggy— lel;zgy- Polimer-
organi_zmus {g poli- (higitasi hozam
glukozon mer/l, sebesség alg

ora) h1)
Pseudomonas
NCIB 11 592 0,064 0,156 0,43
NCIB 11 883,
30 °C 0,15 0,31 0,57
NCIB 11 883,
37 °C 0,14 0,71 0,52

A szakaszos tenyésztéssel 30 és 37 °C-on ter-
melt extracelluldris poliszacharid jellemz8it a
2. tablazatban adjuk meg.

B-
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2. tdblgzat

NCIB NCIB
11 883 11883
30 °C, 37 °C,

szakaszos szakaszos

tenyésztés tenyésztés
15 15 15 15

30 60 30 60

Séoldat 9/p*
Hémérséklet °C

1 g/1 konc.-ju oldat
viszkozitasa,
(Pa.s) 7,5 s71-nal

1 g/1 konc.-ju oldat
viszkozitasa,
(Pa.s) 23 s1-nal

6,1-10-2 5,1—10-2
15,0.10°2 14,5.10°2

3,2.10°2 2,7.10°2
6,0—102 5,8.10-2

Higitasi faktor

(2.1072 Pa.s) 26,5 185 55 43

* 159, NaCl + 1,5%, CaCl,

A pseudomonas NCIB 11 592 t6rzzsel 30 °C-
on, szakaszos tenyésztéssel nyert polimer jel-

lemzéit a 3. tiblazatban ismertetjiik.
3. tabldzat

Séoldat 9%, 15 15
Hoémérséklet °C 30 60
1 g/1 konce.-jti oldat

viszkozitasa (Pa.s) 7,5s1-nal 7,9.102 5,5.10-2

23 s~ 1-nal 4 1.10-2 3,2.1072

Higitasi faktor

(2.10°2 Pa.s) 24,5 17,5

3. példa

Poliszacharid termelés exponencidlis
utdntdpldldsos tenyésztéssel

A taptalajt ugy &llitjuk &ssze, hogy 1,2 g/l
NCIB 11 883 sejttomeg 1étrehozisara legyen ele-
gendd. Ennek az értéknek eléréséig a mikroor-
ganizmus maximalis sebességgel szaporodik
(0,31 6ra™). A szaporodast ezt kévetden az expo-
nencialisan betaplalt ammoénium-szulfattal sza-
balyozzuk, ugy, hogy a mikroorganizmus sza-
porodési sebessége az elére meghatarozott érték-
nek megfelelé legyen. A tip exponenc1ahs be-
taplalast komputerrel szabalyozzuk.

Taptalaj g/1

(A) (NH,),S0,4 06 g
KH,PO, 0,75 g
(B) MgSO4'7H20 0,4 g
FeSO4-1 mol/l 0,05 ml

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CaCly-2H,0 0,012 g
IPP nyomelem oldat 2,0 ml
(C) Glukéz 20 g

Az A, B és C taptalajkomponenseket autoklav-
ban kiilon-kiiloén sterilezziik, majd lehiilés utan
elegyitjiik. Biotec fermentorban 2,5 1 fenti tap-
talajt 109/, NCIB 11 883 inokulummal beoltunk,
az inokulumot MOD-D2 tiptalajon 30 °C-on,
pH 6,8-on, 24 6ras razott tenyészetben készitjiik.
A szaporodés exponencidlisan, maximalis szapo-
rodési sebességgel folyik koriilbeliil 1,2 g/l sz4-
raz sejttomeg eléréséig. A fermentorban az am-
moéniaszintet ellendrizziik, és az ammoénium-
-szulfat exponenciilis betaplalését 20 ppm
alatti szintnél megkezdjiik. A betaplalas sebes-
ségét ugy szabdlyozzuk, hogy az exponencialis
szaporodasi sebesség 0,064 6ra™! értékii legyen.
A fermentlé 10 g/l extracellularis poliszacharid
tartalmanak eléréséhez koriilbeliil 28 6ra fer-
mentacids id§ sziikséges. A fajlagos polimerter-
melési sebesség 0,12 g/g, 6ra. Az atlagos terme-
lékenység 0,35 g poliszacharid/l.

4. példe

Folyamatos poliszacharid termelés
NCIB 11 883 torzzsel

A taptalaj azonos az 1. példaban megadottal.

Szaporodasi kériilmények:

Az NCIB 11 883 torzset nitrogén korlatozassal
3,1 1 hasznos térfogati Biotec fermentorban te-
nyésztjikk. A hémérsékletet 30 °C-on tartjuk, a
pH-t 2 n natrium-hidroxid és 2 n kilium-hidro-
xid adagolasaval 6,8 értéken tartjuk. A fermen-
torba 1 1/perc mennyiségli levegét engediink és
2 db 6—6 lapatos Rushton-kevergvel 1000 for-
dulat/perc fordulatszdmmal keverjiik. A mikro-
drganizmust kuidnbéz6 szaporodési sebességek-
Kel tenyésztjiik, és megfigyeljik a polimerkép-
26dés kinetikajat.

A Pseudomonas 11 592 és az NCIB 11 883 tor-
zsek poliszacharid termelésének sebességét a 2.
abran hasonlitjuk Gssze. Az NCIB 11 883 i6rzs
fajlagos poliszacharid termelési sebessége 2—3-
szor nagyobb, mint a Pseudomonas 11 592 t6r-
zsé. Ezen tulmenden — mint az a 4. tdblazatban
lathaté — az NCIB 11 883 torzs 1 g elfogyasztott
glukézra, illetéleg elfogyasztott oxigénre vonat-
koztatott poliszacharid termelése is jelentsen
magasabb, mint a Pseudomonas 11 592 t&rzsé.

A 4. tablazatban korlatozott nitrogénforrés
mezllett, egyensalyi 4llanddsult allapotban fenn-
allo, a glukézra, illetve oxigénre vonatkoztatott
poliszacharid hozam, sejttomeg és szén-anyag-
csere adatokat Osszegezziik.

7-
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B ~ - 4. tdblazat
A poliszacharid termelés hozaménak és sebességének Osszegzése a nitrogénben

korlatozott NCIB 11 883 tenyészet szaporodasi sebességének fiiggvényében.
A tenyésztés hémeérséklete 30 °C, pH 6,8

Higitasi sebesség (D) (h™1)

0,034 0,047 0,080 0,137
Glukoézra vonatkoztatott poliszacharid hozam
(g szaraz témeg/g glukéz) 0,519 0,60 0,55 0,287
Glukézra vonatkoztatott sejitomeg
(g széraz tomeg/g glukdz) 0,068 0,096 0,12 0,18
Oxigénre vonatkoztatott polimer hozam
(g szaraz tomeg/g Oo) 1,6 3,2 2,19 1,6
Oxigénre vonatkoztatott sejttomeg
(g széraz tomeg/g Og) 0,22 0,53 0,68 0.95
Glukéz fogyasztis sebessége
(g/g széraz témeg, 6ra) 0,35 0,49 0,62 0,76
Polimer képz3dés sebessége 0,205 0,30 0,24% 0,21
(g/g nyers fehérje, 6ra) 0,459 0,62 0,52
Szén visszanyerése !
Bevitel 100 100 100 100
Sejtek széntartalma 8,8 10,5 14,02 19,7
Polimer széntartalma 48,7 62,4 44,0 33,5
Egyéb oldhaté szén 31.6 7,35 22,9 33
COgq-ban levd szén 18.8 17,0 13,75 i,78
Visszanyerés —_ 97,25 96,6 —_
Polimer konec, — direkt sziraz témeg 9,17 9,84 (9,41) 4,77 2,58
IPA*-val kicsapott szdraz témeg 8,52 9,41 5,37 2,50

* IPA = izopropil-alkchol.

A korlatozott nitrogéntartalom mellett folya-
matos tenyészetben a Pseudomonas NCIB 11 592
és az NCIB 11 883 torz7zsel nyert maxim4ilis po-

liszacharid hozamokat és poliszacharid terme-
1ési sebességekst az 5. tdblazatban Osszegezziik.

5. tabldzat

A Pseudomonas NCIB 11592 és az NCIB
11883 tdrzsek folyamatos tenyészetben, 30
°C-on, pH 6,8 paraméterek mellett kapott po-

3

liszacharid hozaménak és pelisza.zs 'd terme:
1ési sebességének dsszehasonliiasa.

Maximumérték
Parameéter Egység NCIB i1 552 NCIB 11 883
D (ora'}-nal D Bra*y-ndl

A termelés fajlagos sebessége [g/g sziraz tomeg, 6ra] 0,09 6,04 0,30 0.047
Térfogategységre juté polimer
termelés [g/1, 6ra) 0,13 0,73 0,46 0,047
Glukézra juté polimer hozam [g/g glukéz) 0,4 0,02 0,60 0.047
Oxigénre jut6 polimer hozam [g/g O2.] 0,92 0.03 3,2 0,047
Polimer : sejt arany [g/g sz4raz baktérium-

témeg] 5,0 0,017 6,3 0,047

lg/g sejtfehérije] 5,2 0,020 12,8 0,047

Az NCIB 11 883 torzs D == 0,034 6ra™!, 30 °C,
pH = 6,8 paraméterek mellett végzett folyama-

toz tonyérrtassos’ nyert poliszacharid jellemzgit
a 6. t3blizathan mutatiyk be.

8-
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6. tabldzat

Séoldat (%)
Hémérséklet (°C)

1 g/l-es oldat viszkozitdsa (Pa.s) 7,5 s1-ndl
1 g/l-es oldat viszkozitasa (Pa.s) 23 s1-nal
Higitési faktor (2.10°2 Pa.s) 7,5 s~1-nél
Higitasi faktor [P]9% (R faktor)

Sz(irés 5 uM -}- PF*

Szekvencia 1,2 ©M

1d6 200 ml-re 0,8 uM

* Elgszlirés.

A folyamatos tenyésztéssel, NCIB 11 883
toérzzsel (D == 0,05 h™, 37 °C, pH 6,8) nyert po-

7. tdbldzat

25

15 15 3 3 0
30 60 30 60 30

11,0.102 9,6.10-2 9,0—10-2 7,0—10-2 8,4.10-2

50102 45102 42102 35102 38102
16,5 49 5,5 3,9 5,6
2,83 2,13 2,39 1,70 2,43
16,5 14,2 11,4 11,6 7,5
375 39 20,7 175 155
39,0 425 40 58,1 15,2

liszacharid jellemzdit a 7. tiblazatban ismertet-
juk.

SZABADALMI IGENYPONTOK

5 0
%%%l%iék/fgt (°C) 33 33 ;g 1. Eljé_rés heteropoliszacharidok eldallitdssra,
1 g/l oldat viszkozitdsa azzal jel lf:m ezve, hogy NCIB 11 8?3 tor-
(Pa. s) 7,5 s"1-nal 135 138 130 30 zset tenyésztliink asszimildlhatoé szénhidréatot és
1g old’at viszkozitisa nitrogénforrast tartalmazoé vizes .téptalajon, elé-
(Pa S) 23 s—l_nél 56 58 54 ny‘fisen 0,635'—'0,8 g asszimilalhato nitro-
. gén/100 g szénhidrattartalma taptalajon, leve-
A 11 883 torzzsel termelt poliszacharid kémiai gbztetett tenyészetben, és a kapott heteropoli-
elemzésének eredményeit a 8. tiblazatban is- 35 szacharidot ismert modon kinyerjiik.
mertetjik. .
. 2. Az 1. igénypont szerinti eljrdas, azza
8. tabldzat jellemezve, hogy folyamatos vagy utin-
Glukéz : Galaktoz 5:1—10:1 tapldlasos tenyésztést végziink.
Piroszdl6sav % 19— 55 40
Borostyankésav % 2,4—10,1 3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, a z -
zal jellemezve, hogy nitrogénforrasként
Egyéb azonositatlan savak is vannak jelen, natrium-glutamatot, ammoénium-szulfitot vagy
acetatot nyomokban kimutattunk. natrium-nitritot alkalmazunk.
2 db 4bra

9
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