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Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarza-
nia ryboflawiny (witaminy Bj;) metoda biosyntezy
w podpowierzchniowej
gossypii.

Znane jest wytwarzanie ryboflawiny przy po-
mocy grzyba Ashbya gossypii nalezgcego do klasy
Ascomycetes. W sposobach tych grzyb ten byl
hodowany w pilynnych pozywkach produkcyjnych
zawierajgcych jako Zrodio wegla latwo przyswa-
jalne weglowodany takie jak glukoza, sacharoza,
aibo zawierajacych jako zrédio wegla ttuszcze ro-
Slinne i zwierzece takie jak olej kokosowy, olej
kukurydziany, oliwa z oliwek, olej arachidowy,
olej sojowy, smalec, cieklg frakcje smalcu — ,lard
0il” oraz mieszaniny tych ttuszczow.

Zname jest rOwniez z opisu patentowego nr 59792
wytwarzanie ryboflawiny przy zastosowaniu grzy-
ba Ashbya gossypii hodowanego na pozywkach
zawierajgcych thluszez pozelatynowy jako zrdédia
wegla.

Jako zrodio azotu, pozywki produkcyjne zawie-
raly substancje biatkowe pochodzenia zwierzecego
takie jak kazeina, pepton, zelatyna, maka rybna
lub hydrolizaty enzymatyczne tych substancji,
a takze wolne aminokwasy.

Sposoéb wedlug wynalazku polega ma pasazowa-
niu grzyba Ashbya gossypii przez odpowiednio do-
brane pozywki stale i plynne a nastepnie hodowli
na plynnej pozywce produkcyjnej zawierajacej jako
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zrédlo wegla tluszez pozelatynowy, a jako Zrédio
azotu klej skérny i/lub kostny.

Pasazowanie prowadzi si¢ przez piynng pozywke,
w ktorej grzyb Ashbya gossypii wytwarza asko-
spory, nastepnie przez pozywke stalg, na ktoérej
grzyb wyrasta w postaci kolonii, przez ptynng po-
zywke posiewowg I, w ktérej namnazajg sie ko-
moérki grzyba, przez plynng pozywke posiewows II,
w ktoérej rosngcy grzyb wytwarza enzymy adapta-
cyjne oraz w plynnej pozywce produkcyjnej, w kt6-
rej grzyb wytwarza ryboflawine.

Do” ofrzymania askospor stosuje sie plynng po-
zywke zawierajgcg 0,2—1,5% wagowych glukozy,
0,01—0,2/0 wagowych chlorowodorku tiaminy i do
100,00/0 wody drozdzowej. Do otrzymania kolomii
grzyba Ashbya gossypii stosuje sie pozywke stalg
zawierajgcg 0,2—3,00 wagowych glukozy, okolo
2,0% wagowych agaru i do 100,00 wagowych wody
drozdzowej.

Namnazanie komérek prowadzi sie w ptynnej po-
zywce posiewowej I, zawierajacej 0,2—3,0°% wago-
wych glukozy, 0,1—0,5°/0 wagowych laktozy, 0,1—
1,00 wagowych peptonu, 0,1—0,5%% wagowych eks-
traktu drozdzowego oraz wody wodociggowej do’
100,0% Waéawyoh.

Wytwarzanie enzyméw adaptacyjnych prowadzi
si¢ w plynnej pozywce posiewowej II zawierajacej
0,5—3,0°% wagowych drozdzy paszowych, 0,5—3,0%0
wagowych tluszczu pozelatynowego, 0,5—4,0%0 wa-
gowych wyciggu namokowego kukurydzy (50% su-
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chej masy) oraz wody wodociggowej do 100,0% wa-
gowych.

Biosynteze ryboflawiny prowadzi sie w plynnej’

pozywce produkcyjnej zawierajacej jako Zrédio we-
gla 0,1—10,0% wagowych thuszczu pozelatynowego
i jako zrédio azotu 0,5—7,00/ wagowych kleju skor-
nego i/lub kostnego, w stosunku do objetosci po-
zywki.

Thuszcz pozelatynowy wprowadza sie bezposred-
nio do ptynnej pozywki produkcyjnej w ilosci 0,1—
10,0°/0 wagowych, a podczas hodowli Ashbya gos-
sypii w iloéci 0,1—6,0°/ wagowych w stosunku do
objeto§ci pozywki. Tiuszez pozelatynowy wprowa-
dza sie do pozywek jako taki lub w mieszaninie
z innymi ttuszczami, przy czym do pozywki pod-
czas hodowli grzyba Ashbya gossypii wprowadza sie
go pomiedzy 6—120 godzing hodowli, korzystnie
w 72 i 120 godzinie hodowli.

Zastosowane jako skiadniki klej skorny i klej
kostny, jako produkty uboczne otrzymywane przy
produkcji zelatyny spozyweczej, sa surowcami bar-
dzo tanimi i latwo dostepnymi, nie zawieraja substan-
cji toksyecznych. Obecno$§é niektoérych witamin oraz
wchodzace w sklad kleju skérnego i kostnego ami-
nokwasy stymulujg zaré6wno proces wzrostu Ashbya
gossypii jak i synteze ryboflawiny.

Klej skérny i klej kostny w odréznieniu od in-
nych substancji bialtkowych pochodzenia zwierze-
cego, zawierajg stosunkowo duzg ilo§¢ aminokwa-
séw takich jak glicyna, alanina, prolina, argini-
na i treonina. Aminokwasy te sa znanymi prekur-
sorami czasteczki ryboflawiny i dlatego klej skor-
ny i klej kostny sg surowcami wplywajacymi na
‘zwiekszenie wydajno$ci biosyntezy ryboflawiny.

Ilosciowy i jako§ciowy sklad aminokwaséw
w kleju skérnym i kleju kostnym oraz dla por6wna-
nia, w zelatynie spozywczej, obrazuje tablica 1.

Tablica 1
B N Klej Klej
Aminokwasy Zelatyna skérny | kostny
Alanina 8,09 6,2 7,3
Arginina 7,98 10,0 10,0
Asparaginowy

kwas 5,81 4.3 43
Fenyloalanina 1,97 1,2 1,2
Glicyna 20,51 19,3 22,9
Glutaminowy kwas 9,93 7,3 9,6
Histydyna 0,70 0,4 0,3

Hydroksylizyna 0,81 — —
Izoleucyna 1,37 0,7 0,7
Leucyna 2,89 1,7 2,1
‘Lizyna 3,40 3,1 2,7
Metionina 0,55 0,7 0,2
Prolina 13,36 9,2 9,8
Hydroksyprolina 11,36 10,9 6,6
Seryna 3,64 3,2 3,9
Treonina 1,79 1,2 1,8
‘| Tyrozyna 0,30 0,5 0,6
Walina 2,06 §lady §lady
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Zawarto$é aminokwaséw w zelatynie spozywczej
wediug Veis A., 1964: The macromolecular chemi-
stry of gelatin. New York. Academic Press. str. 4,
natomiast zawarto$¢ aminokwaso6w w kleju skor-
nym i kleju kostnym wedlug Zakiladu Analityki
Instytutu Antybiotyk6w — oznaczenia wykonano
na automatycznym analizatorze firmy Bender
i Hobein.

Zastosowanie w stosunkowo duzym stezeniu tia-
miny (witaminy B;) w plynnej pozywce do otrzy-
mywania askospor pozwala uzyska¢ duzg ilosé cial
owocujgcych z askosporami w plynie hodowlanym
a takze waolne askospory. Wplyw tiaminy na two-
rzenie sie cial owocujgcych zaznacza sie szczegodlnie
w obecnosci innych uzupeiniajgcych substancji wzro-
stowych. Zrédiem pozostatych uzupelniajgcych sub-
stancji wzrostowych koniecznych do stymulowa-
nia tworzenia sie cial owocujacych z askosporami
jest w stosowanej wedlug wynalazku pozywce wo-
da drozdzowa, ktéora zawiera opr6cz tiaminy takze
biotyne (witamine H) niezbedng dla wuzrostu
Ashbya gossypii, oraz pirydoksa. (witaming Bg).
Ponadto woda drozdzowa jest takzie zrodiem azotu,
natomiast Zrodiem wegla w pozywce jest glukoza.

Zastosowanie do hodowli Ashbya gossypii po-
zywki stalej (szczepionej materialem pobranym
z plynnej pozywki do otrzymywania askospor) po-
zwala uzyskiwaé kolonie grzyba pochodzace z je-
dnej askospory. Ponadto umozliwia wyboér kolonii
o intensywnym pomaranczowym zabarwieniu cha-
rakterystycznym dla kolonii grzyba posiadajacego.
zdolno§¢ do syntezy duzych iloSci ryboflawiny.
Przeprowadzenie hodowli na tej pozywce wyklucza
mozliwo§é uzycia do dalszych pasazy kolcnii bia-
lych wzglednie z bialymi sektorami charakteryzu-
jacych sie brakiem zdolnoSci do syntezy rybofla-
winy, wzglednie posiadajacych zdolno§é syntezy
ryboflawiny lecz w niewielkiej ilo$ci.

Zastosowanie do hodowli Ashbya gossypii plyn-
nej pozywki posiewowej I (szczepionej jedna kolo-

" nig grzyba, wyhodowang na pozywce stalej) za-

wierajgcej dobrze przyswajalne substancje umo-
zliwia namnozenie komoérek i tym samym otrzy-
manie materialu do szczepienia plynnej pozywki
posiewowej II.

Zastosowanie do hodowli Ashbya gossypii ptyn-
nej pozywki posiewowej II (szczepionej zawiesing
grzybni wyhodowang w plynnej pozywce posie-
wowe]j I), zawierajacej jako Zrodio wegla tluszcz
pezelatynowy, powoduje wytworzenie przez ko-
morki grzyba enzyméw adaptacyjnych (powstaja-
cych w wyniku zetkniecia si¢ tych komérek z sub-
stratem — tluszczem pozelatynowym) umozliwia-
jacych zuzywanie tluszezu pozelatynowego. Wy-
tworzenie enzyméw adaptacyjnych przez grzyb ma
szczegOlnie duze znaczenie, poniewaz plynna po-
zywka produkcyjna zawiera jako Zrédlo wegla
fiuszcz pozelatynowy w stosunkowo duzej ilodci.

Zastosowanie plynnej pozywki produkcyjnej
(szczepionej zawiesing grzybni wyhodowang
w plynnej pozywce posiewowej II) zawierajgcej
jako zrodto wegla tluszcz pozelatynowy 1 jako

" s2rédio azotu klej skoOrny i/lub klej kostny, umozli-

wia ofrzymanie wysokich wydajnoSci ryboflawiny
tylko wtedy, gdy hodowla Ashbya gossypii dokar-
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miana jest ttuszczem pozelatynowym dodawanym do
pozywki w optymalnej iloSci i w odpowiedniej go-
dzinie hodowli. Dodawany tluszcz pozelatynowy
stymuluje drugi i trzeci cykl wzrostu grzybmi i bio-
synteze ryboflawiny. Klej skérny lub kostny
wprcwadza sie do pozywki w postaci stalej lub
w postaci roztworu.

SposOb prowadzenia hodowli Ashbya gossypii
i wydajno$ci ryboflawiny w pitynnej pozywce pro-
dukcyjnej zawierajacej tluszcz pozelatynowy i kiej
skérny lub klej kostny przedstawiajg szczegbélowe
przyklady, w ktorych ?/o oznaczajg procenty wagowe.

Przyklad I DPrzygotowano plynng po-
zywke do otrzymywania askospor grzyba Ashbya
gossypii o skladzie:

Glukoza czysta 1,0 %
Tiamina HCI . 0,1 %%
Woda drozdzowa (0,5% suche] masy) do 100,0 %%

pH pozywki korygowano do warto$ci = 6,9 za po-
moca wodorotlenku potasu, rozlewano po 10 ml do
probéwek i wyjatawiano w temperaturze 110°C
w ciggu 30 minut.

Probowki z pozywka szozepiono 4—5-dnicwa ko-
lonig grzyba wyhodowang na pozywce statej.

Przygetowywano pozywke stala o nastepujgcym
skladzie:

Glukoza czysta 2,0 %
Agar 2,0 %
Woda wdrozdjwwa (0 5°/o sucheg masy) do 100,0 %

pH pozywki korygowano za pomocg wodorotlenku
potasu do warto$ci = 7,2 i wyjalawiano w tempe-
raturze 110°C w ciggu 30 minut. Pozywke rozlewa-
no do plytek Petri’ego po 20 ml. Pozywke stalg
szczepiono zawiesing askospor wyhodowana na po-
zywce plynnej. Inkubacje przeprowadzano w tem-
peraturze 28°C w ciggu 4—5 dni. Otrzymane w ten
spos6b kolonie grzyba stosowano do szczepienia
plynnej pozywki posiewowej I.

Przygotowywano plynna pozywke posiewows I
o skladzie:

Glukoza czysta 1,0 %
Laktoza czysta 0,3 %
Pepton 0,5 %
Ekstrakt droz dzowy 0,3 %
L+ ¢ PR PR P S
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sowano *do szczepienia plynnej pozywki posiewo-
wej II
Przygotowywano plynna pozywke pomewowa 1I
o skladzie:

Drozdze paszowe 2,0 %
Thuszcz pozelatynowy . 1,5 %
Wyciag namokowy kukurydzy (50°/o su-

chej masy) 3,0 %
Woda wodociggowa do 100,0 %,
pH pozywki korygowano do wartosci = 17,2, po-

zywke rozlewano po 50 ml do kolb Erlenmeyer’a
o pojemmnosci 500 ml i wyjatawiano w temperaturze
110°C w ciggu 30 minut.

Kazda kolbe z plynng pozywkg posiewowsg 1I1
szCzepiono 1 ml zawiesiny grzybni z plynnej po-
zywki posiewowej I. Hodow.e prowadzono w ciagu
24 " godzin w takich samych warunkach jak
na plynnej pozywce posiewowej I. Otrzymang w ten
sposOb zawiesing grzybni szczepiono ptynng pozyw-
ke produkcyjng.

Przygotowywano plynng pozywke produkcyjna
o skladzie:

Kilej skérny .. 30 9%
Wyciag namokowy kwkurydwzy (50%/0 '

suchej masy) 6,0 9/
Glicyna 0,15 /o
KH,PO, 0,15 %
Mg++ 1 pug/ml
Cot+ 2 ug/ml
Mn++ 5 ug/ml
Znt+t . 10 ug/ml
Woda wodomagowa do 100,0 9

pH pozywki korygowano do wartosci = 6,8 za po-
moca wodorotlenku potasu. Pozywke rozlewano po
30 ml do kolb Erlenmeyer’a o pojemnos$ci 500 ml
i do kazdej kolby dodawano tluszcz pozelatynowy
w ilo§ci 4,0°%0 objetoSciowych. Pozywki wyjalawia-
no w temperaturze 110°C w ciggu 3 godzin.

Kazdg kolbe z pozywka szczepiono 1 ml zawie-
siny grzybni z plynnej pozywki posiewowej II. Ho-
dowle prowadzono w zaciemnionym pomieszczeniu,
na trzesawce obrotowej o 220 obrotach/min. i mi-
mosrodzie 25 mm w temperaturze 28°C w ciggu
192 godzin. )

Do poszczegdlnych partii kolb z plynnymi po-
zywkami produkcyjnymi zawierajagcymi ttuszcz
pozelatynowy w ilo$ci 4,0% objetoSciowych w 72
QR 190 oraz 72 i 120 godzinie hodowli Ashbya gos-

Zawarto$ci ryboflawiny (witaminy Bjy) po
ydzinach hodowli Ashbya gossypii w pozyw-
do ktérych dodawano tluszez pozelatynowy
inych godzinach hodowli przedstawione sg

licy 2.
Tablica 2
Czas dodawania tluszczu pozelatynowego
vdzina | 96 godzina | 120 go‘dzina' 721 120
godzina
ug/ml wug/mil ug/mil pg/ml
3140 | 300 | 2720 | 5100 |
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Jak wykazano wyzej najwigksza wydajnos¢ ry-.

boflawiny otrzymano w pozywece, do ktérej dodano
ttuszez pozelatynowy w 72 i 120 godzinie hodowli.

Przyklad II Skiad jakosciowy i iloSciowy
' pozywek posiewowych, sposéb ich przygotowywania
oraz spos6b przeszczepiania i warunki hodowli
Ashbya gossypii byly takie same jak w przykla-
dzie 1. Ponadto przygotowywano plynne pozywki
produkcyjne zawierajace klej skérny w iloSci 3,00/0,
3,5% i 4,0% objetoSciowych.

Do poszczegblnych partii kolb z plynnymi po-
zywkami produkcyjnymi zawierajgcymi rézne ilo§-
- ci kleju skoérnego (3,0%, 3,5%, 4,0°%) dodawano
thuszcz pozelatynowy w iloSei po 2,5% objetoscio-
wych w 72 i 120 godzinie hodowii.

Zawarto§ci ryboflawiny (witaminy Bjy) W po-
zywkach z roéznymi iloSciami kleju skérnego po
168 godzinach hodowli Ashbya gossypii przedsta-
wione sg w tablicy 3.

Tablica 3
Klej skorny Klej skoérny Klej skérny
3% 3,5% 4%/
ug/ml ug/ml ug/ml
5780 5910 5850

Jak wykazano wyzej w pozywkach zawierajg-
cych klej skérny otrzymuje sie wysokie wydajnos-
ci ryboflawiny.

Przyklad III Sklad jakosciowy i ilosciowy
pozywek posiewowych, sposéb ich przygotewywania
oraz 1Spos6b przeszczepiania i warunki hodowli
Ashbya gossypii byly takie same jak w przykla-
dzie I. Pconadto przygotowywano piynne pozywki
prcdukeyjne zawierajgce klej kostny w ilo§ci 3,0%,
3,5% i 4,0% wcbjetosciowych.

Do poszezegbélnych kolb z plynnymi pozywkami
prddwkcyjnymi zawierajagcymi ro6zne iloSci kleju
kostnego (3,0%, 3,5%, 4,0°%) dodawano tluszcz po-
zelatynowy w iloSci po 2,5% objetoSciowych w 72
i 120 godzinie hodowli. Zawartosci ryboflawiny
(witaminy Bjy) w pozywkach z réznymi ilo§ciami
kleju kostnego po 192 ggdzinach hodowli Ashbya
gossypii przedstawione sg w tablicy 4.

Tablica 4
Klej kostny Klej kostny |Klej kostny I
3,0% 3,5%0 4,0%o ’
ug/ml ug/ml ugiml
5180 5060 5040 ‘

Jak wykazano wyziej w pozywkach zawieraja-
cych klej kostny otrzymuje sie wysokie wydaj-
no$ci ryboflawiny.

W przykiadach I, II, III, wykazano, Ze Spcso-
bem wedlug wynalazku mozna otrzymaé wysokie
wydajnosci ryboflawiny w plynnych pozywkach
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zawierajgcych tluszcz pozelatynowy,
lub klej kostny.

Wytworzong ryboflawine znajdujacg sie w ply-
nach hodowlanych izoluje sie jedng ze znanych
metod chemicznych.

klej skoérny

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania ryboflawiny metoda bio-
syntezy w podpowierzchniowej hodowli grzyba
Ashbya gossypii na pozywkach zawierajgcych
ttuszcz pozelatynowy jako zrédio wegla, znamien-
ny tym, ze grzyb Ashbya gossypii poddaje sie
wstepnemu pasazowaniu przez odpowiednio® do-
brane pozywki stale i plynne a nastepnie poddaje
sig hodowli na plynnej pozywce produkcyjnej za-
wierajgcej jako zrodilo azotu klej skérny i/lub
kostny.

‘2. Spos6éb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze
pasazowanie prowadzi sie przez plynng pozywke,
w ktérej grzyb Ashbya gossypii wytwarza askos-
pory, nastepnie przez pozywke stalg, na ktoérej
grzyb wyrasta w postaci kolonii, przez ptynng po-
zywke posiewowsg I, w ktérej namnazajg sie ko-
morki grzyba, przez plynng pozywke posiewowg II,
w ktorej rosngcy grzyb wytwarza enzymy ada-
ptacyjne oraz w plynnej pozywce produkcyjnej
w ktorej grzyb wytwarza ryboflawine. '

3. Spcs6b wediug zastrz. 1 i 2, znamienny tym,
ze do otrzymania askospor stosuje sie ptynng po-
zywke zawierajacg 0,2—1,5% wagowych glukozy,
0,01—0,2°/0 wagowych chlorowcdorku tiaminy i do
100,0°% wcdy drozdzowej.

4. Spcséb wedlug zastrz. 1—3, znamienny tym,
ze do ctrzymania kolonii grzyba Ashbya gossypii
stosuje sie pozywke stalg zawierajacg 0,2—3,0%
wagowych glukozy, okolo 2,0% wagowych agaru
i do 100,00 wagowych wody drozdzowej.

5. Spos6b wediug zastrz. 1—4, znamienny tym,
ze do namnazania komoérek stosuje sie ptynng po-
zywke pcsiewowa I, zawierajgcg 0,2—3,0% wago-
wych glukozy, 0,1—0,5°/0 wagowych laktozy, 0,1—
1,6 wagowych peptonu, 0,1—0,5% wagowych eks-
traktu drozdzowego oraz do 100,0°0 wagowych wo-
dy wcdociggowej.

6. Spcs6b wedlug zastrz. 1—5, znamienny tym,
ze do wytwarzania enzyméw adaptacyjnych sto-
suje sie plynng poiywke posiewowa II zawieraja-
ca 0,5—3,00 wagowych drozdzy paszowych, 05—
3,000 wagowych tluszczu pozelatynowego, 0,5—4,0%
wagowych wyciaggu namokowego kukurydzy (50%
suchej masy) oraz do 100,0% wagowych wody wo-
dcciggewej.

7. Sposob wedlug zastrz. 1—6, znamienny tym,
ze do biosyntezy ryboflawiny stosuje si¢ plyang
pozywke produkcyjng zawierajgcg jako Zroédio we-
gla 0,1—10,0% wagowych ttuszczu pozelatynowego
i jako zr6dio azotu 0,517,000 wagowych kleju skor-
nego i/lub kleju kostnego.

8. Spos6b wedtug zastrz. 1—7, znamienny tym,
ze klej skéorny lub kostny wprowadza sie w po-
staci stalej lub roztworu.
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