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Sposob wytwarzania zeaksantyny

1

Przedmiotem wynalazku jest spos6éb wytwarza-
nia z6itego pigmentu, zeaksantyny, czyli 3,3"-dwu-
hydroksy-l}-karotenu, na drodze biosyntezy.

Zeaksantyne mozna wykorzystaé np. jako doda-
tek do pokarmu kurczat w celu wzmocnienia z6i-
tawego zabarwienia ich skéry lub tez w celu pod-
kre§lenia barwy z6itek jaj. Pigment ten mozna
réwniez wykorzysta¢ jako §rodek barwigcy w prze-
myS$le kosmetycznym.

Synteza pigmentéw przez niektére mikroorga-
nizmy (drobnoustroje), szczegblnie pigmentéw karo-
tenoidowych przez bakterie rodzaju Flavobacter
jest procesem znanym. Niemniej jednak przemy-
slowe wytwarzanie tych pigmentéw na drodze bio-
syntezy zwykle okazywalo sie trudne do przepro-
wadzenia, a uzyskane wydajnoSci zwykle bardzo
niskie, wymagajgce stosowania wielkich ilosci po-
zywki hodowlanej, je§li pozadane bylo wytworze-
nie wiekszych ilo§ci pigmentu.

Stwierdzono, ze mozna uzyskaé¢ zwigkszong wy-
dajno$¢é zeaksantyny na drodze hodowli drobno-
ustroj6w rodzaju Flavobacter wytwarzajacych ten
pigment w warunkach, w ktérych w pozywce ho-
dowlanej zachowuje sie zasadniczo staly stosunek
pomiedzy iloSciami substancji bedacych Zrédiem
wegla i azotu.

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania zea-
ksantyny na drodze hodowli drobnoustrojéw ro-
dzaju Flavobacter, w ktérym drobnoustroje hoduje
sie poczatkowo w $rodowisku odzywczym az.do
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chwili, w ktérej komoérki zaczynajg rosnagé i wy-
twarza¢ zeaksantyne, po czym hodowle komérek
po osiagnigciu przez nie odpowiedniej fazy wzrostu
prowadzi sie¢ w temperaturze 22—25°C z odpowied-
nim natlenieniem w wodnym $rodowisku odzyw-
czym, zawierajgcym co najmniej jeden weglowo-

dan w ilo§ci 15—35 mg/ml, stanowigcy zZr6dio
przyswajalnego wegla, oraz substancje bedaca
zr6dlem azotu aminowego, zawierajace wolne

aminokwasy. Podczas hodowli odpowiednie ilo$ci
substancji bedacych zrédiem wegla i aminowego
azotu w S$rodowisku utrzymuje sie w stalym za-
sadniczo stosunku przez stopniowe dodawanie tych
substancji do pozywki hodowlanej. Hodowle pro-
wadzi sie az do zakumulowania w $§rodowisku od-
powiedniej iloSci zeaksantyny.

Termin ,,drobnoustroje wytwarzajgce zeaksantyne
rodzaju Flavobacter” obejmuje bakterie -tego typu
oraz ich mutanty. Szczeg6lnie korzystnymi sg Fla-
vobacter ATCC Nr 21081, Flavobacter ATCC
Nr 21588 i Flavobacterium aquatile ATCC Nr 11947,
Termin ,z odpowiednim natlenieniem” oznacza, ze
zawarto§é tlenu w pozywce hodowlanej nie jest
nizsza od warto$ci, przy ktérej zawarto§é¢ tlenu
staje si¢ czynnikiem limitujgcym szybko§é wzrostu
drobnoustroju w pozywce hodowlanej. Natlenienie
to mozna uzyskaé np. przez energiczne napo-
wietrzanie i mieszanie pozywki hodowlanej. Wresz-
cie termin ,Srodowisko odzywcze” oznacza po-
zywke hodowlana, zawierajgcg odpowiednie sub-
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stancje przyswajalne, niezbedne dla wzrostu
drobnoustroju. Substancje te obejmujg w szczegél-
noSci Zr6édia wegla i azotu oraz sole mineralne.
Srodowisko odzywcze moze takze zawieraé ewen-
tualne dodatki, takie jak witaminy, $rodki przy-
spieszajace wzrost i pierwiastki §ladowe, niezbedne
dla wzrostu bakterii.

Weglowodany, ktére stanowig zwykle gléwne

Zrédlo przyswajalnego wegla obejmujg najkorzy-

stniej glukoze, laktoze i sacharoze. Zrodiem wegla
moze byé takze mieszanina dwéch lub wiekszej
liczby weglowodanéw.

. S»poé‘réd substancji, ktére moga stanowié gléwne
zr6dlo azotu aminowego najkorzystniejszymi sg

ekstrakty kukurydziane, ekstrakty drozdzowe, hy- -

drolizaty biatkowe; w szczegélnos$ci produkty otrzy-
mywane przez kwasowa lub enzymatyczna hydro-
lize bialek roéhnnych takich jak proteiny soi lub
orzeszkow zlemnych 1/lub hydrolizaty kazeiny,
okre§lane mianem ,tryptonu”. Zrédlo azotu amino-
wego moze takie zawieraé substancje wytworzong
przez kwasowg lub enzymatyczng hydrolize bio-
masy odzyskanej jako produkt uboczny w pro-
cesie biosyntezy pigmentu karotenoidowego, w wy-
niku karotenoidowego, w wyniku hodowli bakterii
rodzaju Flavobacter — zwlaszcza przez hydrolize
biomasy z hodowli drobnoustrojéw Flavobacter,

prowadzonej celem wytwarzania zeaksantyny, po

wydzieleniu z niej uzyskanego pigmentu.

Prowadzgc proces sposobem wedlug wynalazku,
do tanku fermentacyjnego zawierajgcego Srodo-
wisko odzywcze wprowadza sie kulture drobno-
ustroju rodzaju Flavobacter. Wzrost mikroorga-
nizmu podtrzymuje sie nastepnie przez zapewnie-
nie odpowiedniej ilo§ci tlenu w S$rodowisku oraz
utrzymujac odpowiednia temperatur¢ i pH, np.
temperature 28—30°C i pH od 6,5 do 8,0, najko-
rzystniej od 7,0 do 7,5. Szczegblnie korzystne jest
prowadzenie tego pierwszego etapu hodowli w §ro-
dowisku zawierajgcym wigcej niz 35 mg/ml sub-
stancji bedgcej Zrédiem wegla.

Gdy komoérki osiagng odpowiedni stopien wzro-
stu, korzystnie faze wzrostu wykladniczego, jak
réwniez odpowiedni etap wytwarzania zeaksantyny,
woéwezas hodowle kontynuuje sie w temperaturze
22—25°C --przy ciaglym natlenieniu $rodowiska,
utrzymujac jednocze$nie zawarto§é substancji sta-
nowigcej zrédio wegla na poziomie 15—35 mg/ml
przy jednoczesnym zachowaniu zasadniczo statego
stosunku miedzy ilo§ciami substancji stanowigcych
zr6dla wegla i azotu. Najdogodniej jest to przepro-
wadzié przez ciagte dodawanie S§rodowiska odzyw-
czego o stalym skladzie, zawierajgcego substancje
stanowigce Zrédio wegla i azotu w odpowiednich
ilo§ciach i stalym stosunku wagowym wegla do
azotu, korzystnie w granicach od 1,6:1 do 3,4:1.
Przy zastosowaniu korzystnego sposobu postepo-
wania, obejmujgcego prowadzenie pierwszego etapu
hodowli w S$rodowisku zawierajagcym wiecej niz
35 mg/ml substancji bedacej Zrédlem wegla, za-
warto§é tej substancji spada stopniowo w $rodo-
wisku na skutek zuzywania jej przez drobno-
ustroje.
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Zaobserwowano, ze szczegblnie korzystne steze-
nie poczatkowe substancji bedacej Zrédiem we-
gla wynosi od 6 do 8% wagowych .pbéniewaz po-

. czatek stadium wzrostu i wytwarzania zeaksantyny

zbiega sie mniej wigcej z czasem, w jakim za-
warto§¢ substancji.bedacej zZrédtem wegla spada do
wartosci 15—35 mg/ml, wymaganej  w drugim sta-
dium hodowli. Inaczej méwige, przez rozpoczecie
pierwszego etapu hodowli w Srodowisku zawiera-
jacym 6—8% wagowych substancji bedacych zréd-
lem wegla, uzyskuje sie stezenie tej substancji
odpowiednie dla drugiego etapu w tym samym
czasie, jak osiggniecie odpowiedniej fazy wzrostu
wytwarzania zeaksantyny. -Tak wiec
drugi etap hodowli mozna rozpoczynac bezposred-
nio po. pierwszym,

W tym etapie pH peozywki hodowlanej utrzy—
muje sie w granicach od 6,5 do 8,0, najkorzystniej
od 7,0 do 7,5. Warto§¢ pH mozna regulowaé przez
dodawanie substancji alkalicznych, takich jak np.
wodne roztwory wodorotlenku sodowego, wodoro-
tlenku potasowego lub “wodorotlenku amonowego,
badZ tez gazowego amoniaku. Dwie ostatnie sub-
stancje sg szczegblnie .korzystne, poniewaz stano-
wia one jednocze$nie zZrédlo azotu aminowego
przyswajalnego przez drobnoustroje.

Hodowle kontynuuje sie nastepnie przez okres
odpowiedni do otrzymania w pozywce znaczniej-
szych ilo§ci zeaksantyny. Hodowle mozna réwniez
kontynuowaé po zaprzestaniu dodawania substancji
odzywczych. Srodowisko woéwczas bedzie ulegalo
zmianom na skutek zuzywania substancji odzyw-
czych przez drobnoustroje.

Wyniki badan eksperymentalnych wykazaly, ze
przy prowadzeniu hodowli drobnoustroju w spo-
s6b wedlug wynalazku, wytwarzanie zeaksantyny
jest znacznie wieksze niz w przypadku hodowli
tych samych mikroorganizméw, prowadzonej w spo-
s6b konwencjonalny.

Po zakonczeniu hodowli bulion fermentacyjny
mozna zatezyé, a zeaksantyne wyekstrahowaé z ko-
moérek, np. za pomoca polarnych rozpuszczalnikéw
organicznych, takich jak aceton lub etanol, bagdi
tez chlorowanych rozpuszczalnikéw, jak chloro-
form.

Alternatywnie, biomase mozna wydnehé Z po-
zywki hodowlanej, np. na drodze wirowania, de-
kantacji lub filtracji. Biomase t¢ mozna nastepnie
uzyé np. jako dodatek do pozywienia dla kurczat
lub tez mozna podda¢ ekstrakcji za pomoca polar-
nych rozpuszczalnikéw organicznych. Szczeg6lnie
cenne rezultaty uzyskuje sie przez hodowanie
w opisany wyzej spos6b mutantéw wytworzonych
przez dzialanie 1-metylo-3-nitro-1-nitrozo-quanidy-
ny, oznaczanej dalej jako NTG na bakterie rodzaju
Flavobacter, przy zastosowaniu nowej metody wy-
wolywania mutacji polegajacej na dziataniu NTG
na bakterie w zestalonej pozywece.

Mutant wytwarzajgcego zeaksantyne¢ drobno-
ustroju rodzaju Flavobacter mozna uzyskaé¢ np.
przez rozcieficzenie kultury = mikroorganizmu
w sterylnym roztworze fizjologicznym i zmiesza-
nie roztworu w odpowiednich ilo§ciach na szalce
Petri’ego z wodnym roztworem NTG. Mozna': np.
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zastosowaé taka sama objeto§¢ wodnego roztworu
NTG, zawierajacego od 1 do 10 mg tej substancji
w 1 ml Stopiony agar wlewa sie nastepnie do
roztworu i starannie miesza. Po zestaleniu sig
agaru uzyskane stale Srodowisko utrzymuje sie
w inkubatorze, np. w temperaturze 25—28°C, az
do czasu pojawienia si¢ kolonii bakterii w zestalo-
nej pozywce. Kolonie te nastepnie zbiera sie i wie-
lokrotnie nanosi na stalg odzywke.

Otrzymany mutant mozna nastepnie poddaé
jednorazowej lub wielokrotnej obrébce w zestalo-
nej odzywce, celem wywolania mutacji.

.Wyniki do$wiadczen wykazujg, Ze opisany spo-
sOb wywolywania mutacji, prowadzony w zesta-
lonej odzywce za pomocag mutagenéw jak NTG,
powoduje powstanie z bakterii typu Flavobacter
mutantéw, ktére wytwarzajag w identycznych wa-
runkach hodowli znacznie wieksze ilo§ci zeaksan-
tyny niz mozna uzyska¢ od mutantéw wytworzo-
nych konwencjonalnymi metodami z tych samych
bakterii i przy uzyciu tej samej substancji wywo-
lujacej mutacje.

Spos6éb wedlug wynalazku zilustrowano poniz-
szymi przykladami, w ktérych podane procenty sa
procentami wagowymi.

Przyktad I. Ze szczepu bakterii rodzaju Fla-
vobacter (ATCC Nr 21588) wytworzono kulture,
ktéra zaszczepiono w ilosci 5% w wodnym §rodo-
wisku odzyweczym w tanku fermentacyjnym. Srodo-
wisko odzywcze uprzednio wysterylizowano w tem-
peraturze 120°C przez okres 40 minut i ochtodzono
do temperatury 28°C, oraz doprowadzono jego pH
za pomocg amoniaku do warto§ci pomiedzy 6,9 i 7,1.
Srodowisko to mialo nastepujacy sklad:

glukoza (oddzielnie sterylizowana

w roztworze stezonym) 7,0%%
ekstrakt kukurydziany 1,6%
hydrolizat kazeinowy (trypton) 0,8%0
ekstrakt drozdzowy 1,8%
siarczan magnezu 0,5%
olej kukurydziany 0,08%
woda wodociggowa do 100%

Drobnoustroje  hodowano w tanku fermentacyj-
nym w temperaturze 28°C przy energicznym na-
powietrzaniu i mieszaniu, utrzymujgc stale pH
s§rodowiska w granicach 7,2—7,3 przez automatyczne
dodawanie rozcieficzonego wodnego roztworu amo-
" niaku.

W opisanych warunkach hodowla obejmowala
faze inicjacji od 6 do 7 godzin, za§ wytwarzanie
zeaksantyny rozpoczelo si¢ po uplywie 14 godzin
od rozpoczecia hodowli. ‘

Gdy stezenie glukozy w §rodowisku fermentacyj-
nym spadlo stopniowo do warto§ci 25 mg/ml, to
jest po 24 godzinach od rozpoczecia hodowli, tem-
perature Srodowiska obnizono do 24°C. Jednocze$nie
w tanku fermentacyjnym rozpoczeto stopniowe do-
dawanie substancji odzywczej, uprzednio wystery-
lizowanej w oddzielnym zbiorniku, ktérej pH usta-
lono na 7,2. Substancje t¢ wprowadzano . z taka
.szybkosciag, aby stezenie glukozy w Srodowisku
pozostawalo zasadniczo state. Kompozycja odzyw-
cza miala skiad nastepujacy:
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6
glukoza . 32%
ekstrakt kukurydziany 4,7%
" hydrolizat kazeinowy (trypton) 4,3%
ekstrakt drozdzowy 5,5%
woda wodociggowa ‘do 100%

Stopniowe dodawanie tej substancji kontynuo-
wano przez okres 20 godzin, utrzymujgc tempera-
ture $§rodowiska 24°C. Po calkowitym okresie ho-
dowli (50 godzin), okre§lono zawarto§¢ zeaksantyny
w_S$rodowisku fermentacyjnym. W tym celu wy-
dzielono z substancji odzywczej biomase¢ na drodze
wirowania, a zeaksantyne ekstrahowano z komoérek
za pomocg acetonu. Zawarto$§é zeaksantyny w roz-
tworze acetonowym okre§lono kolorymetrycznie,
poréwnujgc zabarwienie roztworu ze standartowy-
mi roztworami syntetycznej zeaksantyny w tym sa-
mym rozpuszczalniku. Stwierdzono, ze zawarto$é
zeaksantyny w S§rodowisku fermentacyjnym wyno-
sita 20 ug/ml.

W celach poréwnawczych ten sam szczep bakterii
hodowano metoda konwencjonalng. Zaszczepiono
go w iloSci 5% objetosciowych w takiej samej iloSci
srodowiska odzyweczego. Srodowisko to, uprzednio
wysterylizowane i ochlodzone do temperatury 28°C
o pH ustalonym miedzy 6,9—7,1 mialo nastepujacy
sklad:

glukoza 10,0%
ekstrakt kukurydziany 1,85%
hydrolizat kazeinowy (trypton) 1,25%
ekstrakt drozdzowy 2,1%
siarczan magnezu 0,5%
olej kukurydziany 0,08%0
woda wodociggowa do 100%o

Hodowle prowadzono przy energicznym napo-
wietrzaniu i mieszaniu, utrzymujac stale pH po-
miedzy 7,2—7,3. Faza inicjacji hodowli wynosita
8 godzin, za§ wytwarzanie zeaksantyny rozpoczelo
sie po 15 godzinach hodowli. Temperature S§rodo-
wiska doprowadzono do 24°C po 24 godzinnej ho-
dowli. Po 55 godzinnej hodowli okre§lono, w uprzed-
nio opisany sposéb, zawarto§é zeaksantyny w §ro-
dowisku fermentacyjnym. Wynosita ona 12 ug/ml.

Przyktad II. Wytworzono kulture szczepu
bakterii rodzaju Flavobacter (ATCC Nr 21081)
w wodnym S§rodowisku odzywczym o pH = 6,5,
ktére miato nastepujacy sklad:

glukoza 3,0%
ekstrakt drozdzowy 1,0%
hydrolizat kazeinowy (trypton) 1,0%
siarczan magnezu 0,5%
woda wodociggowa do 100%

Kulture te, zawierajacg 5 g komoérek mikroorga-
nizmu na 1 litr Srodowiska odzywczego rozcien-
czono nastepnie w .stosunku 1:10% (objetoSciowo) za
pomoca sterylnego roztworu fizjologicznego, za-
wierajaeego 0,9% wagowego chlorku sodu.

1 ml tego roztworu starannie zmieszano na szalce
Petri’ego z 1 ml wodnego roztworu, zawierajacego
5 mg NTG/ml. 10 ml stopionego agaru dodano do
roztworu i oba skladniki starannie wymieszano.
Po zestaleniu sie agaru szalke Petri’ego utrzymy-
wano w temperaturze 25—28°C, az do pojawienia
sie kolonii bakterii w zestalonej pozywce to jest
przez 2—4 dni. Kolonie te nastepnie usunigto
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z szalki Petri’ego i naniesiono w wielu kolejnych
etapach na staly pozywke agarowa, nie zawierajgca
NTG.

Uzyskany szczep mutanta zaszczepiono nastepnie
w iloSci 5% objetosciowych do 100 ml sterylnego
srodsorwiska odzywczego o pH = 6,5, ktére mialo
‘nastepujacy skiad:

glukoza 3,0%
-ekstrakt drozdiowy 1,0%
hydrolizat kazeinowy (trypton) 1,0%
siarczan magnezu 0,5%
woda wodociggowa do 100%

Drobnoustrujej'te hodowano przy dostepie po-
wietrza w $rodowisku w temperaturze 28°C przez
okres 24 godzin, a nastepnie kulture te zaszcze-
piono powtérnie w 2 1 Srodowiska odzywczego
‘0 tym samym skladzie. Po 24 godzinnej fermentacji
w tych samych warunkach, kulture te zaszczepiono
w ilosci 5% objetoSciowych w wodnym roztworze
Srodowiska odzywczego w tanku fermentacyjnym.
Srodowisko odzywecze, ktére uprzednio wysterylizo-
wano w températurze 120°C przez okres 40 minut,
- a nastepnie ochlodzono do temperatury 28°C, mialo
pH doprowadzone przez dodanie amoniaku do
warto$ci 6,9—7,1. Srodowisko to mialo nastepujacy
sklad:

glukoza 7,0%
ekstrakt kukurydziany 1,6%
" hydrolizat kazeinowy (trypton) 0,8%
ekstrakt drozdzowy ’ 1,8%
siarczan magnezu 0,5%
olej kukurydziany 0,08%
woda wodociggowa do 100%

Hodowle prowadzono w tanku fermentacyjnym
w temperaturze 28°C przy energicznym napowie-
trzaniu i mieszaniu, automatycznie utrzymujac
pH S$rodowiska pomiedzy 7,2—7,3. Obserwowano
wstepng, powolng faze wzrostu przez okres 5 do
6 godzin, za§ wytwarzanie zeaksantyny rozpoczeto
sie¢ po uplywie 12 godzin od rozpoczecia hodowli.

Kiedy stezenie glukozy w §rodowisku spadlo
stopniowo do wartosci 25 mg/ml, to jest po 22 go-
dzinach od rozpoczecia hodowli, temperature S$ro-
dowiska obnizono do 24°C i do tanku zaczeto do-
- prowadza¢ w sposéb ciagly substancje odzywecza,
ktérg uprzednio wysterylizowano i ktérej pH do-
prowadzono do wartosci 7,2. Szybko§¢é dodawania
tej substancji byla tak dobrana, aby zawarto§é
glukozy w pozywce hodowlanej pozostawala za-
sadniczo stala. Substancja ta miala nastepujacy
sklad:

glukoza 32,0%
ekstrakt kukurydziany 4,7
hydrolizat kazeinowy (trypton) 4,3%
ekstrakt drozdzowy 5,5%
woda wodociggowa do 100%

Ciggte dodawanie substancji odzywczej konty-
nuowano przez okres 20 godzin, utrzymujac §rodo-
wisko w temperaturze 24°C.

Po calkowitym okresie hodowli (48 godzin), steze-
nie glukozy w §rodowisku zmniejszono do 5 mg/ml

i sposobem opisanym w przykladzie I, okreS§lono

zawarto$é zedksantyny w roztworze. Wynosila ona
335 ug/nil.
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Przykltad III. Mutant szczepu Flavobacter
(ATCC Nr 21081) wytworzono sposobem opisanym
w przykladzie II.

Szczep mutanta zaszczepiono nastepnie w iloSci
4% objetosciowych w tanku fermentacyjnym, za-
wierajagcym wodne $rodowisko odzywecze, uprzednio
wysterylizowane w temperaturze 120°C przez okres
40 minut i ochlodzone do temperatury 28°C. Sro-
dowisko odzywcze, ktérego pH doprowadzono za
pomoca amoniaku do warto$ci pomiedzy 6,9—7,1,
mialo nastepujgcy sklad: .

glukoza 7,0%
ekstrakt kukurydziany , 1,6%
hydrolizat z orzeszk6w ziemnych 0,7%
ekstrakt drozdzowy 2,0%
siarczan magnezu 0,5%
olej kukurydziany 0,08%0
woda wodociggowa do 100%o

Mikroorganizmy hodowano w tanku fermenta-
cyjnym w temperaturze 28°C w sposéb opisany
w przykladzie II.

Gdy stezenie glukozy w pozywce hodowlanej
osiggnelo wartos§é 25 mg/ml, temperature pozywki
obnizono do 24°C i rozpoczeto ciggle dodawanie
substancji odzywczej, uprzednio wysterylizowanej,
ktérej pH doprowadzono do warto§ci 7,2. Szybkos§é
dodawania tej substancji utrzymywano taks, aby

stezenie glukozy pozostawalo zasadniczo stale.

Substancja odzywcza miala nastepujacy skilad:
glukoza 32,0%
ekstrakt kukurydziany 4,7%
hydrolizat z orzeszk6éw ziemnych 3,5%
ekstrakt drozdzowy 6,0%0
woda wodociggowa do 100%

Dodawanie substancji odiywczej kontynuowano
przez okres 20 godzin w temperaturze 24°C.

Po catkowitym okresie hodowli, wynoszacym
51 godzin, stezenie glukozy w S$rodowisku zmniej-
szono do 7,5 mg/ml. Stezenie zeaksantyny, okre$lane
w sposOb opisany w przykladzie I, wynosilo
312 ug/ml. :

Przyktad IV. Kulture Flavobacterium aquatile
ATCC Nr 11947 zaszczepiono w ilosci 5% do wod-
nego Srodowiska odzywczego, umieszczonego w tan-
ku fermentacyjnym. Srodowisko to, uprzednio wy-
sterylizowane w temperaturze 120°C przez okres
40 min i ochlodzone do temperatury 28°C posia-
dalo pH ustalone za pomocg amoniaku w grani-
cach 6,9—17,1. Srodowisko odzywcze mialo nastepu-
jacy sklad: N

- glukoza 7,0%
ekstrakt kukurydziany 1,6%
hydrolizat kazeinowy (trypton) 0,8%
ekstrakt drozdzowy 1,8%
siarczan magnezu 0,5%
olej kukurydziany 0,08%
woda wodociggowa do 100%-

Drobnoustroje hodowano w tanku fermentacyj-
nym w temperaturze 28°C przy energicznym napo-
wietrzaniy i mieszaniu, utrzymujac stale pH Srodo-
wiska pomiedzy 7,2 i 7,3 przez automatyczne do-
dawanie rozciefczonego wodnego roztworu -.amo-
niaku.



78 538

.9

-+ Hodowla'. prowadzona- w . opisanych - warunkach
obejmowala okres-wstepny- 6T godz za§ wytwa-
rzanie zeaksantyny : :rozpoczeto . sie.” po -, uplsnwxe
14 godzin od rozpoczecia hodowli.

Gdy - stezenie glykozy :w §rodowisku fermenta-
cyjnym . zmniejszylo sie _stopniowo - do . warto$ci
25..ang/ml, . to jest po 2 godzinach -od rozpoczecia
hodowli, temperature Srodowiska, obnizono. do. 24°C
" i rozpoczeto ciggle dodawanie substancji:odzywezej
uprzednio wysterylizowanej .w:oddzielnym zbiorni-
ku, ktérej .pH. doprowadzono. da wartosci =7,2.
Szybko§é dodawania .substancji .odzywezej: utrzy-
mywano taka, aby zawarto§¢ glukozy w $rodawisku
pozostawala . zasadniczo stata. Substancja odzywcza
miala nastepujacy skilad: R
. 342,0%

glukoza: - - o il
ekstrakt kukurydmany s 4,7%
-~ hydrolizat kazeinowy (trypton) © i+ -7I. ..4,3%0
-ekstrakt drozdzowy - Co - 5,5%
wioda wodociggowa ~-do 100% "

Ciagte dodawanie substancn odiywczej kontynuo—
wano przez ‘okres 20 godzm utrzymumc tempera-
ture §rodowiska 24°C.- .

Po catkowitym czasie ‘hodowli (50 godzin), okres-
lono zawarto$§é zeaksantyny W Srodow1sku fermen-
tacyjnym metoda chromatografii menkowarstwowej
i spektroskopii w nadfiolecie.

Zawarto$¢ zeaksantyny w érodowmku fermenta-
cyjnym wynosita 16 yg/ml

W ‘celach por()wnawczych ten sam szczep bakterli
hodowano metoda konwenCJonalna Zostal on za-
szczepiony w iloéci 5% objeto$ciowych do tej samej
ilo$ci §rodowiska odzywczego. Srodowisko uprzednio
wysterylizowano i ochiodzono do temepratury
28°C, za$§ pH Srodowiska doprawadzono do wartosci
6,9—17,1. Srodowisko to mialo nastepujacy sklad:

glukoza. 10,0%
ekstrakt kukurydziany © 1,85%
hydrolizat kazeinowy (trypton) 1,25%
ekstrakt drozdzowy 2,1%
siarczan magnezu 0,5%
olej kukurydziany 0,08%
woda wodociggowa do 100%

Hodowle prowadzono przy energicznym napo-
wietrzaniu i mieszaniu z ciggla regulacja pH
“w granicach 7,2—17,3. Zaobserwowano okres wstepny
wynoszacy 8 godzin, za§ wytwarzanie zeaksantyny
rozpoczelo sie po uplywie 15 godzin od rozpocze-
cia hodowli. Temperature §rodowiska obniZzono do
24°C po 24 godzinach od rozpoczecia hodowli. Po
uplywie 55 godzin od rozpoczecia hodowli okreslo-
no, w opisany wczeéniej sposéb, zawarto$é zeak-
santyny w S$rodowisku fermentacyjnym; wynosila
ona 12 ug/ml.

Przyklad V. Prowadzono hodowle Flavobac-
terium aquatile ATCC Nr 1194 w wodnym $rodo-
wisku odzywczym, ktérego pH wynosito 6,5. Srodo-
wisko to mialo nastepujgcy sklad:

glukoza 3,0%
ekstrakt drozdzowy 1,0%
hydrolizat kazeinowy (trypton) 1,0%
siarczan magnezu 0,5%
woda wodociggowa do 100%o

10

15

20

30

35

40

45

50

55

60

65

‘10

s~ Kulture te, zawierajaca 5 g komoérek drobpo-
-ustreju na 1 litr $rodowiska odiywezego rozgiefi-
Gzono: -nastepnie.. w stosunku ..1:102 (ebjetosciowo)

za -pomocg; sterylnego: roztworu fizjolegicznego, za-
wierajacego 0,9%; wagowych chlorku sodowego. -
Na szalce Petri’ego starannie zmieszano 1 ml te-
go roztweru, z 1 ml roztworu -wodnego, zawieraja-
cego 5 mg NTG/ml. Nastepnie dodano 10 ml sto-
pionego-.agaru_i -agar -wymieszano-starannie .z roz-
twiorem, - Po . zestalemu .sie: agaru, §zalka Petri 'ego
utrzymywano - w. temperaturze .25—28°C, az_do
czasu 'pojawienia sig. kolonii bakterii w zestalonm
pozywce, to. jest przez 2—4 dni. Kolonie te na-
stepnie .usunieto z 'szalki : Petri’ego i naniesiono
w szeregu: kolejnych operacji -na.staly. pozywke
agarowg, : pozbawiena.- NTG. Wytworzony .szczep
mutanta. zaszczepiono nastepnie w_ilo§ci 5% obje-
tosciowych-do 100 ml sterylnego srodow1ska odzyw-

czego 0. pH.= 6,5, ktére m1alo nastepujqcy skiad: -

. glukoza ~.3,8%s.
- ekstrakt- drozdzowy 1,0_%;
_-hydroligat kazeinowy (trypton) .1,0%
_ siarczan- magnezu 0,5%
-woda wodociagowa do. 100%

‘Drobnoustrojer hodowano - przy- dostepie: -tlenu
w tym sarym -$rodowisku - w temperaturze 28°C
przez okres 24°godzin, a nastepnie kulture zaszcze-
piono:-do 2 1 §rodowiska odzyweczego o tym samym
skladzie.

“Po 24 godzinnej fermentacji w- tych samych
warunkach; te ostathig  Kulfture zaszczepiono - po-
wtérnie w iloSci 5% objetosciowych w wodnym
$rodowisku odzywczym, umieszczonym w tanku
fermentacyjnym. Srodowisko to uprzednio wy-
sterylizowano w temperaturze 120°C przez okres
40 minut i ochlodzono do temperatury 28°C, a jego
pH doprowadzono przez dodanie amoniaku do war-
tosci 6,9—17,1. Srodowisko odzywcze mialo nastepu-
jacy sktlad:

glukoza (oddzielnie sterylizowana

w roztworze stezonym) 7,0%
ekstrakt kukurydziany 1,6%
hydrolizat kazeinowy (trypton) 0,8%
ekstrakt drozdzowy 1,8%
siarczan magnezu 0,5%
olej kukurydziany 0,08%0
woda wodociggowa do 100%

Gdy stezenie glukozy w Srodowisku spadio stop-
niowo do wartoSci 26 mg/ml, to jest po 22 godzi-
nach od rozpoczecia hodowli, temperature sSrodo-
wiska obnizono do 24°C i rozpoczeto ciggle do-
dawanie substancji odzywczej, ktérg uprzednio wy-
sterylizowano i ktérej pH doprowadzono do war-
tosci 7,2. Substancje odzywcza dodawano z takg
szybko$cig, aby stezenie glukozy w $§rodowisku po-
zostawalo zasadniczo stale. Substancja odzywcza
miata nastepujacy sktad:

glukoza 32,0%
ekstrakt kukurydziany 4,7%
hydrolizat kazeinowy (trypton) 4,3%
ekstrakt drozdzowy 5,5%
woda wodociggowa do 100%

Ciggle dodawanie substancji odzywczej konty-
nuowano przez okres 20 godzin, utrzymujgc tem-

Tl
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perature $rodowiska 24°C. Po sumarycznym czasie
hodowli trwajacym 48 godzin, stezenie glukozy
w §rodowisku zmniejszono do 5 mg/ml i oznaczono
zawarto§é zeaksantyny sposobem opisanym w przy-
kladzie IV. Wynosila ona 40 g/ml.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania zeaksantyny przez hodo-
wanie drobnoustrojéw wytwarzajacych zeaksantyne
rodzaju Flavobacter lub jej mutanta, znamienny
tym, ze drobnoustréj hoduje sie. w $rodowisku od-
zywczym przy pH = 6,5—8,0 do momentu uzyskania
komérek w stadium wzrostu i do rozpoczecia wy-
twarzania zeaksantyny, a nastepnie komoérki te
hoduje sie dalej, w temperaturze 22—25°C z od-
powiednim natlenieniem, w wodnym §rodowisku
odzywezym zawierajagcym co najmniej jeden weglo-
wodan w stezeniu 15—35 mg/ml jako Zrédlo przy-
swajalnego wegla, oraz co najmniej jedno Zrédio
przyswajalnego azotu aminowego, zawierajace
wolne aminokwasy, przy czym w czasie hodowli
ilo§¢ substancji stanowigcych zrédia wegla i azotu
utrzymuje sie¢ w stalym stosunku przez ciagte ich
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mniej jedng substancje taka jak amoniak, ekstrakt
kukurydziany, ekstrakt drozdzowy, hydreolizat
bialkowy i hydrolizat biomasy z hodowli mikro-
organizméw rodzaju Flavobacter.

4. Spos6b wedlug zastrz. 1—3, znamienny tym, ze
drobnoustroje hoduje sie najpierw w srodowisku
odzywczym zawierajacym wiecej niz 35 mg/ml sub-
stancji bedacej Zrédiem przyswajalnego wegla za-
wierajacej co najmniej jeden weglowodan, na-
stepnie pozwala sie¢ na zmniejszenie zawartosci
weglowodanu do warto$ci pomiedzy 15 i 35 mg/ml
i kontynuuje sie dalej hodowle w temperaturze
22—25°C.

5. Spos6b wedlug zastrz. 4, znamienny tym, zZe
stosuje si¢ pozywke hodowlang zawierajgcg na po-
czatku hodowli 6—8% substancji bedacej Zrédiem
przyswajalnego wegla.

6. Spos6b wedlug zastrz. 1—5, znamienny tym,
Zze podczas hodowli dodaje sie sukcesywnie sub-
stancje bedaca Zrédiem wegla i azotu we wzajem-
nym stosunku wagowym 1,6:1—34:1.

7. Spos6b wedlug zastrz. 6, znamienny tym, ze
stosuje sie¢ mutant uzyskany w wyniku dzialania
1-metylo-3-nitro-1-nitrozoguanidyny na bakterie

dodawanie, a hodowle prowadzi si¢ do momentu 25 rodzaju Flavobacter w zestalonej pozywce.
wytworzenia zeaksantyny w odpowiedniej iloSci. 8. Spos6b wedtug zastrz. 1—7, znamienny tym, ze
2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako drobnoustréj stosuje sie szczep Flavobacter
jako weglowodan stosuje sie glukoze, laktoze lub ATCC Nr 21081 lub Flavobacter ATCC Nr 21588.
sacharoze. 9. Spos6b wedlug zastrz. 1—8, znamienny tym, ze
3. Spos6b wedlug zastrz. 1 i 2, znamienny tym, ze 30 jako drobnoustr6j stosuje sie szczep Flavobacterium
jako Zrédlo azotu aminowego stosuje sie co naj- aquatile ATCC Nr 11947.
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