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ШТАММ БАКТЕРИЙ BACILLUS POLYtlY-
ХА - ПРОДУЦЕНТ ПОЛИМИКСЛИА

(57) Изобретение относится к биотех-
нологии и касается получения нового
штамма бактерий - продуцента полисаха
рида полимиксана, который может быть
использован в пищевой, медицинской
промышленности, а также в нефтедобы-
че в районах засоленных почв, где эф-
фективность применения ДРУГИХ полиса-
харидов существенно снижается-
Целью изобретения является получение
штамма бактерий Baci l lus polyrnyxa
ВКПМ R-A902 (Й59-ЛЗ), обладающего
повышенным накоплением полимиксана
и высокой стабильностью. Штамм спо-
собен на среде с гидролизованным ку-
курузным крахмалом после 36 ч куль-
тивирования накапливать в культурель-
ной жидкости до 22 г/л полимиксана,
1 табло

Изобретение относится к биотех-
нологии и касается получения нового
штамма бактерий - продуцента поли-
сахарида полимиксана, который может
быть использован в пищевой, медицине™
кой промышленности, а также в нефте-
добыче в районах засоленных почв,
где эффективность применения других
полисахаридов существенно снижается.

Известен штамм Baci l lus polymyxa
Й59 ' продуцент полимиксана- Однако
штамм обладает низкой продуктив-
ностью,.

Известен штамм В, polymyxa ВКПМ
В-ЗО15 (1^59~В), полученный из штам-
ма В, роіутпуха Й59 посредством мута-
генеза и последующей селекции Не-

11-92. 1 Г " і

достатком штамма является относитель-
но низкая продуктивность и легкая дис
социируемость, что затрудняет про-
мышленное производство полимиксана.

Целью изобретения является получе-
ние штамма бактерий В polymyxa ВКПМ
В-^902 (Й59-ЛЗ), обладающего повы-
шенным накоплением полимиксана и
высокой стабильностьюо

Гітамм получен из штамма В, po-
lymyxa ВКПМ 8-3015 путем отбора спон-
танно возникающих крупных (быстрорас-
тущих) колоний 5~типа, синтезиоую-
щих много слизи и не диссоциирующих
при пересевах»

~ПГ%мм хранят в лиосрилизированном
состоянии н і регламентной питатель-
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ной среде (см.пример 1) или в холодиль-
нике при температуре ^°С на косяках
с картофельным агаромо Периодичность
пересевов раз в 2-3 месяцае

Штамм имеет следующую характерис-
тику,,

Культурально-морфологические приз-
наки,, Палочки с закрепленными конца-
ми размером (2,0-5,0)х(0,6-1,0) мкм,
одиночные и в цепочках по две клетки,
грамположительные, подвижные (перит-
рихиальное жгутикование), окружены
мощной капсулой., Споры цилиндричес-
кие, расположены в клетке централь-
но или терминально.

На картофельном агаре (КА) коло-
нии крупные (7-Ю мм), сероватые,
обильно слизистые, выпуклые, круглые
или бесформенные из-за растекающей-
ся спизи; поверхность гладкая, блес-
тящая; консистенция вязкаяо Расщеп-
ление на R-формы крайне редкоо

На мясо-пептонном агаре (МПА) коло
нии мелкие [2-k мм), прозрачные, 25
п л о с к и е , с фестончатым к р а е м .

Не скошенном МПА р о с т у м е р е н н ы й ,
с п л о ш н о й , с волнистым краем о

На скошенном КА р о с т о б и л ь н ы й ,
с п л о ш н о й , с ровным к р а е м о ЗО

На м я с о - п е п т о и н о м б у л ь о н е р о с т
у м е р е н н ы й , п о м у т н е н и е о д н о р о д н о е ,
пленки нет, осадок слабый, хлопьевид-
ны Йо

Рост на среде, содержащей гидро- 3 -
лизованный кукурузный крахмал, уско-
ренный, помутнение однородное; плен-
ка кольцеобразная толстая, плотная
слизистая, гладкая; осадка нет,

Физико-биохимические признаки*
Отношение к источникам углерода:

утилизирует глюкозу, сахарозу, ара-
бинозу, ксилозу, галактозу; не ути-
лизирует лактозу; гидролизует крах-
мал о

Отношение к источникам азота: ис-
пользует аммонийную и нитратную фор-
мы азота, а также органические источ-
ники азота (кукурузный экстракт, гид-
ролизат казеина, белково-витаминный
концентрат, пептон, дрож*<евой авто-
лизат).
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Разжижает желатину„
Рост возможен при температуре от

20 до 40°С; оптимальная область
24-29°Со

Заметный рост и биосинтез экэопо-
лисахарида (ЭПС) возможен в диапазо-

55

не рН 6,0-8,0; оптимальные условия рН
,7,0-7,5- l

Максимум накопления полимиксана
(20-27 г/л) достигается на 36-40 ча-
су роста; динамическая вязкость куль-
туральной жидкости составляет 200-
250 сПз при 300 об/мин0

Синтез ЭПС повышается при увели-
чении в среде концентрации источни-
ка углерода (смотаблицу)

Влияние концентрации углерода в
среде на синтез полимиксана
штаммом BD polymyxa ВКПМ В

Концентра-
ция угле-
водов в
среде,
г/л

10
30
50
70

Удельный
выход по-
лимикса-
на t г/л

1 ,52+0,10
^,361:0,15
**,584:0,17
*f,82+0,08

Удельная
скорость
роста,

ч

0,76
0,83
0,82
0,73

В отличие от известных предлжен-
ный штамм образует количество поли-
миксана одного уровня на средах, со-
держащих крахмал различной степени
расщепления

Влияние степени гидролиз крахмала
на биосинтез ЭПС штаммом В„ p o l y -
туха ВКПМ ^

Концентрация
полимиксана,

г/л

22,9
22, k
22,3

Степень гидро-
лиза крахмала,'

to
зо
70

П р и м е р 1 О Штаммом BD polymy-
xa ВКПМ В-^902 засевают посевную пи-
тательную среду следующего состава,
%°. гидролизованный кукурузный крах-
мал 1,5 (по РВ); кормовые дрожжи
(БВК) 0,75в однозамещечный фосфат
калия 0,05; двузамещенный фосфат ка-
лия 0,05; сульфат магния 0,02; хло-
ристый кальций 0,02,: углекислый каль-
ций 0,75.
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В качестве исходного материала ис-

пользуют трехдневную культуру, выра-
щенную на скошенном картофельном ага-
ре при температуре 2ЯИ°С0

Предварительно посевную питатель-
ную среду по 150 мл разливают в кол-
бы объемом 750 мл. Выращивание по-
севного материала осуществляют при
температуре 28;И° С в течение 24 ч„
Затем по 10 мл посевного материала
вносят в асептических условиях в
15 качалочных колб объемом 750 мл,
содержащих по 200 мл питательной
среды следующего состава, %: гидро-
лизованныи кукурузный крахмал **,0;
кормовые дрожжи (БВК) 0,5; однозаме-
щенный фосфат калия 0,05; двузамещен-
ный фосфат калия 0,05; сульфат маг-
ния 0,02; хлористый кальций 0,0?;
углекислый кальций 0,75.

Колбы помещают на круговую качал-
ку со скоростью вращения 220+5 об/мин
Температура культивирования 28±1 °С,
время биосинтеза 36 ч0

По окончании процесса определяют
уровень накопления полимиксана пу-
тем осаждения разбавленной в два ра-
за культуральной жидкости трехкрат-

рильную колбу объемом 5 л и -закрытым
способом производят засев поге^чого
аппарата объемом 6,3 м 3 . Коэффициент
загрузки 0,5- Питательная среда в
посевном аппарате аналогична описан-
ной в примере 1„

Выращивание посевного материала
в аппарате 13 ч при температуре 28+

10 +1°С; начальный рН 7,2; аэрация
0,^-0,5 об. на 1 об./мин, противо-
давление в аппарате 0,5 атм, интен-
сивность перемешивания 150 об/мин.

Выращенную культуру используют
15 как посевной материал для выращива-

ния штамма в промышленном аппарате.
В Ферментер емкостью 63 м3 при

загрузочном коэффициенте 0,5 загружа-
ют питательную среду, содержащую

20 м а с Д : гидролизованныи кукурузный
крахмал 2,7 (по РВ); кормовые дрожжи
(БВК) 0,25; калий фосфорнокислый од-
нозамещенный 0,05; калий фосфорно-
кислый двузамещенный 0,05; сульфат

25 магния 0,02; кальция хлорид 0,02о

Начальный рН 7 , 1 ; температура 28+1 С;
аэрация 0,4-0,5 обо/1 об. среды 8
1 мин; интенсивность перемешивания
175 об/мин; противодавление 0,5 атм,

ным объемом этанола„ Уровень накопле- 30 Проводят корректировку значения рН
ния полимиксана в культуральной жид- До 6,8 - 7,2 с помощью 10%-ного раст-
кости составляет 22,1 г/л о вора NaOHc

П р и м е р 2= Штаммом Р„ polymyxa
ВКПМ В-^902, смытым с косяка карто-
фельного агара, засевают посевную
питательную среду состава по приме-
ру К Выращивание 30 колб посевного
материала осуществляют в течение
Ik ч при температуре 28+1 С на кру-
говой качалке (220+5 об/мин). Затем
в асептических" условиях полученный
посевной материал переносят в сте-

Время биосинтеза полимиксана
37 Чо Накопление полимиксана в куль-

35 туральной жидкости 18,*I г/л, эф-
фективная вязкость 235+5 сПз„
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Ф о р м у л а и з о б р е т е н и я

Штамм бактерий B a c i l l u s polymyxa
ВКПМ В-4902 - продуцент полимиксанао
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