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Sposób wytwarzania L-lizyny

Przedmiotem wynalazku jest sposób wytwarza¬
nia LnOiizyny na drodze fermentacji ze zwdiększo-
nymi wydajnościami, kt6ry polegja na hodowaniu
mdkrooriganizmu wytwarzającego L-lizynę w śro¬
dowisku odżywczym z dodatkiiem płynu (hodowla¬
nego zawierającego mikroorganizm wytwarzający
L-leucynę.

Lnliizyna jest dobrze znana jako jeden z pod¬
stawowych aminokwasów odżywczych dla ludzi i
zwdierząjt, i istnieje duże zapotrzebowanie na nią
jako ma pożywienie i dodatek do pokarmu zwierzę¬
cego.

Dotychczas, znano dużo różnych sposobów fer¬
mentacyjnego wytwarzania L-lizyny. Tytpowy pro¬
ces obejmuje stosowanie wytwarzających L-lizynę
mutantów bakterii maczugowych wytwarzających
kwas glutaminowy, których11 przedstawicielem jest
Corynebacterium giutamicuim.

Bakterie macziugowe, wytwarzające kwas gluta-
mdnowy, są dokładnie omówdone w 'literaturze.
Ogólnie cłiarakteryzają się one kształtem od elip¬
soidalnego do krótkich pałeczek, są gramdodatnie,
nie wytwarzają zarodników, są nieruchliwe, po¬
trzebują biotyny i gromadtzą duże ilości kwasu
Lngiutamiiinowego.

Liczne bakterie maczugowe, wytwarzające kwas
glutaminowy, były już opisywane. Sklasyfikowane
są przez taksonomistów, którzy prowadzili bada¬
nia nad tymi bakteriami, na następujące gatunki:

Corynebacterium glutamicum, Brevibaoteni'im
antinogenes, Breviilbacterium divaricatumj Bre-
vibacterium flavuim^ Brevibacteriuim lactofer-
menitum, Breviiibacterium roseum, Brevribacte-

5 rium saccharolyticum, Brevibacteriuim immiario-
iphilium, Corynebaicterium acettoacidophilum, Go-
rynebacteriuim iierculis, Corynebacterium lilium,
Corynebącteriium caillunae, .Microbacterium amimo-
niaphilum i Arthrobacter. Jednakże taksonomicz-

!0 nie są one bardzo zbliżone do wszystkich innych
opisanych przez Abe d 'innych w J. General and
Applied Microbictogy, V©1. 13, 279—«3Q1 (1967). Bak-

' terie maczugowe, wytwarzające kwas glutamino¬
wy, reprezentcwane są przez Corynebacterium glu-

15 tamiicum.
Mutanty bakterii maczugowych, wytwarzających

kwas glutaminowy, wytwarzające L-lizynę, cha¬
rakteryzują sdę ogólnie tym, że mają przyniajimniej
jedną z dwóch własności wynikającą z mutacji

20 genowej.
Jedną z dwóch własności jest całkowita lub

niecałkowita blokada drogi biiosyntetycznej dla
produkcji odpowiednich aminokwasów. Własność
ta uznawana jest jako wymójg dla aminokwasów

25 takich, jak L-homoseryna, L-treonina, L^metdo-
ninta, L-leucyną, L-izoleucyna dtd. lulb jako wraż-
liwiość na L-trecminę luib L-imefcioninę. Inną cechą
jest całkowiite lub niecałkowite odchylenie sprzę¬
żenia zwrotnego .przez aminokwasy. Własność ta

30 jest traktowana jako odporność na aminokwasy
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takie, jak L-łizyna, L-trecnina itd. lab ich ana¬
logii takie, jak S^/2-amincetylo/-L-cyBteina itd.

Wydajność L-Lizyny, uzyskanej z mutantów wy¬
twarzających L-liizynę o powyższych własnościach,
jest polepszona przez kombinacje dalszych gene¬
tycznych mutacji innych niż opisane wyżej, na
przykład, wymaganych dla takich aminokwasów
jak L-walima, L-tyrozyma itd., witaminy takie, jak
tiamiina, witamina B12 itd., i zasady p*irynowe ta¬
kie, jak adenina, guanina itd. Ponadto, wydajność
L-lizyny polepsza się także iprzez kombinację ge¬
netycznych mutacji innych niż te, które opisano
wyżej, na przykład, odpornych na aminokwasy
takie, jak L-izoleucyna, ich analogi takie, jak kwas
2-amino-3metylotiOHma,słowy itd. i antybiotyki
tafcie, jak penicylina G, polimiksyna B itd. Do- pre¬
ferowanych mutantów wytwarzających L-lizynę
należą:
Micrococcus glutamicum ATCC 15286, ATCC
13287, Brwiibacterium flavum ATCC 21475,
ATCC 2111(27, ATCC 21138, ATCC 215/17,
ATCC 21&18, ATCC 2L528, ATCC 21(529 i Co-
rynebaoteriium glutamicum ATCC 21299, ATCC
21(300, ATCC 21513, ATCC 2L514, ATCC 21515,
ATCC 21516, ATCC 2ia27, ATCC 21544 KY
10403, KY 10O31.

Większość wyżej omówionych specyficznych mu¬
tantów opisano w opisach patentowych Sta¬
nów Zjednoczonych Ameryki Nr 2.979.430, 3.616.215,
3j687.810, 3.707.441, 3.708.395 i opisie paten¬
towym brytyjskimi Nr 1.186J*88.

Przy wytwarzania L-lizyny przez hodowanie
szczepów produkujących L-lizynę, jak to opi¬
sano wyżej, szczepy te hoduje się w warunkach
tlenowych w środowisku zawierającym przyswa¬
jalne źródło węgla, źródło azotu, substancje nie¬
organiczne i inne pożywki. O ile badania nad pro¬
dukcją L-diizyny przy użyciu szczepów produkują¬
cych L^liizynę wykazywały, że muszą być spełnio¬
ne war mki takiie, jak dla L-leucyny, to obecnie
stwierdzono, że trzeba stosować płyn hodowlany
mutanta wytwarzającego Lnleucynę jako dodatek
do środowiska hodowlanego odpowiadającego L-
-leucynde.

W rezuUtaciie, nieoczekiwanie stwierdzono, że wy¬
dajność Lnlrizyny, otrzymywanej przez szczepy wy¬
twarzające L-lizynę, znacznie wzrosła. Ponadto
stwierdzono,, że efekt jest dużo większy w stosun¬
ku do tego, jaki osiąga się gdy dodaje się wolną
L-leucynę do środowiska w ilości odpowiadającej
ilości, jaka znajduje się w płynie hodowlanym
mutanta wytwarzającego L-leucymę. Stwierdzono
także, że efekt dodania płynu hlcdowianego mutan¬
ta wytwarzającego L-leucymę uzyskuję się nie
tylko wtedy, gdy szczep produkujący L-lizynę
spełnia wymogi dla L-leucyny ale także wtedy,
gdy stosuje się szczep wytwarzający L-lizynę o
różnych własnościach.

Wytwarzanie L-leucyny na drodze fermentacji
jest także dobrze znane. Tak jak w przypadku
z mutantami wytwarzającymi L-lizynę, mutanty
wytwarzające L-leucymę mają przeważnie co naj¬
mniej jedną własność z tych, jakde wymagane są
przez odpowiednie aminokwasy takie, jak L-izo¬
leucyna, L-metionina i L-walona oraz odporność

na aminokwasy, włączając L-leucynę i inne ana¬
logii takie, jaik kwas alfa — aim^o-m^łoW^ J&Ł,
wynikające z całkowitej lub niecałkowitej blokady
drogi biosymtetyczmej i całkowitego lub niecałfeo-

b witego odchylenia sprzężenia zwrotnego. Wydaj¬
ność L-leucyny polepsza się przez kombinowanie
własności innych niż opisano wyżej, na przykład,
wymogów dla aminokwasów takich, jak L-feny-
loalamoma itd. Poza tymi, wydajność zwiększa -się

io także przez komiblinację odporności na aminokwa¬
sy takie, jak L-Mzyna, L-histydyma itd. oraz ich
analogii takie, jak S^2-aimmoety(W-L-cysteina, 2-
^tiazoloalanina 'itd.

Preferowane mutanty wytwarzające L-leucynę
15 obejmują: Brevuibacterium flavum (FERM —P No.

1838) ATCC 21889, Brevtibacteriium lactofermen-
tum (FERM—P No. 1837) ATĆC 21888, Ćorynebac-
terium glutamicum ATCC aii3G1^21308, ATCC
211885, ATCC 21886 (FERM—P No. 1836),

20 oraz Corynebacterium acetocidophilum (FERM—P
No. 1836) ATCC 21887.

Niektóre z wyżej wymienionych specyficznych
szczepów opisano w japońskim zgłoszeniu patento¬
wym nr 101589/74.

25 Dzięki stosowaniu sposobu według wynalazku
uzyskuje się znacznie polepszone wydajności L-lii-
zyny. Uzyskuje się to przez hodowanie mutantów
wytwarzających L-lizynę w środowisku, wzboga¬
conym dodatkiem płynu hodowlanego mutantów

30 wytwarzających L-leucynę. Mechanizm ten nie
jest dotychczas jeszcze wyjaśniony. Dobrze znane
jest zwiększenie wydajności L-dizyny przez do¬
datek różnych aminokwasów. Jak stwierdzono wy¬
żej, wpływ dodania płynu hodowlanego mutantów

35 wytwarzających L-leucynę nie wynika tylko z .po¬
wodu L-leucyny, zawartej w cieczy kulturowej.
Chociaż płyn hodowlany mutantów wytwarzają¬
cych L-leucynę zawiera różne aminokwasy, iiine
niż L-leucyna, to stwierdzono także wpływ dodąt-

*o ku płynu hodowlanego, nie przypisując tego takim
aminokwasom, jak poprzednio szczegółowo opisa¬
no. Ponadto, wpływ dodania płynu hodowlanego

u mutantów wytwarzających L-leucynę jest bardzo
charakterystyczny, ale nie znaleziono takiego wpły-

« wu wówczas, gdy stosowano płyn hodowlany mi¬
kroorganizmów wytwarzających kwas L^glutami-
nowy, i <*ĘĘ

Zgodnie ze sposobem według wynalazku, L-lizy¬
nę wytwarza się ze zwiększonymi wydajnościa-

50 md przez hodowanie mutanta, wytwarzającego L-
-4izynę, bakterii maczugowych, produkujących kiwas
glutaminowy, w środowisku odżywczym z dodat¬
kiem płynu hodowlanego, otrzymanego przez ho¬
dowanie mutanta, wytwarzającego L-leucynę, bak-

55 terii maczugowych, produkujących kwas glutami¬
nowy.

W sposobie wedłog wynalazku do produkcji L-
-lizyny można stosować dowolny mutant, wytwa¬
rzający L-lizynę, bakterii maczugowych, wytwa-

60 rzających kwas glutaminowy, o wyżej opisanych
własnościach.

W sposobie według wynalazku do hodowli mu¬
tanta, wytwarzającego L-lizynę, można stosować
środowisko syntetyczne albo naturalne tak długo,

05 jak długo zawiera ono źródło przyswajalnego wę-
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gla, źródło azotu, substancje nieorganiczne i inne
składniki przyspieszające wzrost, wymagane przez
stosowane tu określone szczepy.

Jako źródło węgla w zależności od stosowanych
mikroorganizmów można stosować węglowodany
takie, jak glukoza, fruktoza, sorbitol, mannitol, gli¬
ceryna, krochmal, hydrolizat krochmalu, itd., me¬
lasa, końcowe melasy z doa itd., i alkohole takie,
jak metanol, etanol, itd., kwasy organdczne takie,
jak kwas octowy, kwas fumarowy, kwas mlekowy
itd. W praktyce, jako źródło węgla preferowane
są melasa, końcowa melasa z dna, kwias octowy
i glukoza.

Jako źródło azotu można stosować amoniak, or¬
ganiczne i nieorganiczne sole amoniowe takie, jak
chlorek amonu, siarczan amonu, węglan amonu,
octan amcnu, fosforan amonu itd., związki zawie¬
rające azot także, jak mocznik itd., peptony, eks¬
trakt mięsny, ekstrakt drożdżowy, ciecz z moczo¬
nej kukurydzy, hydrolizat kazeinowy, mięso rybie,
wyciąg z mięsa rybiego, ódłtiiszczcną sciję, wy¬
ciąg z odtłuszczonej sojd, hydrolizat kwasowy pro¬
teiny sojowej itd. Poza tym, można stosować
substancje nieorganiczne, takie jak dwuwodoroor-
to fosforan potasu, kwaśny fosforan potasowy,
siarczan magnezu, chlorek sodu, siarczan żelazawy,
siarczan magnezowy, węglan wapniowy itd.

Ponadto, gdy mutanty wytwarzające L-lizynę
mają pożywkę, wymaganą przez aminokwasy, wi¬
taminy, zasady purynowe itd., to oczywiście od¬
powiednie ilości takich pożywek muszą być do¬
dane do środowiska. Na przykład, bakteria ma¬
czugowa wytwarza kwas glutaminowy i dlatego
jej mutanty wytwarzające L-lizynę wymagają do
wzrostu bic<tyny. Zgodnie z tym konieczne jest,
aiby w środowisku odżywczym znajdowała się od¬
powiednia ilość biotyny. To jest zrozumiałe, że
jeśli pożądane pożywki znajdują się w innych
składnikach środowiska, .to nie jest konieczne spe¬
cjalne dodawanie źródeł tych pożywek do środo-

. wiska.
Zgodnie ze sposobem według wynalazku, doda¬

tek płynu hodowlanego, otrzymanego przez hodo¬
wanie mutanta, wytwarzającego Lnleucynę, do
środowiiiska fermentacyjnego L-lizyny efektywnie
zwiększa wydajność L-lizyny. Taki płyn hodo¬
wlany, dodawany do środowiska fermentacyjnego
L-lizyny, może być użyty jako taki lub po usu¬
nięciu komórek mikrobowych. W każdym przy¬
padku konieczna jest oczywiście sterylizacja pły¬
nu hodowlanego lab przesączu hodowlanego przed
jego użyciem.

Ilość płynu hodowlanego mutanta, wytwarzają¬
cego 1-ieucynę, stosowanego jako dodatek do śro¬
dowiska odżywczego dla wytworzenda L^lizyny, za¬
leży od mikroorganizmów oraz składu śrcdowdska,
stosowanego zarówno przy wyftwarzaniu L^liizyny,
jak i L-leucyny. Preferowane jest jednak, aby śro¬
dowisko fermentacyjne L-lizyny zawierało płyn
hodowlany w stężeniu od 2 do 150 ml/l, licząc na
objętość środowiska odżywczego dla fermentacji
L-lizyny; optymalną ilość łatwo: i jest określić dla
każdego szczególnego, przypadku^

Po dodandiii płynu hodowlanego mutanta, wy¬
twarzającego L-leucynę, cała : ilość cieczy, jaka

ma być dodana, może znajdować się w środowisku
poczajtkowym Możliwe jest także dodanie części
tego płynu do środowiska początkowego, a pozo¬
stałą część podczas prowadzenia hodowii. Alterma-

5 tywnie, całą ilość, jaka ma być dodana, można
dodać dopiero podczas hodowli.

Jeśli płyn hodowlany dcdaje się do środowiska
fermentacyjnego L-lizyny podczas hodowfld, to mo¬
żna go dodawać w całości -od razu, z jprzerwaimi

10 lub w sposób ciągły. W tym przypadku, celem
uzyskania pożądanego efektu, wywołanego doda¬
niem płynu hodowdanego mutanta, wytwarzające¬
go L-leucynę, pożądane jest, aby dodawanie za¬
kończyć do końca etapu logarytmicznego rozmna-

15 żania się mikroorganizmu. Przeważnie logarytmi¬
czny etap rozmnażania wynosi od 10 do 24 godzin
cd momemtu rozpoczęcia hodowfłi.

Fermentację mutanta, wytwarzającego L-leucy¬
nę, prowadzi się w warunkach normalnie stoso-

20 wainych przy fermentacji L-lizyny, to jest w wa¬
runkach tlenowych, na ^przykład, z napowietrza¬
niem i mieszaniem lub wstrząsaniem w tempera¬
turze 25—40° i przy pH=6-^8,5.% Zwykle po 30 do
150 godzinach hodowania w płynde hodowlanym

25 gromadzi się znaczna ilość L-lizyny. Po zakończe¬
niu hodowli L-dizynę oddziela się i oczyszcza je¬
dnym z dobrze znanych siposobów, takim jak trak¬
towanie żywiicą jonowymienną, krystalizacja przez
zatężanie itd.

30 Płyn hodowlany mutanta, wytwarzającego L-
leucynę, pozwalający na uzyskanie większych wy¬
dajności L-lizyny zgodnie ze sposobem według
wynalazku, można przygotować metodami konwen¬
cjonalnymi dla produkcji L-leucyny. Do prodak-

35 cji płynoi hodowlanego można stosować dowolny
mutant, wytwarzający L-leucynę, bakterii maczu¬
gowych, wytwarzających kwas glutaminowy, po¬
siadający wyżej opisane własności.

Podobnie przy fermentacji L-lizyny można tak
40 długo stosować albo medium syntetyczne, albo

naturalne do fermentacja L-leucyny, jak długo
zawiera ono odpowiednie źródła przyswajalnego
węgla, źródło azotu, substancje nieorganiczne i in¬
ne pożywki, konieczne do wzrostu stosowanych

45 mikroorganizmów. Co do specyficznych źródeł wę¬
gla, źródeł azotu i substancji nieorganicznych,
wspomnianych przy fermentacji L-lizyny, to są
one także użyteczne przy fermentacji L-leucyny.
Melasa, końcowa melasa z dna, kwas octowy i glu-

50 koza, wspomniane poprzednio, są polecane z prak¬
tycznego punktu widzenia. Przy stosowaniu spe¬
cyficznych szczepów, wymagających specyficznych
pożywek, pożywki taikie muszą oczywiście znajdo¬
wać się w środowisku odżywczym.

5f Hodowlę mutanta; wytwarzającego L-leucynę,
prowadzi się w konwencjonalnych warunkach ho¬
dowlanych. Przeważnie hodowlę prowadzi się w
warunkach tlenowych, na przykład z nagxywietrza-
niem i mieszaniem lub z wstrząsaniem w tempe-

60 raturze 25°—40°C i przy PH=G—9 przez 48-^lfiO
godzin.

Następujące przykłady doświadczalne ilustrują
preferowany zakres ilości pjyńu hodowlanego mu¬
tant©, wyttwarziającelgo L-leucynę, jaka ma t#ć

«5 dodana do środowiska fermentacyjnego L-lizyny,
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Przykład doświadczalny 1
Przygotowuje się środowisko

stępującym składzie:
glukoza
(NH4)2S04
KHjjPO*
MgS04 • 7HjjO
FeS04 • 7H20
MnS04 ■• 4H20
biotyna
Chlorowodorek tiaminy
Ajtieki1
OaC03
L-treonina

DL-anetionina
(ipH przed sterylizacją

podstawowe o na-

150 g/l
40 g/l
1 g/l
0,4 g/l
0,01 g/l
6 mg/l

300 y/1
200 ytf\.

1

5
600

200

g/l
BAL
y/1
y/i

wynosi 7,4)

1 Nazwa handlowa dla kwaśnego hydrolizatu
proteiny sojicwej, otrzymywanego z firmy Ajino-
moto Inc., Japan.

6 rodzajów środowiska przygotowywano, dodając
płyn hodowlany szczejpu, wytwarzającego L-leu-
cynę, zawierający 15,6 g/l L-leucyny, do podsta¬
wowego środowiska w różnych ilościach, poda¬
nych w Tablicy L

Brevitoacterium flavum ATCC 21518 zaszczepia
się w 10 md porcjach środcwiska podstawowego,
otrzymując w ten sposób 6 rodzajów odżywek w
250 ml-kolbach Erlenmeyea^a i hoduje w tempera¬
turze 28°C przez 110 godzin, stosując wstrząsanie.
Po zakończeniu okresu hodowania, oznacza się wy¬
dajności L-lizyny oraz wzrost komórek. Wyniki
podano w Tablicy 1.

Tablica 1

Stężenie doda¬
wanego płynu
hodowlanego

szczepu, wytwa¬
rzającego L-

-leucynę
<mVl)

'°

1 2
5

1 10
'20
40

60

Wydajność
L-lizyny

(g/l)

32

40
48 .
55

60

59
56

Wzrost komó¬

rek (g/l) su¬
chych komórek

9,-8
10,9
12,5 f
13,8
15,3
14,7 1
13,5

Płyn *hodowlany szczepu* wytwarzającego L-
-łeucynę, otrzymuje siię w sposób następujący:

Corynebacterium glutamiciim (FERM—P No.
1$34) ATCC 21i885 zaszczepia się w 5 litrowym na¬
czyniu fermentacyjnym w 3 litrach pożywki za¬
rodowej o następującymi składzie:

D^glukoza
pepton
ekstrakt drożdżowy
ciecz po rozmoczeniu
ziaren kukurydzy
chlorek sodowy
mocznik
biotyna

50

10

10

5

g/l
g/l
g/l

g/l
2y5 g/l
3

50
g/l
y/i

Hodowlę prowadzi się w temperaturze 30°C przez
18 godzin, stosując napowietrzanie z szyb¬
kością 3 l/min i mieszanie z szybkością 600 obr./
/min.

1 1 tej kultury zarodowej zaszczepia się w 30
litrowym naczyniu fermentacyjnym w 10 1 głów¬
nego środowiska fermentacyjnego o następującym
składzie:

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

octan amonowy
KHjjP04
MgSC4 • 7H*0
FeS04 • 7H*0
MnS04 • 4H*0
biotyna

5,0 g/l
2,0 g/l
0,5 g/l
0,1 g/l
0,01 g/l
50yA

chlorowodorek tiaminy 100 mg/l
(pH=7,4 przed sterylizacją)

Hodowlę prowadzi się w temperaturze 30°C przez
60 godziin, stosując napowietrzanie z szybkością
10 l/min i mieszanie z szybkością 400 obr./min.

Po 3 godzinach od rozpoczęcia hodowania 10 1
mieszaniny, zawierającej 71 g/l octanu amonowego
i 380 g/l kwasu octowego, wprowadza się w spo¬
sób ciągły do środowiska odżywczego przez okres
56 godzin w taki sposób, aby pH środowiska u-
trzymać na poziomie 6,8 i aby stężenie kwasu oc¬
towego w środowisku wynosiło 1,2—19 g/l. Po za¬
kończeniu hodowli, w płynie hodowlanym groma¬
dzi się ,15,6 g/l L-leucyny.
Przykład doświadczalny 2

Jako szczep wytwarzający L-lizynę stosuje się
Corynebacterium glutamicum ATCC 21516, który
hoduje się w taki sam sposób, jak opisano w
przykładzie doświadczalnym 1, z tym wyjątkiem,
że stosuje się różne ilości płynu hodowlanego
szczepu wytwarzającego L-leucynę, jak pokazano
w Taiblicy 2.

Tablica 2

Stężenie doda¬
nego płynu hodo¬
wlanego szczepu
wytwarzającego
'L-leucynę i(m(l/l)

0
2

5

10

1 .20
40

60

80
100

| 150

Wydajność
L-lizyny

(g/D.

30

37
48

56

| 62
58
55

53
54

52

Wzrost

komórek
{g/l suchych

komórek)

9,3
i0vi
l<2y6
13,5
14,9
14,4
14,0
13,8
13,3
13,5

(pH=7y2 przed sterylizacją) 61

Niżej podane przykłady ilustrują sposób według
wynalazku.

Przykład I. Corynebacterium glutamicum
ATCC 21513 (szczep wytwarzający Lnlizynę) za¬
szczepia się w 330 ml pożywki zarodowej, którą
hoduje się w 2 1 kolbie Erlenmeyer^ w tempera¬
turze 28°C przez 24 godziny, stosując wstrząsanie.
Skład pożywki zarodowej
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D-glukoza
KHjP04
K4HPO4
mocznik

MgS04-7H20
pepton
ekstrakt mięsny
biotyna

40 g/l
0,^ g/l
1,5 g/l
3 g/l
0,5 g/l

20 g/l
5 g/l

50 y/1

Tablica 3

(pH=7^2 przed sterylizacją)

Przygotowuje się odpowiednio 5 rodzajów śro¬
dowisk o następujących składach:

Środowisko A—1:
końcowa melasa z
MgS04-7H20
KH*P04
mocznik ,
Ajćeki

dna 150 g/1 (jako glukoza)
0,3 g/l
0,7 g/l
3 g/l

20 g/l
(pH=7,4 przed sterylizacją)

Środowisko A—2:
środowisko A—1

+
13 ml/1 płynu hodowlanego szcze¬
pu wytwarzającego L-leucynę
(zawierającego 15,0 g/l L-leucy-
ny)

Środowisko A—3:
Środowisko A—1

+
200 mg/l L-leucyny

Środowisko A—4:
Środowisko A—1

+
13 ml/l płynu hodowlanego szcze¬
pu wytwarzającego kwas L-glu-
taminowy (zawierającego 60 g/l
kwasu Lf^glutaimSnowego)

Środowisko A—5:
Środowisko A—1

+
13 ml/l płynu hodowlanego szcze¬
pu wytwarzającego kwas L-glu-
tam-inowy, stosowanego do otrzy¬
mania środowiska A—4

+
200 mg/l L-leucyny

1 1 otrzymanej wyżej kultury nasiennej zaszcze¬
pia się w 10 1 porcjach podanych wyżej 5 rodza¬
jów środowisk w 30 litrowych naczyniach fer¬
mentacyjnych. Hodowanie prowadzi się w tempe¬
raturze 28° do 48 godzin, stosując napowietrzanie
z szybkością 10 l/min. i mieszaniie z szybkością
400 obr./min. Podczas hodowania pH środowiska
utrzymuje się na poziomie 6^8 za pomocą 22% roz¬
tworu wodnego amoniaku.

Po zakończeniu hodowania, płyn hodowlany za¬
wiera L-lizynę, jak pokazano w Tablicy 3.

Płyn hodowlany szczepu wytwarzającego L-le¬
ucynę i szczepu wytwarzającego kwas L^glutami-
nowy, jakie stosowano wyżej, Otrzymuje się w
następujący sposób, odpowiednio:
Otrzymywanie płynu hodowlanego szczepu wy¬
twarzającego L-leucynę

10

20

25

30

35

40

45

50

55

Środowisko

A-l

A-2

A-3
A-4

A-5

Dodatek

Żaden
Płyn hodowlany szcze¬
pu wytwarzającego L-
-deucynę
L-leucyna
Płyn hodowlany szcze¬
pu wytwarzającego kwias
L-glutaminowy
Płyn hodowlany szcze¬
pu wytwarzającego
kwas L-glutamino¬
wy+L-leucyna

Wydajność
L-Jlizyny

<g/l)

40

55
44

40

46

Brevibacterium lactofermentuim (FERM-P No.
1837) ATCC 21888) ród wytwarzający Lnleucynę
(zaszczepia się w 5 litrowym naczyniu fermenta¬
cyjnym w 3 1 pożywki zarodowej i hoduje w tem¬
peraturze 30°C przez 18 godzin, stosując napo¬
wietrzanie z szybkością 3 1/rrain i mieszanie z szyb¬
kością 600 obr./imin.
Skład pożywki zarodowej:

Dngiukoza
pepton
ekstrakt drożdżowy
ciecz po rozmoczeniu
ziaren kukurydzy
NaCl

mocznik

biotyna

50
10

10

5

2,5
3

50

g/l
g/l
g/l

g/l
g/l
g/l
Y/l

65

(pH przed sterylizacją 7,2)

1 1 przygotowanej w ten sposób pożywki zaro¬
dowej zaszczepia się w 30 litrowym naczyniu fer¬
mentacyjnym w 10 1 głównego medium fermen¬
tacyjnego o następującym składzie:
Skład głównego medium fermentacyjnego:

octan amonowy 15 g/l
KH^P04 j2y0 g/1
MgS04-7H20 0,5 g/l
FeS04-7H20 0,1 g/i
MnS04-4H20 0,01 g/1
biotyna 50 yjl
chlorowodorek tiaminy 100 mg/1

(pH=7,4 przed sterylizacją)

Hodowlę prowadzi się w temperaturze 30°C przez
60 godzin, stosując napowietrzanie z szybkością
10 l/min i mieszanie z szybkością 400 obr/imdn.,
utrzymując pH środowiska około 6,8 za pomocą
60°/o wodnego kwasu octowego. Po 7 godzinach od
rozpoczęcia hodowania, 70 ml porcje wodnego roz¬
tworu, zawierającego 11 g octanu amonowego,
wprowadza się do środowiska co 1 godzinę przez
50 razy. Podczas hodowania stężenie kwasu octo¬
wego w środowisku utrzymuje się na poziomie
1,2—18 gfl. Po zakończeniu hodowania w płynie
hodowlanym gromadzi się 16,0 g/l L-leucyny.

Otrzymywanie płynu hodowlanego szczepu wy¬
twarzającego kwas L-glutaminowy
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Atfthrobaicter paraffiineus ATCC 15591 (szczep
wytwarzający kwas L-glutaunimowy) zaszczepia się
w 2 litrowej kolbie Erleromeyer^a w 300 ani po¬
żywki zarodowej i hoduje w 30° przez 24 godziny
stosując wstrząsanie.
Skład pożywki zarodowej:

octan sodu 10 g/0,
pepton 10 g/l
ekstrakt mięsny 5 g/l
NaCl 2,5 g/l i
(pH=7,0 przed sterylizacją)

300 ml w ten sposób otrzymanej kultury zaro¬
dowej zaszczepia się w 5 litrowym naczyniu fer¬
mentacyjnym w 3 1 głównego medium fermenta¬
cyjnego o następującym składzie:
Skład głównego medium fermentacyjnego:
octan amonu 20 gyU <jako kwas octowy)
KH*P04 1 g/1
K2HP04 1 g/1
MgS04-7H20 0,5 g/l
MnSO^HgO 10 mg/l
FeS04-7H^O 10 mg/I
chlorowodorek tiaminy 5 y^1

(pH=7,0 przed sterylizacją)
Tablica 4

97982
12

j

Amino-?
kwas

Alanina
Kwas as-

paragiino-
wy

Arginina

Cystyna

Glicyna
| kwas

glutami¬
nowy

Histydyna

Izoleu-
cyna

Leucyna
Lizyna
Metioni¬

na

Fenylo-
alanima

dolina
Seryna
Treomkia

1 Tryptofan
Tyrozyna

Walina |

1 Ilcści

Pochodzą¬
cy z płynu
hodowla¬

nego szcze¬
pu wytwa¬
rzającego
L-leucynę

6^7

—

—

—

431

12,6

5,85
195

5,2

— . -

—

~•

—

—

—

—

— |

aminokwasów (mg/l) 1

Pochodzą¬
cy z

Ajieki

f 176

067
546

—

332

1570

242

284
586

550

98

340
460 ,
376

362 ,
— ■

208

310 |

Pochodzą¬
cy z koń¬
cowej me¬
lasy z dna

99^0

278

7,5
(jako chlo¬
rowodorek)

3,0

7,5

9,0 1
13,5

(jako chlo¬
rowodorek)

—

—

—

—

12,0
• —

52,5
52,5/

7,5
13,5
48 |

10

Hodowlę prowadzi się w temperaturze 30°C
przez 3 dni, stosując napowietrzanie z. szybkością
3 l/min i mieszanie z szyfokośóią 600 obrymiń.
Podczas hodowania 1 1 wodnego roztworu, otrzy¬
manego przez dodanie 3 części wagowych wody
do miesizaniiny 70 części wagowych lodowatego
kwasu octowego i 27 części wagowych 22°/o wod¬
nego roztworu amoniaku, wprowadza się do śro¬
dowiska, utrzymując pH środowiska 4—9. Doda¬
wanie kończy się na 2 godziny przed zakończe¬
niem hodowania. Po zakończeniu hodowania 60 g/l
kwasu L-glutaminowego gromadzi się w płynie
hodowlanym.

Środowisko A—2 stosowane wyżej, zawierające
15 środowfisko A—1 i płyn hodowlany, otrzymany

przez hodowanie szczepu wytwarzającego L-leu¬
cynę, zawiera aminokwasy pochodzące z płynu
hodowlanego, Ajieki i końcowej melasy z dna w
ilościach podanych w. tablicy 4.

Z tablicy wynika, że ilości aminokwasów, po¬
chodzące z płynu hodowlanego szczepu wytwa¬
rzającego L-leucynę, są bardzo małe w porówna¬
niu do aminokwasów, pochodzących z Ajieki lub
końcowej melasy z dna. Wynika z tego, że amd-

25 nokwąsy, pochodzące z płynu hodowlanego mu¬
tanta wytwarzającego L-leucynę, nie wywierają
dodatkowego wpływu ma produkcję L-lizyny. Na tej
podstawie dochodzi się do wniosku, że wpływu
dcdatku płynu hodowlanego szczepu wytwarza-

30 jącego L-leucynę niie można przypisać amiinokwa-
som, zawartym w płynie hodowlainym.
Przykład II. Przygotowuje się 4 .rodzaje

środowisk o następującym składzie, odpowiednio:

20

60

Środowisko B—1
D-gluikoza
/NH44S04
KHgP04
MigS04-7H20
FeS04-7H20
MnS04-4HiO
biotyna
chlorowodorek
Ajieki
CaO03
L^treonina
DL-metionlina

150 g/l
40 0/1

1 g/l
0,4 g/l
0,011 @/U
6 mgfl

300 7/I
tiaminy 200 yM

1 g/l
5 g/1

600 y/ml
200 yM)l

35

40

45

Środowisko B—(2:
Środowisko B—1

50 +
20 ml/l płynu hodowlanego szcze¬
pu wytwarzającego L-leucynę
(zawierającego 15,6 g/l L-leucy-
ny), otrzymanego w Przykładzie

55 doświadczalnym 1
Środowisko B—3:

' Środowisko B—1
+

320 mg/d L-leucymy

Środowisko B—4:
Środowisko B—1

+ -
1 g/l Ajieki

65 Brewbacteriuim flavum ATCC 21518 (szczep wy-
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twaarzaijący Lnlizynę (zaszczepia się w 250 ml kc4-
bach Erlerameye^a w 10 ml porcje wyżej opisa¬
nych czterech rodzajów medium i hoduje się w
80°C przez 110 godzin, stosując wstrząsanie.

Po zakończeniu .hodowania otrzymany płyn ho¬
dowlany zawiera L-lizynę, jak pokazano w Ta¬
blicy 5.

Tablica 5

m*±
14

mediów zawierają^L-Mzynę w ilościach, jak po¬
kazano w tablicy 6.

Tablica 6

Środowisko

B—ii

B—2

B^3
B—4

Dodatek

Nde ma

Płyn hodowlany szcze¬
pu wytwarzającego
L-leucynę
L-leucyna
Ajieki

Wydajność
L-Mzyny

(mg/l)

32

GO

36 |
46

10

Przykład III. Stosuje się Corynebacterium
glutamicum 21516, Brevilbacte<riuim flavum ATCC
21523, Corynebacteriuim glutamicum ATCC 21544
i Corynebaoteirium igUuitamicum KY 10013 (z któ¬
rych wszystkie są szczepami wytwarzającymi L-
-lizynę).
Szczepy te zaszczeipia się oddzielnie w 250 ml kol¬
bie Erlenimeyerte w 40 ml pożywki zarodowej i
hoduje w 28°C przez 24 godziny, stosując wstrzą¬
sanie.

Skład pożywki zarodowej: "

D-glukoza
NaCl
mocznik

pepton
ekstrakt drożdżowy
ciecz z namoczenia
ziaren k-jkorydzy
biotyna

50

2,5
3

10

10

5
50

g/l
g/l
g/l
g/l
g/l

g/l
y/i

(pH=7>2 przed sterylizacją)

Przygotowuje się 3 rodzaje środowisk o nastę¬
pujących składach:

Srodowlisko C—1:
końcowa melasa z dna
KH*P04
MgS04 (bezwodny)
/NH44S04
Ajieki

100 g/1 (jako glukoza)
0,5 g/l
0,5 g/l "' ■
3,3 g/l

20 g/1

30

25

30

35

40

45

50

(pH=7,4 przed sterylizacją)
Środowisko C—2:

Środowisko C—1
+

20 ml/1 płynu hodowlanego szcze¬
pu wytwanzającego L-leucynę,
otrzymanego w przykładzie 1
(zawierającego 15,0 g/1 L-leucy-
ny)

Środowisko C^3:
Środowisko C—1

+
300 mg/l L-leucyny

Płyny po hodowli z zastosowaniem powyższych «5

55

60

Szczep

Corynebac¬
terium glu¬
tamicum
ATCC 21516

1 Breviibacte-
rium flavum
ATCC 21528

1 Corynebac-
terrjm glu¬
tamicum

ATCC 21544

1 Corynebac¬
terium glu-
tamicuim

KY 10013

-

Środo¬
wisko

C—1
C^2

C—3

C—1

C-^2

C—3

C—1

C-i2

C^3

C^l

C^2

C^3

Dodatek

Nie ma

Płyn hodo¬
wlany szcze¬
pu wytwa¬
rzającego

-L-leucynę
L-leucyna
Nie ma

Płyn hodo¬
wlany szcze¬
pu wytwa-
nzajjącego
Lnleucynę
LHleucyna

Nie ma

Płyn hodo¬
wlany szcze¬
pu wytwa¬
rza jącego
L-leucynę
Lnleucyna

Nie ma

Płyn hodo¬
wlany szcze-
(pu wytwa¬
rzającego

L-leucynę
L-leucyna

Wydaj¬
ność

ILnlizy-

<€/l)

27,0

32,0 |
27£

26,1 1

28,7
26,0 |

27,8

30,5
26,8 |

23,0

25,0
22,9 1

Przykład IV. W przykładzie tym Coryne¬
bacterium glutaimiicuim KY 10403 (szczep wytwa¬
rzający L-lizynę) jest hodowany zarodowo w taki
sam sposób, jak opisano w Przykładzie I.
Przygotowano 3 rodzaje środowisk o następują-
cym składzie:
Środowisko D-l:

Końcowa melasa z dna 150 g/1
(jako (glukoza)

MgS04 • 7H*0 0,3 g/1
KH2P04 0,7 ®/l
mocznik 3 g/1
Ajieki 10 grtl
(pH = 7,4 przed sterylizacją

Środowisko D-2:
Środowisko D-l

+
20 ml/l płynu hodowlanego
szczepu wytwarzającego L-leu-
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Cynę, otrzymanego w Przykła¬
dzie I (zawierającego 15,0 g/l
L-deucyny)

Środowisko Dh3:
Środowisko D^l

+
300 mg/1 L-leucyny

1 1 kul/tary zarodowej zaszczepia się w 30 li¬
trowych naczyniach fermentacyjnych w 10 d (por¬
cjach powyżej wspomnianych 3 rodzajów medium
i hoduje w taki sam sposób, jak opisano w Przy¬
kładzie I.

Po zakończeniu hodowania otrzymane płyny
hodowlane zawierają L-lizynę w ilościach, jak po¬
kazano w Taiblicy 7.

Tablica 7

97982
4*

Tablica 8

Środowisko

D—1
D^2 .

D—3

Dodatek

Nie ona

Płyn hodowlany szcze¬
pu wytwarzającego L-
-leucynę
L-leucyna

Wydajność
L-lizyny g/l

41

52

45

Przykład V. Corynebactenium glutamicum
ATCC 21513 (szczep wytwarzający L-lizynę) jest
hodowany zarodowo w tatki sam sposób, jak opisano
w Przykładzie I.

Przygotowano trzy rodzaje środowisk o nastę¬
pujących składach:
Środowisko E—1:

Taki saim skład, jak Środowisko A—1, opasane
w przykładzie I.
Środowisko E—2:

Środowisko E—a
+

13 mil/tt płynu hodowlanego szcze¬
pu wytwarzającego L-leucynę
(zawierającego 16,8 g/l L-leucy¬
ny)

Środowisko E—3:
Środowisko E—1

+
200 mg/l L-leucyny

1 Mitr płynu hodowlanego zaszczepia się w 30
litrowych naczyniach fermentacyjnych , do 10 li¬
trowych porcji wyżej wspomnianych 3, rodzajów
środowisk. Hodowanie prowadzi się w temperatu¬
rze 28°C przez 48 godzin, stosując napowietrzanie
z szybkością 10 l/min i mieszanie z szybkością
400 obr./Mlln.

Podczas hodowania pH środowiska utrzymuje się
6y8 za pomocą 22% wodnego roztworu amoniaku.

Po zakończeniu hodowania otrzymany płyn ho¬
dowlany zawiera L-lizynę, jtak pokazano w Tabli¬
cy 8.

Płyn hodowlany szczepu wytwarzającego L-leu¬
cynę, stosowany wyżej przygotowuje się w sposób
następujący.

Brevibacteri'aim laotofermentum (FERM—P. No.
1837) ATCC 21888 (ród wytwarzający L-leucynę)

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

i Środowisko

E—d

E—2

E—3

Dodatek

Nie tma
Płyn hodowlany szcze¬
pu wytwarzającego L-
ileucynę
L-leucyna

Wydajność
L-lizyny

■<W0

41

57
46

30°C
szyib-

65

hoduje się zarodowo w taki sam sposób, jak opi¬
sano w Przykładzie 1. 1 litr kultury zarodowej
zaszczepia się w 30 litrowym naczyniu fermenta¬
cyjnym w 10 litrach głównego środowiska fermen¬
tacyjnego o następującym składzie.
Skład głównego medium fermentacyjnego:

końcowa melasa z dna 150 g/l
(jako glukoza)

MgS04 • 7H*0 0,3 g/1
KH^PO, 0,7 g/1
(NH4)a{S04 20 g/1

Hodowanie prowadzi się w temperaturze
przez 30 godzin, stosując napowietrzanie z
kością 10 l/min i mlieszamie z szybkością 400 obrV
/min, utrzymując pH środowiska 6,8 za pomocą
22*/o-owego -wodnego roztworu amoniaku. Po za¬
kończeniu hodowania w cieczy kulturowej groma¬
dzi się 15,8 g/l L-leucyny.

Przykład VI Corynebacteriuim glutamicum
ATCC 21513 (ród wytwarzający L-lizynę) jest ho¬
dowany zarodowo w taki sam sposób, jak opisa¬
no w przykładzie I.

Przygotowano 3 rodzaje środowisk o następu¬
jących składach:
Środowisko F—1:

octan amonu 15 g/l
KH*P04 2,0 g/1
MjgS04 - 7H*0 0,5 g/1
FeS04 • 7H*0 04 g/1
MinS04 • 4H20 0,01 g/1
biotyna 50 y/1
chlorowodorek tiaminy 100 mg/l
Ajieki 20 g/l

flpH=7,4 przed sterylizacją)
Środowisko F—2:

Środowisko F—1
+

13 midi płynu hodowlanego szcze¬
pu wytwarzającego L-ieucynę
(zawierającego 15,8 g/U L-leucy¬
ny) otrzymanego w przykładzie
V.

Środowisko F—3:
Środowisko F—0.

+
200 mg/l L-leucyny

1 litr kultury zarodowej zaszczepia się w 30 li¬
trowych naczyniach fermentacyjnych do 10 litro¬
wych porcji powyżej wspomnianych 3 rodzajów
środowisk. Hodowanie prowadzi się w temperatu¬
rze 28°C przez 612 godziny, stosując napowietrza¬
nie z szybkością 10 iitrówitoin. i mieszanie z szyb¬
kością 400 obrJmin., utrzymując pH środowiska
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6,8 za pomocą 60°/*-owego wodnego roztworu kwa¬
su octowego. Bo 10 godzinach od rozpoczęcia ho¬
dowania co godzinę, do środowiska wprowadza się
70 ml porcje wodnego roztworu, zawierającego
13 g octanu anionu, 50 razy. Podczas hodowania
stężenie kwasu octowego w środowisku utrzymu¬
je się w igranicach 0,5—>1<5 g/l.

Po zakończeniu hodowania otrzymane płyny ho¬
dowlane zawierają L-lizynę, jak pokazano w Ta¬
blicy 9.

Tablica 9

18

Środowisko

F^l

F—2

F—3

Dodatek

Nie ma

Płyn hodowlany szcze¬
pu Wytwarzającego L-
-leucynę
L-leucyna

Wydajność 1
L-lizyny

te/si)

32

48
35

Przykład VII. Powtórzono procedurę, opi¬
saną w przykładzie I z tym wyjątkiem, że zasto¬
sowano płyn hodowlany szczepu wytwarzającego
L-leucyną, otrzymany w przykładzie I.
Otrzymane 'wyniki przedstawiono w Tablicy 10.

Tablica 10

Dodaitek

Nie ma
Płyn hodowlany szcze¬
pu wytwarzającego L-
-leucynę
L-leucyna

Wydajność L-Oiizyny
<ig/l)

30

40 |
84 1

Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób wytwarzania L-iizyny na drodze ho¬
dowania mutanta, wytwarzającego L-lizynę, bak¬
terii maczugowych, wytwarzających kwas glutami¬
nowy w środowisku odżywczym, znamienny tym,

10

1S

20

25

35

40

45

że mutant hoduje się w pierwszym środowisku
odżywczym, zawierającyim źródło przyswajalnego
węgla i azotu oraz 2—150 ariŁA płynu hodowlanego,
otrzymanego <w iwyndku hodowania mutanta, wy¬
twarzającego Lnleucynę, bakterii maczugowych,
wytwarzających kwas glutaminowy, w drugim śro¬
dowisku odżywczym, a następnie odzyskuje L-li¬
zynę.

2. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, pe
płyn hodowlany mutanta, wytwarzającego L-ieu-
cynę, dodaje sdę do pierwszego środowiska w iloś¬
ciach /wzrastających, a całą ilość płynu hodowla¬
nego mutanta, wytwarzającego L-leucynę, wpro¬
wadza się aż do zakończenia logarytmicznego eta¬
pu wzrastania.

3. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
jako źródło węgla stosuje się przynajmniej jeden
ze składników, ftakich jak melasa, końcowa mela¬
sa z dna, glukoza lub kwas octowy.

4. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
jako muitanit, wytwarzający L-lizynę, stosuje się
szczep itaki, jak Dreviibacterdum amdnogenes, Bre-
vibacterium diiwaricatum, Bireviibacterium iflavum,
Brevibacterium lactaferanentum, Brevibacteri*jm
iToseum, Brevibacterium saccharylyticum, Brevi-
bacterium immaatiophilium, Corynebaoterium ace-
toacidophilum, Corynebaoterium gluftamicum, Co-
rynebacterium hercilis, Corynebaoterium lilium,
Corynebacterium calluane, Microbacterium ammo-
niaphdlum luib Arthirobacter.

5. Sposób według zastrz. l, znamienny tym, że
jako mutant, wytwarzający L-leucynę, stosuje się
szczep, taki jak Brevi:ibac<terium aminogenes, BTe-
yibacterium divaricalum, Brevibaciteri'im ifilavum,
Breviibacterium laotofemienitum, Brevdbacterium
roseum, Brevibaoteriuim sacchorylyticum, Brevi-
bacteTium dmmariophilium, Gorynetbaciterium ace-
toacidophilum, Corynebacterium gl-jttamicum, Co¬
rynebacterium herculis, Corynebacterium lilium,
Corynebaoterium callunae, Microbacterium ammo-
niaphdlum lulb Arthrobacter.

6. Sposób (według zastrz. 1, znamienny tym, że
hodowlę mutanlta, wytwarzającego L-lizynę, pro¬
wadzi się w temperaturze 25—40°C d przy pH=
=0—8,5.
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