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Przedmiotemn wynalazku jest sposéb wytwarza-
nia L-lizyny na drodze fermentacji ze zwigkszo-
nymi wydajnoéciami, ktéry polega na hodowaniu
mikroorganizmu wytwanzajacego L-lizyne w $ro-
dowisku odzywczym z dodatkiem plynu hodowla-
nego zawierajagcego mikroorganizm wytwarzajacy
L-leucymne.

L-lizyna jest dobrze znana jako jeden z pod-
stawowych aminokwaséw odzywczych dla ladzi i
zwierzgt, i istnieje duze zapotrzebowanie na nia
jako na pozywienie i dodatek do pokarmu zwierze-
cego.

Dotychczas, znano duzo réinych sposobbéw fer-
mentacyjnego wytwarzania L-lizyny. Typowy pro-
ces obejmuje stosowanie wytwarzajgcych L-lizyne
mutanté6w bakterii maczugowych wytwarzajgcych
kwas glutaminowy, ktérych przedstawicielem jest
Corynebacterium glutamicum.

Bakterie maczugowe, wytwarzajace kwas gluta-
minowy, sg dokladnie omoéwione w 'literaturze.
Ogélnie charakteryzija sie one ksztaltem od elip-
soidalnego do krétkich pateczek, sg gramdodatnie,
nie wybtwarzaja zarodnikéw, sa nieruchliwe, po-
trzebujq biotyny i gromadza duze iloéci kwasu
L-glmmnmmwego

Liczne bakterie maczugowe, wytwarzajace kwas
glutaminowy, byly juz opisywane. Sklasyfikowane
s przez taksonomistéw, ktérzy prowadzili bada-
nia nad tymi bakteriami, na nastepujace gatunki:
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Corynebacterium glutamicum, Brevibacteri-im
aminogenes, Brevibacterium divaricatum; Bre-
vibacterium flavum, °Brevibacterium lactofer-
mentum, Brevibacterium roseum, Brevibacte-
rium saccharolyticum, Brevibacterium immiario-
philium, Corynebacterium acetoacidophilum, Co-
rynebacterium herculis, Corynebacterium lilium,
Corynebacterium callunae, Microbacterium ammo-
nigphilum i Arthrobacter. Jednakze taksonomicz-
nie £g one bardzo zblizone do wizystkich innych
opisanych przez Abe d innych w J. General and
Applied Microbiology, Vel. 13, 279—301 (1967). Bak-

“terie maczugowe, wytwarzajace kwas glutamino-

wy, reprezentcwane sa przez Corynebacterium glu-
tamicum.

Mutanty bakterii maczugcwych, wytwarzajacych
kwas glutaminowy, wytwarzajace L-lizyme, cha-
rakteryz1ja sie ogblnie tym, ze majg przynajmniej
jedng z dwbéch whasnoécu wynikajacg z mutacji
genowej.

Jedng z dwéch whasnosci jest catkcwita lub
niecatkowita blokada drcgi biosyntetycznej dla
prcdukeji  odpowiednich ammokfwaséw Wiasnosé
ta uznawana jest jako wymég dla airmnokwasbw .
taﬁch, jak L-homoseryna, L-treonina, L-metio-

, L-leucyna, L-izoleucyna itd. lub jako wraz-
]nw»osé na ‘L-trecrying lub L-mebnonme Inng cecha
jest catkowite lub niecaltkcwite odchylenie sprze-
zenia: zrwrot.nego przez ammukwasy Wiasnos$é ta
Jest traktowana Jako odporno$é na aminokwasy
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takie, jak L-lizyna, L-trecnina itd. lub ich ana-
logii takie, jak S-/2-amincetylo/-L-cysteina itd.

Wydajno§é L-lizyny, uzyskanej z mutantéw wy-
twarzajacych L-lizyne o powyzszych wlasnosciach,
jest polepszona przez kombinacje dalszych gene-
tycznych mutacji innych niz cpisane wyzej, na
przyklad, wymaganych dla takich aminokwaséw
jak L-walina, L-tyrozyna itd., witaminy takte, jak
tiamina, witam'na B,, itd.,, i zasady pirynowe ta-
kie, jak adenina, guanina itd. Ponadto, wydajncsé
L-lizyny polepsza sie takze przez kcmbinacje ge-
netycznych. mutacji nnych niz te, ktére opisano
wyzej, na przyklad, odpornych na aminokwasy
takie, jak L-izoleucyna, ich analogi takie, jak kwas
2-amino-3metylotio-mastowy itd. i antybiotyki
takie, jak penicylina G, polimiksyna B itd. Do pre-
ferowanych mutantéw wytwarzajacych L—hzyme
naleza:

Micrococcus  glutamicum ATCC 13286, ATCC
13287, Brevibacterium flavum ATCC 21475,
ATCC 21127, ATCC 21128, ATCC 215117,
ATCC 21518, ATCC 21528, ATCC 21529 i Co-
rynebacterium glutamicum ATCC 21299, ATCC
21300, ATCC 21518, ATCC 21514, ATCC 21515,

ATCC 21516, ATCC 21527, ATCC 21544 KY
- 10403, KY 10031.

Wiekszo§¢ wyzej ombwionych specyficznych mu-
tantéw opisano w opisach patentowych Sta-
néw Zjednoczonych Ameryki Nr 2.979.439, 3.616.218,
3687.810, 3.707.441, 3.708.395 i _opisie paten-
tewym brytyjskim Nr 1.186.988.

Przy wytwarzani1 L-lizyny przez hodowanie
szczepbw produkujgcych L-lizyne, jak to opi-
sano wyzej, szczepy te hoduje sie w warunkach
tlenowych w S$rcdowisku zawierajacym przyswa-
jalne #r6dlo wegla, irédlo azotu, substancje nie-
organiczne i inne pozywki. O ile badania nad pro-
dukcja L-lizyny przy uzyciu szczepédw produkuja-
cych L-lizyne wykazywaly, ze musza byé spednio-
ne war mki takie, jak dla L-leucyny, to obecnie
stwierdzono, ze trzeba stosowaé plyn hodowlany
mutanta wytwarzajacego L-leucyne jako dodatek
do $rodowiska hodowlanmego odpowmadagqceg»o L-
-leucymnie.

W rezultacie, me-ocze‘kmweme stwierdzono, ze wy-
dajno$é L-lizyny, otrzymywanej przez szczepy wy-
twarzajace L-lizyne, znacznie wuzrosta. Pcmnadto
stwierdzono, , ze efekt jest duzo wiekszy w stosun-
ku do tego, jaki osigga sie gdy dodaje sie wwolng
L-leucyne do $rcdowiska w iloSci odpowiadajacej
ilosci, jaka znajduje sie w plymie hodowlanym
mutanta wytwarzajacego L-leucyne. Stwierdzono
takze, ze efekt dodania plynu hiedowlanego mutan-
ta wytwarzajacego L-leucyne uzyskuje sie nie
tytlko wtedy, gdy szczep bprodukujacy L-lizyne
spelnia wymogi dla L-leucyny ale takze wtedy,
gdy . stosuje sie szczep wytwarzajacy L-lizyne o
r6znych whasnosciach.

Wytwarzanie L-leucyny na drodze ferrmentacn
jest takze dobrze znane. Tak jak w przypadku
z mutantami wytwarzajacymi L-lizyne, mutanty
wytwarzajgce L-leucyne maja przewaznie co naj-
mniej jedng wiasno§é z tych, jakie wymagane sa
 przez odpowiednie aminokwasy takie, jak L-izo-
leucyna, L-metionina i -L-walina oraz odporno$é¢
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na aminokwasy, wiaczajac L-leucyne i Jifme”

logii takie, jak kwas alfa — amino-mdskowy* i
wynikajace z calkowitej lub mecahkothe,] blolmdy
drogi biosyntetycznej i catkowitego Iub niecalko-’
witego odchylenia sprzezenia zwrotnego. Wydaj-
noéé L-leicyny polepsza sie przez kombinowanie
wlasnoéci innych niz opisano wyzej, na przykiad,
wymogéw dla amnokwaséw takich, jak L-feny-
loalamina itd. Poza tym, wydajnos¢ zwicksza sig
takze przez kombinacje odporno$ci na aminokwa-
sy takie, jak L-lizyna, L-histydyma itd. oraz ich
analogii takie, jak S-/2-aminocetylo/-L-cysteina, 2-
stiazoloalanina itd.

Preferowane mutanty wytwarzajagce L-leucyne
obejmujg: Brevibacterium flavum (FERM —P No.
1838) ATCC 21889, Brevibacterium. lactofermen-
tum (FERM—P No. 1837) ATCC 21888, Corynebac-
terium glutamicum ATCC 213001—21308, ATCC
21885, ATCC 21886 (FERM—P No. 1835),
oraz Corynebacterium acetocidophilum (FERM—P
No. 1836) ATCC 21887.

Niektére z wyzej wymienionych specyficznych
szczepbw opisano w japonskim zgloszemiu patento-
wym nr 101589/74. )

- Dzigki stosowaniu sposobu wedlug wymnalazku
uzyskuje sie znacznie polepszone wydajno$ci L-li-
zyny. Uzyskuje sie to przez hodcowanie mutantéw
wytwarzajagcych L-lizyne w Srodowisku, wzboga-
conym dodatkiem plynu hodowlanego mutantéw
wytwarzajacych L-leucyne. Mechanizm -ten nie
jest dotychczas jeszcze wyjasniony. Dobrze znane
jest zwiekszenie wydajnosci L-lizyny przez do-
datek rézmych aminokwaséw, Jak stwierdzono wy-

- zej, wplyw dodania plynu hodowlanego mutantéw

wytwarzajacych L-leucyng nie wytmlka tylko z po-
wodu L-leucyny, zawartej w ‘cieczy kulturowej.
Chociaz plyn hodowlany mutantéw wytwarzaja-
cych L-leucyne zawiera réine aminokwasy, inne
niz L-leucyna, to stwierdzono takze wplyw dodat-
ku plynu hodowlanego, nie przypisujac tego takim
aminokwasom, jak poprzednio szczegblowe opisa-
no. Ponadto, wplyw dodania plynu hodowlanego

» . mutantéw wytwarzajacych L-leucyne jest bardzo
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charakterystyczny, ale nie znaleziono takiego wply-
wu woéwczas, gdy stosowano plyn hodowlany mi-
kroorganizméow wytwatrz.amcych kwas L-glutami-
nowy, .

Zgodnie ze sposobem wedlug. wynaﬂazku L-lizy- .
ne wytwarza sie ze zwiekszonymi wydajnoécia-
mi przez hodowanie rnutanta, wytwarzajacego L-
-lizyne, bakterii maczugowych, produkujacych kwas
glutaminowy, w Srodowisku odzywczym z dodat-
kiem ptynu hodowlanego, otrzymanego przez ho-
dowanie mutanta, wytwarzajacego L-leucyne, bak-
terii maczugowych, produkujacych kwas glutami-
nowy.

W sposobie wedtug wymalazku do produkcji L-
-lizyny moéma stosowaé dowolny mutant, wytwa-
rzajacy L-lizyne, bakterii maczugowych, wytwa-
rzajacych kwas glutaminowy, o wyzej opisanych
witasnosciach, ' '

W sposobie wediug wynalazku do hodowli mu~-
tanta, wytwarzajacego L-lizyne, mozna stosowaé
srodowisko syntetyczne albo naturalne tak dtugo,

jak dlugo zawiera ono #Zr6dlo przyswajalnego weé- -
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gla, Zrédlo azotu, substancje nieorganiczne i inne
sktadniki przyspieszajace wzrost, wymagane przez
stcscwane tu okreslone szczepy.

Jako zréddio wegla w zaleznosci od stoscnwanych
mikroorganizméw mozna stosowaé weglowodany
takie, jak glukoza, fruktoza, sorbitol, mannitol, gli-
ceryna, krochmal, hydrolizat krochmalu, itd., me-
lasa, koncowe melasy z dna itd., i alkohole takie,
jak metanol, etamol, itd., kwasy organiczme takie,
jak kwas octowy, kwas fumarowy, kwas milekowy
itd. W praktyce, jako Zrédlo wegla preferowane
sg melasa, koficowa melasa z dna, kwés octowy
i glukoza. :

Jako zrédio azofcu mozna stesowaé amoniak, or-
ganiczne i niecrganiczne sole amomiowe takie, jak
chlorek amonu, siarczan amcemu, weglan amonu,
octan amcnu, fosfcran amonu itd., zwigzki zawie-
rajgce azot tak’e, jak mocznik itd., peptony, eks-
trakt miesny, ekstrakt drozdzewy, ciecz z moczo-
nej kukurydzy, hydrolizat kazeincwy, mieso rybie,
wyciag z migsa rybiego, odMuszczcng -soje, wy-
cigg z cdtluszezemej soji, hydrolizat kwasowy pro-
teiny sojowej itd. Poza tym, mozna stosowaé
substancje niecrganiczne, takie jak dwuwodoroor-
to fosforan potasu, kwasny fosforan potasowy,
siarczan magnezu, chlcrek sodu, siarczan zelazawy,
siarczan magnezowy, weglan wapnicwy itd. '

Ponadto, gdy mutanty wytwarzajace L-lizyne
maja pczywke, wymagang przez aminokwasy, wi-
taminy, zasady purynowe itd., to oczywriscie cd-
pcwiednie iloéci takich pozywek musza byé do-
dane do sSrodcwiska. Na przykbad, bakteria . ma-
czugowa wytwarza kwas glutaminowy i dlatego
jej mutanty wytwarzajace L-lizyne wymagaja do
wrzrostu bictyny. Zgodnie z tym konieczne jest,
aby w S$rodowfsku odzywczym znajdowala sie od-
pcwtednia ilo§é biotyny. To jest zrozumiale, ze
jeSli pozadame pozywki znajduja sie w innych
sktadnikach srcdowiska, to nie jest kcnieczne spe-
cjalne dodawanie Zrédel tych pozywek do sSrodo-
. wiska.

Zgodnie ze sposobem wedlug wynalazkuy, doda-
tek ptynu hcdowlemego, otrzymanego przez -hodo-
wanie -mutanta, wytwarzajacego L-leucyne, do
Srodowiiska fermentacyjnego L-lizyny efektywnie
zwigksza wydajno§é L-lizyny. Taki plyn hodo-
wlany, dodawany do Srodcwiska fermentacyjnego
L-lizyny, moze byé uzyty jako taki lub po usu-
nieciu komérek mikrobowych. W kaidym przy-
padku ‘konieczna jest oczywiscie sterylizacja ply-
nu hodbwlanego lub przesgczu hodcrwla.nego przed
jego uzyciem.
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Ilosé  ptynu hodowlanego mufhanta wyﬂ:'warza]a-‘
cego 1l-leucyne, stosowanego jako dodatek: do $ro-

dowiska odzywczego dla wytwerzenia L-lizyny, za-
lezy od mikroorganizméw oraz skladu Srcdowtiska,
stosowanego zar6wno przy wytwarzaniu L-lizyny,
jak'i L-leucyny. Preferowane jest jednak, aby $ro-
dowisko fermentacyjne L-lizyny zawieralo piyn
hodowlany w stezeniu od 2 do 150 ml/l, liczac na
objetosé $rodowiska  odzywczego dla fermentacji
L-lizyny; - optymalng ilo$é latwo: Jest oikreéhé dla
kazdego szczegblnego. przypadku.’

Po dodaniu plynu hodowlanego mu.'tan'ta, wy=
twarzajgcego L-leucyme, cala - ilosé cieczy, jaka

6
ma by¢é dodana, moze znajdowaé si¢ w Srodowisku
poczatkowym. - Mozliwe jest takie dodanie czesci

tego plynu do Srodowiska poczatkowego, a pozo-

stala cze$é podczas prowadzenia hodowki. Alterma-.
tywnie, calg ilo§é, jaka ma byé dcdama, mozna
dodaé dopiero podczas hodowli.

Jesli pltyn hodowlany dodaje sig do Srodowiska
fermentacyjnego L-lizyny pcdczas hodowdi, to mo-
ina go dedawaé w calosci od razu, z przerwami
lub w spos6b ciagly. W tym przypadku, celem
uzyskania pozadanego efektu, wywolanego dcda-
niem ptynu hodowlanego mutanta, wybwarzajace-
go L-leucyme, pozadane jest, aby dodawanie za-
koneczyé do kofica etapu logarytmicznego rozmmna-
zania sie mikroorganizmu., Przewaznie logarytmi-
czny etap rozmnazania wynosi od 10 do 24 godzin
cd momentu rozpoczeaia hodewli.

Fermentacje mwtanta, wytwarzajgcego L-leucy-
ne, prowadzi si¢ w warunkach normalnie stoso-
wenych przy fermentacji L-lizyny, to jest w wa-
runkach tlenowych, na przyklad, z napowietrza-
niem i mieszaniem lub wytrzasaniem w tempera-
turze 25—40° i przy pH=6—8,5.' Zwykle po 30 do
150 gcdzinach hcdowania w plynie hodowlanym
gromadzi si¢ znaczna ilo§é L-lizyny. Po zakoficze-
niu hodowli L-lizyne oddziela si¢ i oczyszcra je-
dnym z dobrze mmanych sposobéw, takim jak trak-
towanie zywica jonowymienng, krystalizacja przez
zatezanie itd.

Plyn hcdowlany mutanta, wytwarzajacego L-
leucyne, pozwalajacy na uzyskanie wiekszych wy-
dajnosci L-lizyny zgcdnie zeé spcsobem wedlug
wynalazku, mozna przygctcwaé metcdami konwen-
cjcnalnymi dla predukeji L-leucyny. Do produk-

~cji plynu hodowlanego mozna stoscwaé dowolny

mutant, wytwarzajacy L-leucyne, bakterii maczu-
gowych, wytwarzajacych kwas glutaminowy, po-
siadajacy wyzej opisane wtasnosci.

Podobnie przy fermentacji L-lizyny moéna tak
dlugo stosowaé albo medium syntetyczne, albo
naturalne do fermentacji L-leucyny, jak dlugo
zawiera ono odpowiednie Zrédla przyswajalnego
wegla, Zrédlo azotu, substancje nieorgamiczne i in-
ne pezywki, konieczne do wzrostu stosowanych
mikroorganizméw. Co do specyficznych Zrédet we-
gla, #rédel azotu i substancji nieorganicznych,
wspcmnianych przy fermentacji L-lizyny, to sa
one takze uzyteczne przy fermentacji L-leucyny.
Melasa, koficowa melasa z dna, kwas octowy i glu-
koza, wspomniane poprzednio, sa polecane z prak-
tycznego punktu widzenia. Przy stosowaniu spe-
cyficznych szczepow, wymagajacych specyficznych
pozywek, pozywki takie musza oczyw1éc£e maJdo-
waé sie w srodoumskJ odzywezym.

Hodowle mutanta] ‘wytwarzajacego L-leucy\ne,
prowadzi sie w kcnwencjonalnych warunkach -ho-
dowlanych. Przewaznie hodowle prowadzi sie .w
warunkach tlenowych, na przykilad z napowietrza-
niem i mieszaniem lub z wstrzasaniem w tempe-
raturze 25°—40°C i przy pH—6—9 przez 48—120
godzin,

Nastepujace przyklady doéwmdczaﬂme Llu.stru]a
preferowany - zakres iloSci plynu hodowlanego mu-
tanta, wytwarzajacego L-leucyne, jaka ma by¢

-dodana do $rodowiska fermentacyjnego L-lizymy.-



7
Przyklad doéwiadczalny 1
Przygotowuje sig¢ $rodcwisko podstawowe. o na-
stgpujagcym skladzie: -

glukoza- B0 gl
(NH4)sSO, a0 gl
KH;PO, 1 gn
MgSO, - THxO 0,4 =/l
FeSO, *+ TH;O 10,01 g/1
MnSO; - 4H;0 6 mgy/l
biotyna 300 vy
Chlorowodorek tiaminy 200 wl
Ajielki! 1 gl
CaCOs ' 5 gl
L-treonina 600 v/
DL-metionina 200 1

(pH przed sterylizacja wynosi 7,4)

1 Nazwa handlowa dla kwasnego hydrolizatu
preteiny sojcwej, otrzymywanego z firmy Ajino-
moto Inc., Japan. ’ '

6 nrodzajow $rodowiska przygotowywano, dodajac
plyn hodowlany szczepu, wytwarzajgcego L-leu-
cyne, zawierajacy 15,6 g/l L-leucyny, do podsta-
wowego Srodowiska w réinych ilo$ciach, poda-
nych w Tablicy 1.

Brevibacterium flavum ATCC 21518 zaszczepia
si¢ w 10 mil porcjach Srodcwiska podstawowego,
otrzymujac w ten sposéb 6 rcdzajow odziywek w
250 ml-kolbach Erlenmeyer’a i hoduje w tempera-
turze 28°C przez 110 godzin, stosujac wstrzasanie.
Po zakofczeniu okresu hodowania, oznacza sie wy-
dajnosci L-lizyny oraz wzrost komoérek. Wyniki
pcdano w Tablicy 1.

Tablica 1
Stezenie doda-
wamnego piynu
hodowlanego ‘Wydajnosé | Wzrost komé-
szczepu, wytwa- L-lizyny rek (g/l) su-
" rzajacego L- (gN) chych komorek
~leucyne :
(ml/1)
‘0 32 9,8
"2 ' 40 109
5 48 12,5
10 55 13,8
20 60 153
49 59 14,7
60 56 135

~Plyn *hodowlany szczepu, wytwarzajacego L-
-leucyne, otrzymuje sie¢ w. sposéb nastepujacy:
Corynebacterium glutamicum (FERM—P No.
1834) ATCC 21885 zaszczepia sie w 5 litrowym na-
czyniu fermentacyjnym w3 litrach pozywki za-
rodowej o nastepujacym skladzie:

D-glukoza 50 g/l
pepton w0 gt
ekstrakt. drozdzowy 10 g/l
ciecz po rozmoczeniu

ziaren kukurydzy 5 gl
chlorek sodowy 25 g/l
mocznik 3 gl
biotyna 50 v/l

(pH=17,2 przed sterylizacja)
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Hodowle prowadzi sie w temperaturze 30°C przez
18 godzin, stosujgc . napowietrzanie z szyb-

koscia 3 l/min i mieszanie z szybkodcia 600 obr./

/min. -

1 1 tej kultury zarcdowej zaszczepia sie' w 30
litrowym naczyniu fermentacyjnym w 10 1 gléw-
nego Srodowiska fermentacyjnego o nastepujacym
skladzie:

octan amonowy 50 g/l

KH,PO, ST 2,0 g/l

MgSO, - TH,O 05 gl

FeSO, : TH;0O 0,1 g/l

MnSO; - 4H;O 0,01 gl
biotyna 5%y/1

chlorowodorek tiaminy 100 mg/l
(pPH="4 przed sterylizacja)

Hodcwle prowadzi sie w temperaturze 30°C przez
60 godzin, stosujac napowietrzanie z szybkoécig
10 l/min i mieszanie z szybkoécia.400 obr./min.

Po 3 godzinach od rozpoczecia hodowania 10 1
mieszaniny, zawierajacej 71 g/l octanu amonowego
i 380 g/l kwasu octowego, wprowadza sig w spo-
s6éb ciagly do S’I;Cd‘GWIiIS\ka odzywczego przez okres
56 godzin w taki spos6b, aby pH s$rodowiska u-
trzymaé na poziomie 6,8 i aby stezenie kwasu oc-
tcwego w Srodowisku wynosilo 1,2—19 g/l. Po za-
konczeniu hodowli, w plynie hodowlanym groma-
dzi sie 15,6 gAl L-leucyny.
Przyklad doswiadczalny 2

Jako szczep wytwarzajacy L-lizyne stosuje sie
Corynebacterium glutamicum ATCC 21516, ktéry
hoduje sie w taki sam spos6b, jak . opisano w
przykladzie doSwiadczalnym 1, z tym wyjatkiem,
ze stosuje sie rézne ilosci plynu hodowlanego
szczepu wytwarzajgcego L-leucyne, jak pokazano
w Tablicy 2.

Tablica 2
Stezenie doda- Wazrost
nego plynu hodo- Wydajnosé komérek
wlanego s.z.czepu L-lizyny (/1 suchych
wytwarzajacego (gM) komoérek)
L-leucyne (mil)
0 30 9,9
2 37 1041
5 48 126
10 56 135
20 62 14,9
40 58 144
60 55 14,0
80 53 138
100 54" 13,3
150 . 52 13,5

Nizej podane przyklady ilustruja sposéb wedlug
wymnalazk-.

Przyklad 1. Corynebacterium glutamicum
ATCC 21513 (szczep wytwarzajacy L-lizyne) za-
szczepia sie w 330 ml pozywki zarodowej, ktéra
hoduje sie w 2 1 kolbie Erlenmeyer’a w tempera-
turze 28°C przez 24 godziny, stosujac wstrzasanie.
Sklad pozywki zarodowej



.
D-glukoza 40 g/l
KH PO, 0,5 g/l
KJHPO, 1,5 gA

* mocznik 3 gl
MgSO,TH;0 0,5 g/l
pepton 20 gil
ekstrakt migsny 5 g/l
biotyna 50 vl

(pH=1,2 przed sterylizacjg)
Przygotowuje sie odpowiednio 5 rodzajéw $ro-
dowisk o nastepujacych skladach:
Sredewisko A—I1:

kecncowa melasa z dna 159 gAl (jako glukoza)

MgSO4-TH,O 0,3 g/l
KHPO, 0,7 g/l
mocznik . -3 g
Ajeki 20 g/l

(pH=T,4 przed sterylmzaqa)

Srcdowisko A—2:
Srodowisko A—il
13 ml/l plynu hodowlanego szcze-
pu wytwarzajagcego L-leucyne
(zawierajacego 15,0 g/l L-leucy-
ny)

Srodowisko A—3:
Srodowisko A—1
+
200 mg/l L-leucyny

Srodowisko A—4:
. Srodowisko A—i1

+
13 ml/1 ptynu hodowlanego szcze-
pu wytwarzajacego kwas L-glu-
taminowy (zawierajacego 60 g/l
kwasu L-glutaminowego)

Srodowisko A—5:
Srodowtisko A—i
+
13 ml/l ptynu hodowlanego szcze-
pu wytwarzajacego kwas L-glu-
taminowy, stosowanego do otrzy-
mania Srodowiska A—4
C+
200 mg/l L-leucyny

1 1 otrzymanej wyzej kultury nasiennej zaszcze-
pia sie w 10 1 porcjach podanych wyzej 5 rodza-
jow Srodowisk W 30 litrowych naczyniach fer-
mentacyjnych. Hodowanie prowadzi sie w tempe-
raturze 28° do 48 godzin, stosujac mapowietrzanie
z szybko$cia 10 l/min. i mieszanie z szybkoscig
400 obr./min. Podczas hodowania pH $rodowiska
utrzymuje sie na poziomie 6,8 za pomocg 22% roz-
tworu wodnego amoniaku.

Po zakonczeniu hodowania, ptyn hodonwlany za-
wiera L-lizyne, jak pokazano w Tablicy 3.

Plyn hodowlany szczepu wytwarzajagcego L-le-.

ucyne i szczepu wytwarzajacego kwas L-glutami-
nowy, jakie stosowano wyzej, otrzymuje sie w
nastepujacy sposéb, odpcwiednio:

Otrzymywanie plynu hodowlanego

szczepu Wwy-
twarzajacego L-leucyne :

97982
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Tablica 3
Wydajnosé
Srodowisko Dodatek L-lizyny
(-7)]
A-1 Zaden B 40
A-2 Plyn hodowlany szcze-
pu wytwarzajacego L-
-<leucyne 55
A-8 L-leucyna 44
A-4 Plyn hodowlany szcze-
pu wytwarzajacego kiwias
. L-glutaminowy 40
A-5 Plyn hodowlany. szcze-
pu wytwarzajacego
kwas L-glutamino-
wy+L-leucyna 46
Brevibacterium lactofermentum (FERM-P No.

1837) ATCC 21888) ré6d wytwarzajacy L-leucyne
(zaszczepia sie w 5 litrowym naczyniu fermenta-
cyjnym w 3 1 pozywki zarodowej i hoduje w tem-
peraturze 30°C przez 18 godzin, stosujac napo-
wietrzanie z szybkoscig 3 l/min i mieszanie z szyb-
koscig 600 obr./min. :

Sklad pozywki zarodowej:

D-glukoza 59 g
pepton 10 g/l
ekstrakt drozdzowy 10 gi
ciecz po rozmoczeniu

ziaren kukurydzy 5 gA
NacCl 2,5 gfl
mocznik 3 gl
biotyna 50 v/

(pH przed sterylizacjg 7,2)

1 1 przygotowanej w ten spos6b pozywki zaro-
dowe|j zaszczepia sie w 30 litrowj’m naczyniu fer-
mentacyjnym w 10 1 gléwnego medium fermen-
tacyjnego o nastepujacym skladzie:

Sklad glownego medium fermentacyjnego:

octan amonowy 15 gl
KHyPO, 2,0 gl
MgSO0,-TH;;O 05 g
FeSO,-TH;O 0,1 gl
MnSO,-4H,O> 0,01 g/l
biotyna 50 il

chlorowodorek tiaminy 100 nglll
(pH="1,4 przed sterylizacjg)

Hodowle prowadzi sie w téemperaturze 30°C przez
60 godzin, stosujac napowietrzanie z szybkoscig
10 Vmin i mieszanie z szybkoScig 400 obr/min., :
utrzymujgc pH S$rodowiska okolo 6,8 za pomocg
60% wodnego kwasu octowego. Po 7 godzinach od
rozpoczecia hodowania, 70 ml porcje wodnego roz-
tworu, zawierajgcego 11 g octanu amonowego,
wprowadza sie do Srodowtiska co 1 godzing przez
59 razy. Podczas hodowania stezenie kwasu octo-
wego w Srodowisku utrzymuje si¢ na poziomie
1,2—18 g/l. Po zakoficzeniu hodowania w -plynie
hodowlanym gromadzi si¢ 15,0 g/l L-leucyny. ‘

Otrzymywanie plynu hodowlanego szczepu wy-
twarzajgcego kwas L-glutaminowy
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Acrthrobacter paraffineus ATCC 15591 (szczep
wytwarzajgcy kwas L-glutaminowy) zaszczepia sie
w 2 litrcwej kolbie Erlenmeyer’a w 300 .ml po-
zywki zarcdowej i hoduje w 3)° przez 24 gedziny
stosujac wistrzasanie.

Skiad pozywki zarodowej:

cctan sodu 10 gn
peptcn 10 g/
ekstrakt miesny 5 g/
NacCl 2,5 g/l

(pH=17,0 przed sterylizacjg)
. 300 ml w ten sposéb otrzymanej kultury zaro-
dowej zaszczepia sie w 5 litrowym naczyniu fer-
mentacyjinym w 3 1 gléwnego medium fermenta-
cyjnego o nastepujacym skladzie:
Skilad gléwmnego medium fermentacyjnego:

octan amonu 20 g/l (jako kwas octcwy)

KH,PO, 1 gn
K,HPO, 1 gn
MgSO, - TH,0 0,5 gl
MnSO,-4H;0 10 mgl
FeSO,-TH;O 10 mgi

chlorowodorek tiaminy 5 y/1
(pH=1,0 przed sterylizacja)

97982
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Tablica 4
Ilcéci aminokwaséw (mg/l)
- Pechodza-
cy z plynu
Amino- hodowla- | Pcchodzg- fjcfclzi:::
kwas ‘nego szcze- cy z cowej me-
pu v.vytwa- Ajieki iasy z dna
~ Tzajacego
N L-leucyne
Alanina 6,37 176 99,0
Kwas as-
paragino-
wy : — 967 278
Arginina — 546 7,5
- (jako chlo-
rowodorek)
Cystyna — — 3,0
Glicyna 4,81 332 75
kwas
glutami-
nowy 12,6 1570 9,0
Histydyna — 242 13,5
(jako chlo-
rowodorek)
Izoleu-
| cyna 5,85 284 —
Leucyna 195 586 —
Lizyna 5,2 550 -
Metioni-
na _ —
" Fenylo-
alanina = 340 12,0
Prolina -_ 460 . —
Seryna — 376 52,5
Treonina — 362 52,5.
Tryptofan — — 75
Tyrozyna —_ 208 13,5
Walina — 310 48

30
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Hcdcwle prowadzi sie w temperaturze 30°C
przez 3 dni, stosujac napowietrzanie .z szybkoscig
3 Vmin i mieszanie z szybkoscia 600 obr./min.
Podczas hodowania 1 1 wodnego roztworu, otrzy-

‘manego przez dodanie 3 cze$ci wagowych wedy

do mieszaniny 70 czeSci wagowych lodowatego
kwasu octowego i 27 czesci wagowych 22% wod-
nege roztworu amomiaku, wprowadza sie do $ro-
dowiska, utrzymujac pH s$rcdowiska 4—9. Doda-
wanie konczy sie na 2 godziny przed zakoncze-
niem hodowania. Po zakonczeniu hodowania 60 g/l
kwasu L-glutaminowego gremadzi sie w plynie
hicdcwilanym.

Srcdowisko A—2 stosowane wyzej, zawierajace
Srodowiisko A—l i plyn hcdowlany, otrzymany
przez hcdcocwanie szczepu wytwarzajacego L-leu-
cyne, zawiera aminckwasy pcchodzace z plynu
hodowilanego, Ajieki i koncowej melasy z dna w
ilcéciach podanych w.tablicy 4. .

Z tablicy wynika, ze ilo$ci aminckwaséw, po-
chodzace z plynu hodcwlanego szczepu wytwa-
rzajacego L-leucyne, sa bardzo male w poréwna-
niu do aminokwas6w, pochodzacych z Ajieki lub
konficowej melasy z dna. Wynika z tego, ze ami-
nokwasy, pochodzace z plynu hodowlanego mu-
tanta wytwarzajacego L-Je‘.icyne, nie wywierajgq
dedatkowego wplywu na produkcje L-lizyny. Na tej
pcdstawie dochcdzi sie do wniosku, ze wptywu
dcdatku plynu hodowlanego szczepu wytwarza-
jacego L-leucyne nie mczna przypisaé aminckwa-
som, zawartym w plynie hodowlanym.

Przyktad .II. Przygctowuje sie 4 rodzaje
srodowisk o nastgpujacym skladzie, odpowiednio:

Srodewisko B—I1

D-glukoza 150 gA
/NHy/sSO,4 40 gl
KHgPIOA 1 g/tl
MgSO,-TH;0 0,4 g
FeSO,-TH;O 0,01 gl
MnSO,-4H,0 6 mg/l
bictyna 300 W
chlorowodorek tiaminy 200 /1
Ajieki 1 gA
CaCO; 5 gl .
L-treonina 600 ymil
DL-metioniina 200  y/ml

Srodowisko B—2:

Srodowisko B—1
+ .

20 ml/Al ptynu hodowlanego szcze-
pu wytwarzajacego L-leucyne
.(zawierajacego 156 g/l L-leucy-
ny), otrzymanego w Przykladzie
doswiadczalnym 1

‘Srcdowisko B—3: a ’

: Srodowisko B—1-
+
320 mgll L-leucyny

-
Srodowisko B—4:
Srodowisko B—i1
+
1 gl Ajieki
Brevibacterium flavum ATCC 21518 (sz¢zep wy-
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twarzajacy L-lizyme (zaszczepia sie w 250 mil kol-
bach Erlenmeyer’a w 10 ml porcje wyzej opisa-
nych czterech rodzajow medium i hoduje sie w
80°C przez 110 gedzin, stosujac wstrzasanie.

Po zakoniczeniu hcdowania ofrzymany plyn ho-
dowlany zawiera L-lizyne, jak pokazano w Ta-
blicy 5.

Tablica b

. Wydajnosé
Srodowisko| Dodatek L-lizyny
(mg/1)

B—l1 Nie ma 2
B—2 Plyn hodowlany szcze-

pu wytwarzajacego

L-leucyne 60
B—3 L-leucyma 35
B—4 Ajielkci 46

Przyklad III. Stesuje sig Corynebacterium
glutamicum 21516, Brevibacterium flavum ATCC
21528, Corynebacterium glutamicum ATCC 21544
i Corymebactenium glutamicum KY 10013 (z kt6-
rych wszystkie sa szczepami wytwarzajacymi  L-
-lizyne). '

Szczepy te zaszczepia sig oddzielnie w 250 ml kol-
bie Erlenmeyer’a w 40 ml pozywki zarodowej i
hoduje w 28°C przez 24 godziny, stosujgc wstrza-
sanie.

Sklad pozywki zarodowej: -

D-glukoza 0 g
NaCl 2,5 gNl
mocznik . 3 gl
pepton 10 g1
ekstrakt drozdzowy 10 gn
ciecz z namoczenia

ziaren kakurydzy 5 gfl
-biotyna 50 yA

{pH=1,2 przed sterylizacjg)
Przygotowuje sie 3 rodzaje Srodowisk o naste-
pujacych skladach: :

Srodowiisko C—i:

koficowa melasa z dna 100 g/l (jako glukoza)

KH,PO, 05 gl
MgSO, (bezwodny) 9,5 gl
/NH,/,SO, 3,3 g/l
Ajieki 20 gl

“(pH="1,4 przed sterylizacjg)

Srodowisko C—2:
Srodowisko C—1
+ .
20 ml/1 ptynu hodowlanego szcze-
pu wytwarzajagcego L-leucyne,
oirzymanego w przykladzie 1
(zawierajgcego 15,0 gAll L-leucy-
ny)
Srodowisko C—3:
Srodowisko C—i
ot
300 mg/l L-leucyny

Plyny po hodowli z zastosowaniem mpowyzszych
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mediéw zawieraja L-lizyne w ilosciach, jak po-
kazano w tablicy 6. )

Tablica 6
Wydaj-
Srodo- nosé
Saczep wisko Dodatek . | [L-lizy-
Ny
(e/1)
Corynebac-
terium glu- . ,
tamicum C—1 | Nie ma 27,0
ATCC 21516 C—2 | Plyn hodo-
wilany szcze-
pu wytwa-
rzajacego
-L-leucyne 32,0
IC—8 | L-leucyna 272
Brevibacte- C—1 | Nie ma 26,1
rium flavum
ATCC 21528 C—2 | Plyn hodo-
wlany szcze-
pu wytwa-
rzajgeego
. L-leucyne 28,7
C—3 | L-leucyna - 26,0
Corynebac-
teriam glu-
tamicum C—1 | Nie ma 27,8
ATCC 21544 C—2 | Piyn hodo-
‘ wlany szcze-
pu wytwa-
rzajgcego. .
L-leucyne 30,5
C—3 | L-leucyna 26,8
Cqrynebac- :
terium glu-
tamicum c—1 Nie ma 23,0
KY 10013 C—2 | Plyn hodo-
wlany szcze-
fpu wytwa-
rzajacego
L-leucyne 25,0
CcC—3 L-leucyna 22,9

Przyklad IV. W przykladzie tym Coryne-
bacterium glutamicum KY 10403 (szczep wytwa-
rzajacy L-lizyne) jest hcdowany zarodowo w taki
sam spos6b, jak opisano w Przykladzie I.
Przygotowano 3 rodzaje Srodowisk o nastepuja-
cym skladzie: .

Srodowisko D-1:
Koficowa melasa z dna150 g/1

(ako glukoza)
MgSO; * TH,0 0,3 g/l
KH,PO, 0,7 g/l
mocznik 3 gl
. Ajieki 10 g
(pH = 7,4 przed sterylizacja
Srodowisko D-2:
Srodowisko D-1
+
20 mll plynu  hodowlanego

szczepu wytwarzajacego L-leu-



15
¢yne, otrzymanego w Przykla-
dzie I (zawierajacego 15,0 g/l
L-leucyny)
Srcdowisko D-3:
‘ Srodowisko D-1
+
300 mgfl L-leucyny

1 1 kultury zarodowej zaszczepia sig w 30 li-
trowych naczyniach fermentacyjnych w 10 1 por-
cjach powyzej wspomnianych 3 rodzajéw medium
i hoduje w taki sam spasab jak opisano w Przy-
kladzie I.

Po zakoficzeniu hodowania otrzymane plyny

hodowlane zawieraja L-lizyne w ilosciach, jak po- -

kazano w Taublmcy 7.

Tablica 7
. . Wydajnosé
Srodowisko - Dodatek L-lizyny g/l
D—1 Nie ma 41
D—2 Plyn hodowlany szcze-
pu wytwarzajgcego L-
-leucyne 52
D—3 L-leucyna 45

Przyktad V. Cecrynebactenium glutamicum
ATCC 21513 (szczep wytwarzajacy L-lizyne) jest
hodowany zarodowo w taki sam spos6b, jak opisano
‘w Preyk'adzie 1.

Przygotowano trzy rodzaje sro-dowusk o mnaste-
pujacych skladach:
Srcdowisko E—I:

Taki sam sklad,
w przykladzie I.
Srodowisko E—2:

Srodowisko E—

+
13 mi/l plynu hedowlanego szcze-
pu - wytwarzajacego L-leucyne
(zawierajacego 15,8 g/l L-leicy-
ny)

Srodowisko E—3:
Srodowisko E—1
+

200 mg/l L-leucyny

1 litr plynu hodowlanego zaszczepia sie w 30
litrowych . naczyniach fermentacyjnych do 10 li-
“trowych porcji wyzej wspomnianych 3. rodzajow
Srodowisk. Hodowanie prowadzi sie w temperatu-
rze 28°C przez 48 godzin, stosujac napowietrzanie
z szybkoscia 10 Vmin i mieszanie z szybkoscig
400 obr./Miin.

Podezas hodowania pH $rodowiska utrzymuje sie
6,8 za pcmocy 22% wodnego roztworu amoniaku.

Po zakoiiczeniu hodowania otrzymany plyn ho-
dowlany zawiera L-lizyne, jak pokazano w Tabli-
cy 8.

Plyn hodowlany szczepu wytwarzajacego L-leu-
cyne, stosowany wyzej przygotowuje sie w spos6b
nastepujacy.

Brevibacteriim lactofermentum (FERM—P. No.
1837) ATCC 21888 (r6d wytwarzajacy L-leucyne)

jak Srodowisko A—il, opisane
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Tablica 8
Wydajnosé
Srodowisko Dodatek L-lizyny
(e/l)
E—1 Nie ma 41
E—2 Plyn hodowlany szcze-
pu wytwarzajgcego L-
-leucyne 57
E—3 L-leucyna 46

hoduje sie zarodowo w taki sam sposéb, jak opi-

sano 'w Przykladzie 1. 1 litr kultury zarodewej

zaszczepia sie w 30 litrowym maczyniu fermenta-

cyjnym w 10 litrach gléwmnego srodowiska fermen-

tacyjnego o nastepujacym skiadzie. .
Sklad giléwnego medium fermentacyjnego:

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

MgSO, - THyO 0,3 gl
KH;PO, 0,7 g/l
(NH,)$SO, 20 g/l

Hodowanie prowadzi sie w temperaturze 30°C
przez 30 godzin, stosujac mapowietrzanie z szyb-
koscig 10 Vmin i mieszanie z szybkosciag 400 obr./
/min, uwtrzymujac pH S$rodowiska 6,8 za pomoca
22%/0-owego wodnego roztworu amoniaki. Po za-
koficzeniu hodowania w cieczy kulturowej groma-
dzi sie 15,8 g/1 L-leucyny.

Przyktad VI Corynebacterium glutamicum
ATCC 21513 (r6d wytwarzajacy L-lizyne) jest ho-
dowany zarodowo w taki sam sposélb jak opisa-
no w przykladzie I.

Przygotowano 3 rcdzaje Srodowisk o mastepu-
jacych skladach:

Srodowisko F—1:

octan amonu 15 g/l
KHPO, 2,0 gl
MgSO, - TH,0 0,5 g/l
FeSO, - TH,O 0,1 g/
MnSO, - 4H;0 0,01 ga
biotyna 5 /1
chlorowodorek tiaminy 100 mg/1
Ajieki 20 g/l

(pH=17,4 przed sberyluzacm)

Srodowisko F—:
Srodowisko F—1
+
13 mMl ptynu hodowlanego szcze-
p1. wytwarzajacego L-leucyne
(zawierajacego 15,8 g/fl L-leucy-
ny) otrzymanego w przykladzie
V.
Srodowisko F—3:
Srodowisko F—~l
+
200 mgfl L-leucyny
1 litr kultury zarodowej zaszczepia sie w 30 li-
trowych naczyniach fermentacyjnych do 10 litro-
wych porcji powyzej wspomnianych 3 rodzajow
$rodowisk. Hodowanie prowadzi sie w temperatu-
rze 28°C przez 62 gedziny; stosujac napowietrza-

" nie z szybkoscig 10 litr6wvmin. i mieszanie z szyb-

koScig 400 obr./min. utrzymujac pH $rodowiska
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6,8 za pomocy 60%e-owego wodnego roztworu kwa-
su octowego. Po 10 godzinach od rozpoczecia ho-
dowania co godzine, do Srodowiska wprowadza sig
70 ml porcje wecdnego roztworu, zawierajacego
13 g octanu amonu, 50 razy. Podczas hodowania
stezenie kwas1 octcwego w Srodowisku utrzymu-
je si¢ w gramicach 0,5—15 g/l.

Po zakonczeniu hodcwania otrzymane piyny ho-
dowlane zawierajg L-lizyne, jak pokazamo w Ta-
blicy 9.

97982
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Tablica 9
‘Wydajnos§é
Srodowisko Dodatek L-izyny
gl) | 15
F—1 Nie ma 32
F— Plyn hodowlany szcze-
pu wytwarzajacego L-
~leucyne 48
: ) 20
. F-3 L-leucyna 35
Przyklad VII. Powtérzono procedure, opi-
sang w przykladzie I z tym wyjatkiem, ze zasto-
25

scwamo plyn hodowlany szczepu vartwarzaljacego
L-leucyne, otrzymany w przykladzie I.
Otfrzymane wyniki przedstawicno w Tablicy 10

Tablica 10

Wydajno§é L-lizyny
DOd.a‘bek ((g/1)
Nie ma . 30
Plyn hodowlany szcze-
pu wytwarzajacego L-
-leucyne 49
L-leucyna 34

- Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania L-lizyny na drodze ho-
dowania mutanta, wytwarzajacego L-lizyne, bak-
terii maczugowych, wytwarzajacych kwas glutami-
nowy w Srodowisku odzywczym, znamienny tym,
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ze mutant hoduje si¢ w pierwszym s$rodowisku
odzywczym, zawierajacym 2rédlo przyswajalnego
wegla i azotu oraz 2—150 mil/l ptynu hodowlanego,
otrzymanego w wyniku hcdowania mutanta, wy-
twarzajacego L-leucyne, bakterii maczugowych,
wytwarzajacych kwas glutamimowy, w drugim Sro-
dowisku odzywczym, a nastgpnie odzyskuje L-li-
zyne.

2. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, je
plyn hodowlany mutanta, wytwarzajacego L-leu-
cyne, dedaje sie do pierwszego Sradcwiska w ilo§-
ciach warastajgcych, a calg ilo§é plynu hodowila-
nego mutanta, wytwarzajacego L-leucyne, wpro-
wadza sie az do zauko{vczemta logarytmicznego eta-
pu wzrastania.

3. Spos6b wedlaig zastrz 1, znamienny t{ym, Ze
jako irédio wegla stosuje sie przynajmniej jeden
‘ze skladnikéw, takich jak wmelasa, koficowa mela-
sa z dna, glukoza lub kwas octowy.

4, Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako mutant, wytwarzajacy L-lizyne, stosuje sie
szczep taki, jak Brevibactenium amdinogenes, Bre-
vibacterium diwaricatum, Brevibacterium . flavum,
Brevibacterium lactofermentum, Brevibacteriam
roseum, Brevibacterium sacchorylyticum, Brevi-
bacterium dimmariophilium, Corynebacterium ace-

toacidephilum, Corynebacterium glutamicum, Co-

rynebacterium hercalis, Corynebacterium lilium,
Ccerynebacterium calluane, Microbacterium ammo-
niaphilum lub Arthrobacter.

5. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny {ym, ze

" jako mutant, wytwarzajacy L-leucyne, stosuje sie

szczep, taki jak Brewvibacterium aminogenes, Bre-
vibacterium divaricalum, Brevibacteriaum #flavum,
Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium
roseum, Brevibacterium sacchorylyticum, Brevi-
bacterium immariophilium, Corynebacterium ace-
toacidophilum, Corynebacterium glstamicum, Co-
rynebacterium herculis, Corynebacterium lilium,
Corynebacterium callunae, Microbacterium ammo-
niaphilum lub Arthrobacter.

6. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny {ym, Ze
hodowle mutanta, wytwarzajgcego L-lizyne, pro-
wadzi sie w temperatirze 25—40°C i przy pH—
=6—38,5.
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