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Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarza-
nia l-lizyny na drodze fermentacji, a zwlaszcza
sposdb fermentacyjnego wytwarzania l-lizyny na
pozywce z dodatkiem antybiotykéw, Srodkéw po-
wierzchniowo-czynnych i/lub $rodkéw przeciw-
utleniajgcych. .

Celem wynalazku jest opracowanie ulepszonego
sposobu wytwarzania l-lizyny na pozywce stano-
wiacej zrodto wegla. 1-lizyna jest znana jako nie-
zbedny skladnik pozywienia ludzi i zwierzat i spo-
dziewane jest jej szerokie zastosowanie do spo-
rzadzania i wzbogacania produktéw spozywczych.

Znane jest wytwarzanie 1-lizyny z weglowodanow
ulegajacych fermentacji przez fermentacje przy
uzyciu mikroorganizméw. W$réd mikroorganizmoéw
produkujgcych 1l-lizyne znane sg obecnie trzy

rodzaje bakterii. Pierwszy rodzaj stanowi mutant’

Micrococcus glutamicus, wymagajacy jako pozywki
homoseryny, metioniny lub treoniny, opisany
w opisie patentowym Stanoéw Zjednoczonych Ame-
ryki nr 2979 439. Drugi rodzaj jest reprezentowany
przez mutanty wrazliwe na treoning lub metionine
i przez wrazliwe na treonineg i \y'yinagajace treo-
niny mutanty, ktérych wzrost jest inhibitowany
stezeniem treoniny lub metioniny, lecz té ostatnie
wymagaja treoniny do wzrostu, jak opisano w opi-
sie patentowym Stanéw Zjednoczonych Ameryki
nr 3616218. Trzeci rodzaj reprezentowany jest
przez mutant odporny na dzialanie analogow lizy-
ny, takich jak S-(2-aminoetylo)-1-cysteina (ozna-
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czana dalej skrotem AEC), opisany w opisach pa-
tentowych Stanow Zjednoczo‘n'y'ch Ameryki nr
nr 3707440 i 3707441, oraz przez mutant odporny
na AEC i wymagajacy jednego lub wiecej srodkow
cdzywczych, jak ujawniony w belgijskim opisie
patentowym nr 798 890. - '

Obecnie stwierdzono, ze l-lizyne wytwarza' sie
na drodze fermentacji pozywki z mikroorganizmem
produkujgcym l-lizyne przy wartosci pH 5—9, za-
wierajgcej zrédla przyswajalnego wegla i azotu,
sole nieorganiczne, substancje konieczne do roz-
woju i substancje wzrostowe.

Sposéb wytwarzania 1-lizyny wedlug wynalazku
polega na tym, ze fermentacje prowadzi sie w $ro-
dowisku anfybiotykéw i/lub $rodkéw powierz-
chniowo-czynnych i/lub $rodkéw przeciwutleniaja-
cych, a nastepnie odzyskuje sie wytworzong
I-lizyne nagromadzong w S$rodowisky hodowlanym.

Jako mikroorganizmy produkujace l-lizyne sto-
suje sie wyzej Wwymienione mutanty szczepow
bakterii reprezentowanych przez rodzime szczepy

" rodzaju Brevibacterium i Corynebacterium, o ko-

niecznej odpornosci wobec AEC i/lub wymagajgce
jednego ze skladnikéw odzyweczych. :

Szczepy stosowane w sposobie wedlug wyna-
lazku wytwarza sie znanym sposobem przez pod-
danie wegetatywnych komérek macierzystyech dzia-
laniu $wiatla ultra-fioletowego, promieni-x albo
promieni-gamma i przez kontaktowanie szczepéw
macierzystych z roztworem azotynu sodu, sulfo-
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nianem etylometylowym lub N-metylo-N’-nitro-
-N-nitrozoguanidyng wedlug J. Gen. Appl. Micro-
bial. 13, 349—358 (1967) i w znany spos6b selek-
cjonuje mutanty, ktéore wymagajg skladnika od-
zywczego i/lub sg odporne na analogi lizyny i/lub
wrazliwe na dzialanie treoniny lub metioniny.

Jako antybiotyki stosuje sie chloramphenicol,
erytromycyne, oleandomycyne, kauamycyne, strep-
tomycyne, kasugamycyng, tetracykling, oksytetra-
cykling, mytomycyne C, aktynomycyne D, cyklo-
seryne, zwiazki z grupy penicylin, zwiazki z grupy
cefalosporyn, polimiksine i azaseryne. Stwierdzono,
ze szczegblnie skuteczne w sposobie wediug wy-
nalazku sg antybiotyki, takie jak chloramphenicol,
erytromycyna, oleandomycyna’, streptomycyna i ka-

amycyna, ktére jak wiadomo reaguja z czescia

i?ﬁ?gm ; tetyzujaca biatko.

Jako srodkl pe ierzchniowo-czynne stosuje sie
.‘srodkl anionowe, ftakie jak siarczany wyzszych
3Mﬁa&1}qbpnzenosulfomany, alkilofosforany
e-lﬁa.walkﬂosulfobtfrsztymany i Srodki kationowe,
-takie Jak Solé alkiloaminowe i czwartorzgdowe sole
amoniowe, $rodki niejonowe, takie jak alkiloeter
polioksyetylenu, sorbitanomonoalkiloeter polioksy-

etylenu i jednolaurynian sorbitanu, oraz Srodki
amfoteryczne, takie jak imidazol i betaina.

Jako $rodki przeciwutleniajace stosuje sig: 4,4'-
-dwuhydroksy-3,3’-dwumetylodwufenyl;  2,6-dwu-
-3-butylofenol; katechine, butylokatechine, kwas
protokatechowy, o-tokoferol, pirogallol, kwas ga-
lusowy, estry kwasu galusowego, naftol, zwiazki
fenolowe takie jak aminofenol, aminy takie jak

naftyloaminy, dwufenyloamina, dwu-2-butylo-p-
-fenylenodwuamina, 6-etoksy-2,3,4-tréjmetylo-1,2-
-dwuhydrochinolina, semikarbazyd, fenotiazyna

i czterofenylohydrazyma, oraz zwigzki zawierajace
siarke, takie jak kwas tlodwuproplonowy i kwas
tiodwuglikolowy.

Stwierdzono, ze ilos¢ 1-lizyny gromadzacej sie
w bulionie hodowlanym, wytwarzanym w znany
sposOb zwieksza sie zwykle dzieki dodaniu do po-
zywki antybiotykéw, sSrodkéw powierzchniowo-
czynnych i/lub srodkoéw przeciwutleniajacych. Nie
wiadomo jednak, jak wyjasni¢ powod zwiekszone-
go gromadzenia sie 1-lizyny po wprowadzeniu tych
dodatkéw. Przypuszcza sie tylko, ze dodatek anty-
biotyku 1lub Srodkéw powierzchniowo-czynnych
wplywa ewentualnie na przepuszczalnosé¢ $Scianek
lub blon komérkowych mikroorganizméw produku-
jacych 1-lizyne tak, ze 1-lizyna wytworzona przez
mikroorganizm moze by¢ uwolniona do $rodowiska
fermentacji oraz, ze dodatek $rodkéw przeciwutle-
niajacych ewentualnie zapobiega dezaktywacji
przez utlenianie enzymow, koniecznych do bio-
syntezy 1-lizyny.

Antybiotyki i/lub substancje powierzchniowo-
czynne i/lub S$rodki przeciwutleniajagce dodaje sie
do Srodowiska hodowli w takiej ilo$ci, ze wzrost
mikroorganizmu w S$rodowisku zawierajacym te
substancje jest dluzej inhibitowany niz w $rodo-
wisku nie zawierajacym wyzej wymienionych do-
datkéw. Dodatki te dodaje si¢ do $rodowiska ho-
dowli w iloSci powodujacej zapoczatkowanie wzro-
stu, kontynuowanie wzrostu lub przerwanie wzro-
stu mikroorganizméw podczas hodowania.
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‘kich jak hydrolizowane biatko sojowe,
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Stosowana pozywka fermentacyjna jest pozywkg
naturalng lub sztuczng, zaspokajajaca podstawowe
potrzeby stosowanych mikroorganizméw wraz ze
specyficznym $rodkiem lub $rodkami odzyweczymi
z wymienionej poprzednio grupy.

Odpowiednie zrédlo wegla stanowia _ zwykle
weglowodany, takie jak glikoza, fruktoza, malto-
za, sacharoza, skrobia hydrolizowana, melasa a tak-
ze kwasy organiczne, zwlaszcza kwas octowy, pro-

pionowy, benzoesowy lub fumarowy i alkohole,
zwlaszcza metanol, propanol i etanol, przy czym
pozywka moze zawiera¢ Kkilka réinych zrddet

wegla. Niektdre mutanty przyswajaja jako zasad-
nicze lub uboczne Zrédlo wegla takze weglowo-
dory. .

Azot dostarcza sie W'postaci' soli amonowych,
azotanoéw, mocznika, aminokwaséw, wyciggu na-
mokowego kukurydzy, ekstraktu drozdzy, ekstrak-
tu miesa, maczki rybnej, peptonu, bulionu, hydro-
lizowanej kazeiny, ich mieszanin, a takie w po-
staci amoniaku.

Niezbedne jony nieorganiczne dostarcza sie w po-
staci siarczanu magnezu, fosforanu sodu, jedno
i dwuwodorofosforanéw potasu, siarczanu zelaza,
chlorku magnezu, chlorku wapnia, chlorku sodu
i innych.

Specjalne srcdki odzywcze, wymagane przez nie-
ktore mutanty, wprowadza sie w postaci zawiera-
jacych je produktéw maturalnych, i w postaci
prostych pochodnych produktéw naturalnych, ta-
ekstrakt
drozdzy, wycigg namokowy kukurydzy, pepton,
hydrolizowana kazeina itp.

Dla optymalnego wytwarzania 1-lizyny wazne jest
regulowanie wartosci pH pozywki fermentacyjnej.
Najlepsze wyniki osigga sie, utrzymujgc wartos¢
pH w zakresie 5—9, co osigga sie zwykle przez
dodawanie podczas fermentacji mocznika, amonia-
ku, weglanu wapnia, a w miare potrzeby orga-
nicznych i nieorganicznych kwaséw. Fermentacje
prowadzi sie w temperaturze 24—37°C, chociaz
korzystna temperatura w znacznym stopniu zalezy
od stosowanego mikroorganizmu, w ciggu 2—7 dm
w warunkach aerobowych.

Wytworzong w ten sposob l-lizyne odzyskuje sie
z bulionu fermentacyjnego w znany sposéb, taki
jak absorpcja i eluacja z jonowymienionych 'zywic,
usuwanie komoérek i zatezenie przesgczu zawiera-
jacego 1-lizyne itd.

L-lizyne, nagromadzona w bulionie fermentacyj-
nym identyfikuje sie za pomocy reakcji ninhydry-
nowej na chromatogramie bibutkowym, na pod-
stawie wartosci wspélezynnika R; na chromato-
gramie bibulkowym, metoda elektroforezy w proé-
bach mikrobiologicznych i na dzialanie karboksy-
lazy lizyny jak réwniez przez pordéwnanie z wy-
nikami uzyskanymi przy uZyciu $lepych proébek.

Ilos¢ lizyny, wytworzonej w bulionie hodowla-
nym oznacza sie melodg kalorymetryczna, opartg
na reakcji ninhydrynowej soli miedzi w kwasnym

* Srodowisku, i przedstawionej w postaci chlorowo-

65

dorku.

Przyktad I. Podstawowsa poziywke hodowla-
na, zawierajacg 10% glikozy, 4,5% siarczanu amo-
nu, 0,1% KHyPO,, 0,04% MgSO,, ™/ H,0, 2 ppm
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Fet+, 2 ppm Mnt+, 50 mg/litr biotyny, 200 mg/litr
chlorowodorku tiaminy, 1% hydrolizowanego bialka
sojowezgo (o calkowitej zawartosci azotu T) i 5%
weglanu  wapnia (sterylizowanego oddzielnie),
o wartosci pH 8, dzieli sie¢ na 20 ml porcje. Do
kazdej porcji pozywki dcdaje sie nastepnie
chloramphenicol lub Miramol 2"~ MCA (nazwa
handlowa katicnowego $rodka powierzchniowo-
czynnego, wytwarzanego przez firme Miranol Che-
mical Co., Inc.) to jest laurylosiarczanu 2-unde-
cylo-N—karboksymetylo-N-(Z-karboksy-me!;oksy)-
-etyloimidazolinotréjmetyloglicyny, = jak wskazano
dalej, kazda porcje umieszczono w kolbie do wy-
trzasania o pojemnosci 500 ml i sterylizuje sie.
Porcje pozywki szczepi sie odpowiednio Breviba-
cterium lactofermentum FERMP-1944 (szczep od-
porny na AEC, pochodzacy z Brevibacterium lacto-
fermentum ATCC 13869) i Corynebacterium gluta-
micum FERMP-1987 (szczep odporny na AEC, po-
chodzacy z Micrococcus glutamicus ATCC 13032),
wyhcdowanymi poprzednio na agarze bulionowo-
glikozowym 1 wstrzagsajac prowadzi sie hodowle
w temperaturze 31°C. Porcje pozywki dzieli sie
aa dwie grupy.

Do pierwszej grupy porcji pozywki chloramphe-
nicol dodaje sie na poczatku i/lub po 15 godzinach
cd chwili zaszczepienia, w ilosci podanej w ta-
olicy I. Fermentacje prowadzi sie w ciggu 72 go-
dzin. Ilo$¢ I-lizyny nagromadzonej w bulionie,
oznaczong w postaci chlorowodorku, podano w ta-
slicy I. ’

Z bulionu pofermentacyjnego badano ponad

3000 réznych préb szczepdéw, hodowanych na po-

zywce bez dodatku antybiotyku, przy czym badano
zdolno$¢ tych szczep6bw do wytwarzania l-lizyny.
W wyniku tego potwierdzono, ze wszystkie te
szczepy posiadajg odpornosé na AEC, ktéra jest
oryginalng charakterystyczna cechg szczepu
i w konsekwencji sg zdolne do wytwarzania
1-lizyny. Wskazuje to, ze w mutancie szczepu, sto-
sowanego nawet po hodowli w ciggu 72 godzin
nic wysigpuje powtérna mutacja.

Do drugiej czesci porcji pozywki dodaje sie na
poczatku hodowli lub w ciggu 7 godzin od chwili
zaszczepichia wspomniany Miranol 2MCA, w ilosci
podanej w tablicy II. Ilo$¢ l-lizyny, nagromadzong
w kazdej porcji bulionu pe fermentacji zakonczo-
nej po 72 godzinach przedstawiono w tablicy II.

Przyktad II. Prowadzi si¢ fermentacje l-li-
zyny jak opisano w przykladzie I, z tg réznica,
ze do pozywki poczatkowo dodaje sie¢ 0,5 mg/ml
© erytromycyny, a mnastepnie po 15 gedzinach od
chwili zaszczepienia 3 mg/ml erytromycyny. Ilo§é
1-lizyny nagromadzonej w bulionie po prowadzeniu
_.hedowli w ciggu 72 godzin podano w tablicy III.
"Przyktad IIl. Prowadzi sie fermentacje 1-li-
zyny jak opisano w przyktadzie I (II) z ta réznica,
ze do pozywki dodaje sie Tween-20 (nazwa handlo-
wa, pochodna polioksyalkilenowa jednolaurynianu
sorbitanu, wytwarzana przez Atlas Powder Co.,
Inc.), wilosci podanej w tablicy IV. Ilo§é¢ I-lizyny
nagromadzonej w bulionie po prowadzeniu hodowli
w ciggu 742 gcdzin podano w tablicy IV.

Przyktad IV. Prowadzi sie¢ fermentacje 1-lizy-
ny jak opisano w przykladzie.I z tg réznica, ze
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" FERMP-1574,

- 20 ml.
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stcsuje  sie  Brevibacterium  lactofermentum
FERMP-1711 (odporng na AEC i wymagajacy

alaniny), Corynebacterium glutamicum FERMP-1613
(odporny na AEC i wymagajacy seryny) Coryne-
bacterium glutamicus FERMP-1982 (odporny na
AEC | wymagajacy proliny), Brevibacterium lacto-
fermentum FERMP-1857 (odporny na AEC i wy-
magajacy alaniny i leucyny), Brevibacterium lacto-
fermentum FERMP-1574 (odporny na AEC i wy-
magajagcy kwasu nikotynowego lub amidu kwasu
nikotynowego) i Brevibacterium lactofermentum
FERMP-1575 (odporny na AEC i wymagajacy
hypoksantyny), a antybiotyki dodaje sie. w sposob
pcdany w tablicy V.

Ilos¢ 1-lizyny, nagromadzonej w bulionie po
prowadzeniu hcdowli w ciggu 72 godzin podanc
w tablicy V.

‘Przyktad V. Prowadzi sie fermentacje 1-lizy-
ny jak opisano w przykladzie I z ta roéznica, ze
stosuje sig¢ Ccrynebacterium glutamicum FERMP-
-1613, Corynebacterium glutamicum (wymagajacy .
hcmoeryny), Brevibacterium Iactofermentum
FERMP-1572 (odporny na AEC i wymagajacy
seryny i 1z cyny), Brevibacterium Iactofermentum
Brevibacterium Iactofermentum
FERM-1575 <craz Brevibactenium Iactofermentum
FERMP-1811 (wymagajgcy treoniny). Wymagany
srodek odzywczy dodaje sie jak- pokazano w tablicy
VI. Srodek powierzchniowo-czynny, przedstawiony
v tej samej tablicy, dodaje sie odpowiednio po
kultywacji hodowli w ciggu 16 godzin.

Ilos¢ 1-lizyny, nagromadzonej w bulionie po pro-
wadzeniu hodowli w ciggu 172 godzin podano
w tablicy VI. o

Przyktad VI. Prowadzi si¢ fermentacje 1-li-
zyny jak opisano w przykladzie I, z tg réinica,',
ze - stosuje sie Brevibdcterium Iactofermentum -
FERMP-1944, FERMP-1711, FERMP-1572, FERMP-
-1574, FERMP-1575, FERMP-1841 oraz Coryne-
bactenium glutamicum FERMP-1987, FERMP-1613,
FERMP-1982 i w pewnych przypadkach dodaje sig
skladnik odzywczy jak podano w tablicy VII oraz
Srodki przeciwutleniajace w sposéb podany w ta-
blicy VII.

Ilo§¢ 1-lizyny, nagromadzonej w bulionie po pro-
wadzeniu hoddowli w ciggu- 72 godzin podano
w tablicy VII. ’ :

Przyktltad VII. Podstawowa pozywke, zawie-
rajacag 10% melasy z burakéw cukrowych (jako
zrodto glikozy), 4,5% siarczanu amonu, - 0,1%
KH,PO,, 0,04% MgSO,7 H,0, 2 ppm Mn+*+
50 mg/litr biotyny, 200 mg/litr chlorowodorku
" tiaminy, 1,5% hydrolizowanego biatka sojowego
(0 calkowitej zawartosci azotu wynoszacej ™) i 5%
weglanu ‘Wapvnia (sterylizowanego . oddzielnie),

o wartoéci pH 8,0 dzieli sie na porcje o objetosci
Kazda z porcji pozywki umieszcza sie

w kolbie dao wytrzasania o pojemnosci 500 ml

i poddaje sterylizacji. Nastepnie porcje pozywki

szczepi sie Brevibacterium lactofermentum
. FERMP-1711, wyhédowanym wczesniej na skosie

agarowym bulionowo-glikozowym i prowadzi sie
hodowle w ciggu 72 godzin w temperaturze 31°C
- wytrzasajac zawarto$é kolby, z dodawaniem do
pozywki chloramphenicolu, erytromycyny, Mira-
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nolu-2. MCA i/lub Tween 20, w sposéb podany
w tablicy VIII. Ilo$¢ l-lizyny, gromadzacej sie
w bulionie podano w tablicy VIII.

Przyktad VIII. Prowadzi sie hodowle Bre-
vibacterium lactofermentum FERM-P-1711 & jak
opisano w przykladzie VII z tg réznicay, ze stosuje
sie pozywke zawierajaca jako zrédio glikozy 15%
melasy z burakéw cukrowych i dodajac do niej
po 26 godzinach od chwili zaszczepienia 0,1%

8
dodatku Miranolu 2 MCA zawartos¢ l-lizyny wy-
nosi 5,2 g/dl.

Przykitd IX. Prowadzi sie hodowle Coryne-
bacterium glutamicum FERMP-1982 jak opisano
w przykladzie VII z ta réznica, ze zamiast melasy
z buraké6w cukrowych stosuje sie melase z trzciny
cukrowej a do pozywki w sposéb podany w ta-
blicy IX dodaje sie tetracykline, Nissannion LT
221 lub kwas galusowy.

Miranolu 2 MCA. Po prowadzeniu hodowli w ciggu 1¢
90 godzin stwierdzona w bulionie zawartos¢ 1-1i- Ilos¢é 1-lizyny nagromadzonej w bulionie po pro-
zyny wynosi 5,8 g/dl. Z drugiej strony, w bulionie wadzeniu” hodowli w ciggu 72 godzin podano
z hodowli prowadzonej w ten sam sposéb lecz bez w tablicy IX.
Tablica I
4 Stezenie B Wydajnosé
chloramphenicolu y Tlos¢ obliczona
mg/ml Pozostatos¢ nagroma- a podstawie
Szczep Warost glikozy dzonej na p L
i (OD) . . zuzycia
Czas dodawania (g/dl) 1-lizyny glikozy
/dl :
0 godz. | 15 godz. (g/dD) /o)
FERMP-1944 1 0 1,18 0 2,0 20
- 2 0 1,18 0,05 2,0 21
1 5 0,91 0,2 3,1 ! 32
1 50 0,76 3,5 2,0 31
0 0 1,25 0 1,8 18
FERMP-1987 1 5 0,95 0,5 : 3,0 30
0 0 1,25 0 ' 18 .18
OD oznacza gestos¢ optyczng i wskazuje na ilos¢ Tablica IV
komérek mikrobiologicznych. B
Wazrost: Po rozcienczeniu do objetosci 26 razy Stezenie Tween Iosc¢
wiekszej od objetosci poczatkowej, wlasciwa /. 20(%o) nagroma-
gestosé optyczna wynosi 562 . 35 Szczep. dzonej
. 1-lizyny
Tablica II . .
0 godzin |7 godzin (g/d1)
Stezenie Iloéé :
Miranolu nagroma- 0,1 0 o2
Szczep 2 MCA, °h dzonej 40 0,2 0 2—3
1-lizyny FERM P-1944 0 0,1 2.2
0 godzin 7 godzin | - (g/dl) 0 0,2 2,5
0 0 1,8
oo 20|, 2 | o | s
FERMP-1944 S o FERM P-1987 0 0,2 2—b
: 0 0,05 2,3 0 0 18
0 0,1 2,4 ’
0 0 1,8 Tablica V
_ : 0,05 0 2,1 50 Ilo§é
FERMP-1987 0 0,1 - 25 St nagro-
. osowan,
0 0 18 mikro- Y Dodawany Wazrost madz.o-
i : antybiotyk (OD) nej
Tablica III organizm 1-lizyny ‘
Ilosé 55 (g/dl)
. nagroma-
Erytro- Wezrost .
Szczep mycyna (OD) dz.on ej Dwuhydro-
1-lizyny ksystrepto-
(g/dD) mycyna’
g 60 s, :
Brevi: lacto- | Poczatk : .
' 4 atkowo: 0,97 4,7
FERM P-1944 g;:zr;(aiana (1)’25 3’3 fermentum 0,5 mg/ml
! ’ FERM P-1711 | Po 24 godzi-
FERM P-1987 | dodana 0,95 3,1 nach
nie dodana 1,25 1,8 4.mg/ml
Uwaga: Wazrost taki sam jak w tablicy I. 65 Bez dodatku 1,05 4,2
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Tablica VI (ciag dalszy)
Tlosé 1 . 3 4
S ~ nagro- AR . )
ts}si;v:j_ny Dodawany | Wzrost mad?o- 5 Brevi. lakto- . [ — Ovapol 516
orsanizm antybiotyk (OD) nej fermentum /0,05%0 5,1
° 1-lizyny FERM P-1572 Bez dodatku 4.6
(g/dl)
Brevi-lacto- — Ryponox
! 10° fermentum NCK —
Coryne glu- Tetracyklina FERM P-1574 0,1% 3,6
tamicum Poczatkowo Bez dodatku 3,1
FERM P-1613 | 1 mg/ml 1,00 2,8 - —
Po 24 godzi- Brevi. lacto- hypo- Nissannonion
nach 5 fermentum ksan- LT 221—0,2% 38
7 mg/ml 1,00 FERM P-1575 | tyna
Bez dodatku 1,11 2,5 10
e mg/dl Bez dodatku 3,0
Coryne glu- Penicylina -
tamicum Poczatkowo 2 Brevi. lacto- dl Catinol
FERM P-1982 | 1 jedno- 0,93 3,3 fermentum metio- HTM —
stka/ml ‘ FERM P-1841 | nina 0,01% 2,9
‘Po 20 godzi- 150 Bez dodatku 2,3
nach: mg/dl
5 jedno- o
stek/ml @
Bez dodatku 1,02 3,0 Uwaga: Rypon LE — nazwa handlowa, so6l eta-
. : noloaminowa kwasu alkilobenzenosulfonowego (wy-
Brevi. lacto- Azaseryna . ", -
twarzana przez Lion Fat and Oil Co., Ltd.).
fermentum Poczatkowo
FERM P-1857 | 5 mg/ml 0,98 34 30 Ryponol LL 103 — nazwa handlowa, siarczan
Po 24 godzi- laurylu (wytwarzany przez Lion Fat and Oil Co,,
nach Ltd.). Rypomin LH — nazwa handlowa, amfote-
20 mg/ml ryczny Srodek powierzchniowo-czynny typu imida-
Bez dodatku 1,08 3,4 zoliny (wytwarzany przez Lion Fat and Oil Co.,
, . ¥ Ltd).
Brevi. lacto- Polimiksy-
fermentum na B Ryponox NCK — nazwa handlowa, alkilofenolo-
Poczatkowo: eter polioksyetylenu (wytwarzany przez Liyn Fat
1 jedno- and Oil Co., Ltd). Ovanol 516 — nazwa handlowa,
stka/ml 0,93 3,5 40 amfoteryczny s$rodek -powierzchniowo-czynny typu
Po 20 godzi- betainy (wytwarzany przez Toho Chemical Indu-
nach strial Co., Ltd.).
4 jedno-
stki/ml -Nissannonion LT 221 — nazwa handlowa, nie-
Bez dodatku ‘ 1,10 3,0 45 Jjonowy s$rodek powierzchniowo-czynny (wytwa-
Tablica VI rzany przez Nippon Oils and Fat Cbo., Ltd.).
Doda- .
wany Dodawany . Tablica VII
sktadnik Srodek ngl;:(c) r -
Stos.o‘wany odzyw— pow1erzch— madzo- Doda- D.o’wd_awany | Tlogé
mikro- ‘ (fzy mov.vc.)czynny nej ) wany sr(fdek nagro-
organizm 1 jego i jego I-lizyny Stosowany * | sklad- prze.c1'vvutle— madzo-
steze- s.‘t_ezeme (/dl) mikro- " nik niajgcy nej
) nie (o) 55 organizm odzyw- ij.egc.) 1-lizyny
(mg/dl) ) czy slezenie (e/dl).
— (mg/ml) )
1 2 3 4
Coryne. — Ryponol LE
glutamicum 110—0,05%0 35 “ Brevi. lacto- — kwas galu--
FERM P-1613 Bez dodatku 3,0 fermentum sowy doda-
FERM P-1944 wany na po- 2,5
COryne. -_ R‘YPO'HO] Czatku _
glutamicum LL — 0,5%0 .
. 0,1% 3,3 Bez dodatku 13
FERM P-1982 Bez dodatku 3,0 65
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| Doda- | Dedawany | pjoqc Doda- | Dodawany | pioec
wany sr?dek nagro- ‘wany srodek nagro-
S‘tos:o‘wanny sktad- | pmegyvutle- madzo- 5 Stos‘owany sklad-  Przeciwutle- | oo o
m.lk1"o- nik nllaJacy nej mlkr'o- nik niajacy nej
organizm odzyw- i jegg_ 1-lizyny organizm odzyw- ijego l-lizyny
czy stezenie (g/dl) czy stezenie (g/dl)
(mg/ml) (mg/ml)
10 !
Brevi. lacto- — kwas aspara- Microc. glu- : dl-me- | ester etylowy
fermentum ginowy tamicus | tionina kwasu galu-
FERM P-1711 + ester ATCC 13286 i sowego
laurylowy i 15 Po 12 godazi-
kwasu galu- 15 , mg/dl nach — 0,1% 4,4
sowego Bez dodatku 3,8
Po 12 godzi-
gzgf,‘/n_ 48 Tablica VIII
Bez dodatku 4,2 2 Dodatki nﬂ;g
Brevi. lacto- — tiodwuglikol Czas madzo-
fermentum Po 12 godzi- . Steze- | dodawania nej
FERM P-1572 nach — 0,5% | 5,0 Nazwa nie 1-lizyny
Bez dodatku 4,6 ” (g/dl)
Brevi. lacto- — a-tokoferol Chloram- 25
fermentum i Po 12 godzi- phenicol mg/ml | 17 godzin 4,3
FERM P-1574 | nach — 0,1% 3,7 Erytromycyna 15
Bez dodatku | 3,1 2 mg/m) | 17 godzin 41
. o .
Brevi. lacto- hypo- butylohydro- Miranol 2 MCA 0,1%0 18 godzin 3,9
fermentum ksan- ksyanizol Tween 20 0,2%0 18 godzin 3,8
FERM P-1575 | tyna (BHA) Chloram- '
10 Po 12 godzi- 45 | Phenicol + 0,2%
mg/dl nach — i ’
0,05% 34 Bez dodatku
Bez dodatku 3,0 (prébka
. kontrolna) — — 3,5
Brevi. lacto- dl-me- | butylokate-
fermentum tionina | china 40
FERM P-1841 | 150 Po 12 godzi- Tablica IX
- | mg/dl nach — 0,1% 2,7 C i ] Ilosé
¢ Bez dodatku 2,3 Dodatek ,‘ nagro-
Czas madzo-
Coryne glu- — kwas proto- 45 Steze-. doda- nej
tamicum { katechowy Nazwa nie wania 1-lizyny
FERM P-1987 Poczatko- (g/dl)
. wo — 1% 2,2
Bez dodatku 18 Tetracyklina 15
50 mg/ml 19 godzin 42
Coryne glu- — butylohydro- Nissannonion :
tamicum ksytoluen R LT 221 0,2% 19 godzin 3,6
FERM P-1613 i:ClllZ__godm- Kwas galusowy _ 0,5% 19 godzin 3,5
0,05% 3,3 55 Bez dodatku
Bez dodatku 3,0 (prébka
kontrolna) —_ — 3,1
Brevi. lacto- BHA i kwas
fermentum tiodwugliko- Zastrzezenia patentowe
FERM P-1982 lowy 80 .
Po 12 godzi- 1. Sposb6b wytwarzania l-lizyny na drodze fer-
na'ch -(')dpo— mentacji pozywki zawierajacej zZrodia przyswa-
w1e:imp ° jalnego wegla i azotu, sole nieorganiczne, substan-
0,02% i 0,1% 3,8 cje mniezbedne dla rozwoju oraz wzrostowe sub-
Bez dodatku 3,0 65 stancje organiczne przy warto$ci pH 5—9, ‘zna-
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mienny tym, ze fermentacje przeprowsdza sie
z mikroorganizmem nalezacym do rodzaju Brevi-
bacterium lub Corynebacterium w obecnosci anty-
bictyku w ilosci odpowiedniej do zmniejszenia
poziomu wzrostu mikroorganizmu do poziomu
nizszego niz ten, kidry otrzymuje sie przez prowa-
dzenie fermentacji pod nieobecno§é wymienionych
antybictykow.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
stocsuje sie mikroorganizm produkujgcy l-lizyne
odznaczajacy sie co najmniej odpornoscia na dzia-
lanie S-(2-aminoetylo)-1-cysteiny.

3. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, zZe sto-

suje sie mikroorzanizm produkujacy l-lizyne wy-
magajacy co majmniej jednego $rodka odzywczego,
takiego jak homoseryna, treonina, alanina, prolina,
seryna, leucyna, kwas nikotynowy lub hypoksan-
tyna. _
4. Spos6éb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, zc
stosuje sie antybiotyki, takie jak chloramphenicol,
erytro}nycyne, oleandomycyne, kauamycyne, strep-
tomycyne, kasugamycyne, tetracykline, oksytetra-
cykling, mytomycyne C, aktynomycyne d, cyklo-
seryne, zwiazki z grupy penicylin, zwiazki z grupy
cefalosporyn, polimiksine i azaseryne.

5. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
antybiotyk dcdaje sie do pozywki w calodci na po-
czatku hodowli lub podczas hodowli albo okresowo
w trakcie rozwoju mikroorganizmu podczas
hodowli.

6. Sposob wytwarzania L-lizyny na drodze fer-
mentacji pozywki zawierajacej Zrodla przyswa-
jalnego wegla i azotu, sole nieorganiczne, substa;}—
cje niezbedne dla rozwoju oraz wzrostowe sub-
stancje organiczne przy warto$ci pH 5—9, zna-
mienny tym, ze fermentacje przeprowadza sig
z mikroorganizmem nalezacym do rodzaju Brevi-
bacterium i Corynebacterium w obecnosci srodkéw
powierzchniowo-czynnych i/lub przeciwutleniaja-
cych w ilosci odpowiedniej do zmniejszenia po-
ziomu wzrostu mikroorganizméw do poziomu
nizszego niz ten, ktory otrzymwuje sie przez pro-
wadzenie fermentacji pod nieobecnos¢ wymienio-
nych s$rodkéw pdwierzchniowo-czynnych i/lub
przeciwutleniaczy.

7. Sposéb- ‘wedlug zastrz. 6, znamienny tym, ze
stosuje sie mikroorganizm produkujacy L-lizyne
odznaczajacy sie co najmniej odpornoscig na dzia-
lanie S-(2-aminoetylo)-1-cysteiny. .

8. Spos6b wedlug zastrz. 6, znamienny tym, ze
stosuje sie mikroorganizm produkujacy L-lizyne
wymagajacy co najmniej jednego Srodka odzyw-
czego, takiego jak homoseryna, treonina, metio-

nina, alanina, prolina, seryna, izoleucyna, walina,

leucyna, amid kwasu nikotynowego, guanina, hypo-
ksantyna lub witamina B12.

. 9. Spos6b wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze
stosuje sie s$rodki powierzchniowo-czynne, takie

10

15

30

43

[

95080;

14
jak siarciiry wyizszych alkoholi, alkilobenzeno-
sulfoniany, alkilofosforany, dwualkilosulfoburszty-
niany, sole alkiloamin, czwartorzedowe sole amo-
niowe, alkiloeter polioksyetylenu, sorbitanomo-
noalkiloeter polioksyetylenu, jednolaurynian sorbi-
tanu, imidazoline i betaine.

10. Spos6b wedlug zastrz. 6, znamienny tym, zZe
stosuje sie $Srodki przeciwutleniajgce, takie jak
4,4'-dwuhydroksy-3,3 -dwumetylodwufenyl, 2,6'-
-dwu-3-butylofenol, katechina, butylokatechina,
kwas protckatechowy, 2-tokoferol, pirogallol, kwas

galusowy, estry. kwasu galusowego, naftol, zwigzki

fenolu, takie jak aminofenoly aminy, takie jak
naftyloaminy, dwufenyloamina, dwu-2-butylo-p-
-fenylenodwuamina, 6-etoksy-2,3,4-tr6jmetylo-1,2-
-dwuwodorcchinolina, semikarbazyd, fenotiazyna
i czterofenylohydrazyna, oraz zwiagzki zawierajace
siarke, takie jak kwas tlodwupropionowy i kwas
tio-dwuglikolowy.

11. Spos6b wedlug zastrz. 6, znamienny tym, ze
Srodki powierzchniowo-czynne i/lub przeciwutle-
niajagce dodaje sie do pozywki w calo$ci na po-

. czatku hodowli lub pcdczas hodowli albo okresowo

w trakcie rozwoju mikroorganizmu podczas ho-
dowli.

12. Sposoéb wytwarzania L-lizyny na drodze fer-
mentacji pozywki zawierajacej zrédla przyswajal-
nego wegla i azotu, sole nieorganiczne substancje
niezbedne dla rozwoju oraz wzrostowe substancje
ofganiczne przy wartosci pH 5—9, znamienny tym,
ze fermentacje przeprowadza sie z mikroorganiz-
mem nalezagcym do rodzaju Brevibacterium lub
Corynebacterium w obecno$ei antybiotykéw i $rod-
kéw powierzchniowo-czynnych i przeciwutlenia-
jacych w ilosci cdpowiedniej do zmniejszenia
pozicmu wzrostu mikroorganizméw do poziomu
nizszego niz ten, ktoéry otrzymuje sie¢ przez wpro-
wadzenie fermentacji pod nieobecno$§é wymienio-
nych antybiotykéw i $rodké6w powierzchniowo-
czynnych oraz przeciwutleniaczy. )

13. Spos6b wedlug zastrz. 12, znamienny tym, ze
stosuje sie mikroorganizm produkujacy L-lizyne
odznaczajacy §ie co najmniej odpornoscig na dzia-
lanie S-(2-aminoetylo)-L-cysteiny. )

14. Spos6éb wedlug zastrz. 12, znamienny tym, ze

stosuje sie mikroorganizm produkujacy L-lizyne

wymagajacy €o najmniej jednego $rodka odzyw-
czego, takiego jak hcmoseryna, trecnina, metionina,
alanina, prolina, seryna, izoleucyna walina, leucy-
na, arginina, histydyna, amid kwasu nikotynowego,
kwas pantotenowy, tiamina, guanina, hypoksanty-
na lub witamina B12.

15. Sposéb wedlug =zastrz. 12, zriamienny tym,
ze antybiotyki 1 $rodki powierzchniowo-czynne
oraz przeciwutleniajgce dodaje sie¢ do pozywki
w catosci na poczatku hodowli lub podczas hodowli
albo ckresowo w trakcie rozwoju mikroorganizmu
podczas hodowli,
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