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produccién de L-triptéfanc por fermentacidn,

. vatente f rangesa n° 1.437.998; petente estadounidense
n? 3.293.141; patente estadounidense n? 3.365.7623 Offenlegun
sschrift alemena n¢ 2.037.763 [1972]), en el que se cultiva

. Ademds, como 1los ‘precursores ejercen un efecto inhibidor so-

“Fa 5
415211

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invencidn se refiere a un procedimiento para la

E1l L—triptéfané eé un aminoécido esencial para la nu-
trlcldn de numerosos anlmales. Encuentra apllcaC16n comercial
como aditivo alimenticio y 51m11ares.

Hasta ahora, el L-triptdéfano ha sido producido por pro
cedimientos talés como el de la patente estadounidense nd-

mero 2,999,051 (oublicacidn de patente japonesa n? 4.632/64;

un microorganismo productor de L-triptdéfano en un medio nmutri
tivo que contiene indol o dcido antranilico. Sin embargo, en
este procedimiento es indispensable un precursor caro es dé—'
cir, el indol o el dcido antranilico y, por consiguiente, el

procedimiento requiere un material de alto precio de coste.

bre el desarrollo de los microorgenismos, no pueden agrerarse
grandes cantidedes de 1los mismos al medio de cultivo, redu-
ciendo con ello considerablemente la cantidad de producto fi-
nal acumulado.

Otros procedimientos conocidos compreﬁden la fermenta—
¢ién de un microorganismo mutante que requiere histidina (pa-
tente estadounidense n? 3,594.279); un microorganismo mutan-
te que es resistente al S-metiltriptéfano (publicacién de la

patente francesa n? 2,059,715) y un mutante de Brevibacterium

G

flavum.n? 2247, es decir, Bxn flavum 12-555 con necesidades de
fenilalanina, necesidades de tirosina y resistencia al 5-me-

tiltriptéfano (Nihon Nogei Kagakukai, Annual Meeting para
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. ta re51stencla a los compuestoa anélogosde la fenllalanlna )

1971, Abstract;of Lectures, pdg. 153). La publicacién de pa-
tente francesa n? 2.059.715 antes mencionada también indica
que la produccién de L—triptdfano por los microorganismos que
son resistentes al 5—met11—DL—tr1pt6fano puede ser aumentada
induclendouuanece51dad de fenllalanlna y/o0 tirosina en el mi
croorgan;smo o induciendo resistencia a compuestos andlogos
de la fenilalanina o de la tirosina, Sin embargo, aparie de ios
ejemﬁlos de trabajo de la patente, que se limitan a los micro
organismos due presentan resisﬁencia al 5-metil~DL—tript6fano
y necesmdades de fenllalan1na o t1rosmna para su crecimiento,
no se da nlnguna descrlpcldn de mutantes especificos ni de

procedlmlentos de obtencidn de los mutantes que presentan €S-

de la t1r031na. Ademés, los rendlmlentos de L-trlptéfano me-

diante los mutantes de las publlcaclones cltadas son alrede—

dor de 500 mg/1l cuando la fermentacién se realiza en matraces|

Incluso cuando la fermentacidén se realiza a gran escala bajo
condiciones 4ptimas, el rendimiento es solamente de alrededon
de 1,9 g/1 (Nihon Nogei Kagakukai, Annual Meeting para 1971,
Abstract of Lectures, pdg. 153). Estos rendimientos son tan
bajos que es prdcticamente imposible utilizar estos procesos
en escala industrial. Por consiguiente, es necesario un proce
dimiento mejorado para la produccién industrial de L-triptd-
fano, Con este objeto, estos inventores han descubierto el
procedimiento mejorado aqui descrito para la produccidn de
L-triptéfano a una escala industrialmente factible.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencidn proporciona un procedimiento para la

produccidén de I-triptéfano por fermentacidn de ciertas varie-
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1 Los grdnulos son invariablemente Gram-positivos. Generalmen-

459291

dades mutantes de Corynebacterium glutamicum. Mds especifica-

mente, de acuerdo con esta invencidn, unas variedades mutan-

tes de Corynebacterlum glutamlcum, que requleren fenilalanina

-

y tirosina para su crec1m1ento y que son re51stentes por lo
menos a un anéIOgo del trlptdfano v por 1o menos a un andlogo
de fenilalanina o de t1r051na, se~cult1van en un medio nutri-
tivo para producir cantidades mayores, hasﬁé ahora»desconbci—
das, de L—tripfdfano extracelular,

El Corynebacterium glutamicum es una especie de micro-

organismos_que pertenece al género Corynebacterium caraétéri—
zado genéralmente ﬁor varillas 1inéa1es o} ligeraﬁenté curva-
das con segmentos 1rreﬁularmente manehados, algunas veces

grdnulos. Frecuentemente, presentan hlnchamlentos en forma de
bastén de golf. Ia divisidn por saltadura froduce di.sposicio-
nes angulares y en smpalizada de células., No presentan motilidad
con excepciones er los patdégenos de las plantas. las células
Grem-positivas, perc algunas veces las células jévenes y

otras vedes las células viejas, pierden la mancha fdcilmente.

te se producen bastantes especies aerobias pero también mi-
croaerofflicas o incluso anaerobias, Catalasa-posiﬁivas. Pue
den o no licuar la gelatina., Pueden o no producir nitritos a
partir de nitratos. Pueden o no fermentar los azicares pero
raras veces, 0 incluso nunca, producen una gran acidez, Mu=-
chas especies oxidan a la glucosa completamente a 002 y H20

sin producir gases visibles., El Corynebacterium glutamicum

es un sindnimo del licrococcus glutamicus descrito en la pa-

tente estadounidense n? 3.003.925.

Los microorganismos de esta invencién son mutantes
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(matantes resistentes andlogos) de variedades productoras de

L-triptéfano de Corynebacterium glutamicum. lLas variedades

presentan necesidades de fenilalanina y tirosina (incluidos
los llemados mutantes de tipo "leadky") y sqnwcaﬁaces de cre-
cer como sus variedades de.origen‘en'un medio minimo [cons-
tituido por 1 % de glucosa, 0,1 % de (NH4)H2P04, 0,02 % de
Xc1, 0,02 % de ragso4.7H20, 30 pg/l de biotina, 10 mg/l de hi-
drocioruro de vitamina By, 1 ml/1l de una solucidén de sales de
metales traza (solucién acuosa conteniendo 83 mg de
Na23497.1o_320,_ 37 mg de (NH4)6.M07024.4H20, 72 mg de
MnCl,.4H,0, 970 mg de FeC13.6H20, 8,8 mg de ZnS0, . TH,0 y
20 mg de CuS0,.5H,0 por litro) y 2 % de agar] mezelado con
fenilalanina y tirosina.

Los mutanteé también'son caﬁaces de crecer en dicho
medio conteniendo ﬁof 1o menos un én§1636 del triptéfano,
como 4-metiltriptéfano, 5-metiltriptéfano, 6-metiltriptéfano,
T-azatriptéfano, 5-fluortriptéfano, 6-fluortriptdfano, hidro-
xamato de triptdéfano, a-metiltriptéfano. y deido indolacrili-
¢co, junto con por lo menos un andlogo de fenilalanina o un
andlogo de tirosina como 2-fluorfenilalanina, 3-fluorfenil-
alanina, 4-fluorfenilalanina, 2—metilfenilalanina, 3-metil~

fenilalanina, 4-metilfenilalanina, 2-hidroxifenilalanina,

3-hidroxifenilalanina, 2-aminofenilalanina, 3-aminofenilalanj
na, 4-aminofenilalanina, 2-nitrofenilalanina, 4-nitrofenil-
alanina, p-2-tienilalanina, p-3-tienilalanina, 2-indolalaning,
1-naftalenalanina, 2-naftalenalanina, 2-piridinalanina, 2-tig
zolalanina, 3-tiazolalanina, hidroxamato de fenilalanin.,

3-aminotirosina, 3-fluotirosina, 3-hidroxitirosina, 3-nitro-

tirosina, 5-hidroxi-2-piridinalanina, hidroxamato de tirosi-
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lar. Por ejemplo, la 4-fluorfenilalanina puede ser considera-
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na, etc., Naturalmente, también pueden emplearse en esta inven
cidén mutantes con otras propiedades tales como necesidades nu
tritivas distintas de las necesidades anftes mencionadas,
otras resistencias a los productos quimicos, etc;

En relacidén con la resistencia antes meﬁcionada a los
andlogos de tirosina o fenilalaniné, hay que observar que al-

gunos de estos andlogos son algunas veces de estructura simi-

da como un andlogo de la tirosina as{ como un andlogo de la
fenilalanina. Pof consiguiente, debé entenderse que la resis-
tencia requerida puede ser a un’anélogo de la tirosina y de
la fenilalanina, |

Para obtener microorganismos mutantes‘de acuerdo con
esta inveﬁcidn, pueden seguirse péocedimientos corfientes de
inducecidn de mutaeciones, tales como irradiacién con rayos ul-
travioletas, rayos X, rayos Y 0060, ete., o tratamiento con

productos quimicos inductores de mutaciones o similares,

En esta invencién, lag variedades de Corynebacterium

glu%amicum son pfeferiblemente mutadas por etapas a través de
varios tratamientos inductcres de mutaciones, para obtener
mutantes que presentan necesidades de tirosina y fenilalaning
asi como resistencia por lo menos a un andlogo del triptéfa-
no y por 1o menos a un andlogo de la fenilalaninz o de la ti-
rosina., Naturalmente, son dtiles en esta invencién las varied
dades que presentan una resistencia combinada a ung multipli-
cidad de andlogos.

Los microorganismos adecuados para esta invencidn son
seleccionados después de cada tratamiento inductor de muta-
cidén mediante un procedimiento de seleccidn simple que serd

deserito con mds detalle mds adelante. Asi, pueden obtenerse
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mutantes con las caracteristicas deseadas,

Los mutantes de las bacterias de Corynebacterium glu-

tamicum con necesidades de t1r051na y fenilalanina. y reszs—
tencia a los anélogos obtenldos medlante este método de se-
1eccmdn son después cultlvados en un medmo 1iqu1do que con-
tlene una. fuente de carbono, una fuente de nltrdgeno, mate-

rias 1norgén1cas y cantidades traza de otros nutrlentes esen-

clales vara los mutantes. Los mutantes que nresentan une gran

capacldad de produccidn de Lﬂtrlptdfano son entOnces seleccio

i

nados y utlllzados para la produccldn de L«tr1pt6fano.

i

En cuanto al medlo de fermentacldn empleado en este

prooedlmlento de cultlvo de las varledades mutantes, puede

'emplearse cualquler medio natural o 31ntétlco, siempre que

contenga una fuente adecuada de carbono, una fuente de nitré-
geno, materlas 1norgén1cas y cantldades traza de nutrientes
necesarias para el mutante especlflco.

Puede ubilizarse en el medio cualquier fuente de carbo
no y de nitrégeno, siempre que puedan ser utilizadas por el
microorganismo. Como fuente de carbono, por ejemplo, pueden
utilizarse hidratos de carbono como glucosa, fructosa, saca~
rosa, maltosa, manosa, ete.; alcohol de ézﬁcar como sorbitol,
manitol; glicerol; almidén; licor de hidrolizado de almiddn;
melazas; etc. Ademds, también pueden emplearse diversos dci-
dos orgdnicos como dcido pirdvico, deido ldctico, dcido acé-
tico, 4cido fumdfico, decido glucénico, ete., y alcoholes in-
feriores como etanol, etc.

Como fuente de nitrdégeno, son apropiadas las siguien~
tes sustancias: amoniaco; diversas sales amdnicas orgdnicas

e inorgdnicas como cloruro aménico, sulfato aménicc, carbona-

to aménico, acetato aménico, ete.,; urea y otros productos
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"I 'Bs conveniente mantener el pH del medio préximo a la neutrali

nitrogenados; y materias orgdnicas nitrogenadas como pepéona,
NZ-amina, extracto de carne, extracto de 1e§adura, licor de
1nfu316n de maiz, hldrollzado de caseina, harlna de pescado
0 su producto dlwerldo, hldrollzado de crlsallda " ete.

Como materias inorgdnicas, pueden emplgar;e el fosfa-
to ﬁonopotésico dihidrégeno, fosfato dipotdsico monohidrdgeno
sulfato magnésico, cloruro sédico, sulfato ferroso, sdlfato
de manganeso, carbonato célcico,>etc.

En cuanto a las vitaminas y am1noac1dos necesarios
para el desarrollo de 1os mutantes, naturalnente deben en-
contrarse en el medlo. Sin embargo, no es necééaf;o agregar-
los independientémenté al medid sieﬁpre que sean proporciéna—
dos al miéﬁo juhtobcon los otros éoﬁpbnentés Ael medio antes
descritos. Es decir, ciertos ingrédientes ﬁaturaies pueden
proporcionar adecuadamenteAlos factores éSpecificos promofo—
res del crecimiento. .

El cultivo se realiza en condiciones aerobias, por
¢jemplo por sacudidas o pér agitacién mediante aireacidén. La

temperatura de cultivo adecuada es habitualmente de 20 a 40°C

dad durante toda la operacién de cultivo con objeto de obte-
ner un gran rendimiento, pero estas condiciones de temperatu~
ra y pH no son esenciales para la prdctica de esta invencién.
El cultivo se realiza habitualmente durante 2 a 5 dfas, con
1o que se acumula en el medio una cantidad considerable de
I~triptéfano.

Una vez completado el cultivo,rse separan las células
y el L-triptéfano se recupera del caldo de cultivo por cual-
quier método conocido tal como tratamiento con carbén activo,

tratamiento con resina cambiadora de ién, etbe.

¥
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

De acuerdo con esta invencidn, ciertas variedades mu-~

tantes de Corymebacterium glutamicum se cultivan en un medio

nutritivo para acumular I-triptéfano en:el liquido de culti-
vo., El L-triptéfano es deépués aislado del liquido de cultival,

Con objeto de obiener las variedades mutantes que son

1

adecuadas para conseguir los fines de esta invencidn, las bac

terias pertenecientes a la especie Corynebacterium glutamicu

son artificizlmente mutadas en variedades que requieren fenil]

alanina y tirosina. Estos mutantes son de nuevo mutados por

medios artifieiales, Los mutantes resultantes son después cul
tivados sobre un medio de agar minimo mezclado con por lo me—
nos un anéiogo del tfiptdfaho y por lo menos un andlogo de
fenilalanina o de tirosina,‘a una concentracién no inferior
2 la que ndrmalmente inhiviria el éredimiento de la variedad
de origen. A partir de las colonias que han crecido en este
medio, se aislan las variedades deseadas. Por ejemplo, la de-
rivacidén de mutantes de las bacterias que requieren fenil-

alanina y tirosina, Corynebacterium glutamicum KY 9456

ATCC 21854, estd descrita mds adelante.
la variedad (KY 9456, ATCC 21854) sufre inhibicidn del

162)

crecimiento por los andlogos del triptéfano y por los andlogo
de fenilalanina y de tirosina cuando se cultiva en un medio
de agar minimo en mezcla con fenilalanina y tirosina a las

concentraciones indicadas en la Tabla I.
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TABLA I
_ Concentracién minima para in-
Andlogos hibir el crecimiento *pg/ml)
DL-4-metiltriptéfano . ) 500 |
DL-5-metiltriptéfano , 500
DL-5-fluortriptéfano . 500
DL-6~fluortriptéfano 3000
Hidroxamato de L-=triptéfano 500
DL-4~fluorfenilalanina : 25
DL=3~fluorfenilalanina , 50
DL-2~fluorfenilalanina 50 .
DL-B-2-tienilalanina - 600
Hidroxamato de DL-fenilalanina 400
L-3-aminotirosina 4000
Hidroxamato de DL-tiresina 600
DL~4-aminofenilalanina 3000

Los valores de la Tabla I indican las concentraciones
minimas de inhibicidn del crecimiento de los andlogos antes
citados. Bstas son determinadas come sigue. Se cultiva duran—
te la noche en un agar inclinado de caldo la variedad Coryne-

bacterium glutamicum KY 9456, ATCC 21854. Las células asf ob~

tenidas se suspenden en una solucién isotdnica de cloruro sé-
dico y una parte de la suspensidén resultente, conteniendo de
10° a 107 células, es extendida uniformemente sobre un medio
de placa de agar minimo suplementado con uno de los andlogos
antes citados en una placa Petri (85 mm de didmetro) y se cul
tivan a 30°C durante 3 dfas. El grado dé inhibicidn es juza-
do observando el crecimiento sobre el medio.

A la viste de la determinaciédn de la concentracidn mi-

ning de inhibicidn de la variedad original, las variedades
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do con un anélogo de trlptdfano y un andlogo de fenilalanina

o un andlogo de t1r031na, a una concentracidn superior a la

500 p&/ul o mds de DL-metiltriptéfano,-500 pg/ml o mds de

hidroxamato de L-triptéfano, Qslpg/ml o mds de DL~4-fluor~

'So‘pg/ml o mds de DL—2—f1uorfen11alan1na, 600 pg/ml o mds de
DL—B-—Z—tlenilalanlna, 400 pg/ml o nds de hldroxamato de

resistentes a los andlogos son seleccionadas dispersando las

células de otra variedad mutada de Corynebacterium glutamicum

KY 9456, ATCC 21854 sobre un medio de agar minimo suplementa~

concentracldn de 1nh1b1016n del creclmlento, por ejemplo

DL-'j—metlltrlp’l;dfano, 500 Pg/ml o m4s de DL-5-fluortriptéfa-
no, 3 mg/ml o més de DL—6~f1uortr1pt6fano, SOO‘pg/ml o mds de

fenllalanlna, 50)1g/ml o méds de DL-3—f1uorfen11a1an1na,

Di-fenilalanina, 4 mg/ml o mds de I-3-aminotirosina, 600 pg/
ml o mds de hidroxamato dé DL—tirosiné, 3 mz/ml o mds de
DL-4-aminofenilalanina, etc. Después de un periodo de incu-
bacién adecuado, las células se aislan de las colonias que se
han podido formar en el medio. Después estas células son ade-
cuadamente culitivadas para desarrollar poblaciones microbia~

nas para fines industriales.

Como medio de seleccidén del mutante resistente a los

andlogos, habitualmentie se emplea un medio de agar sélido con
teniendo los andlogos, una fuente de carbono, una fuente de
nitrégeno, sales inorgdnicas, tirosina, fenilalanina, biotinal
vitamina B1 y cantidades traza de otros nutrientes necesarios
para el crecimiento de la bactéria original, Como nutrientes
traza, pueden emplearse sustancias naturales que normalmente
contienen los nutrientes,
Las variedades mutantes preferidas especificas de

Corynebacterium glutamicum obtenidas mediante el proceso de
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II-triptéfano con un rendimiento aproximadamente de 15 a 20 vel

seleccidn antes mencionado han sido depositadas en la Americah
‘Type Culture Collection, Rockville, Maryland y estdn a la dis|
posicidén del pdblico. Estas variedades han recibido los mine-
ros de accesifn ATCC 21842 a ATCC 21851. |

Las bacterias mutantes de Corynebacterium élutamicum

de esta invencidn pueden producir L-triptéfano con rendimien-

tos mucho mds altos que otras bacterias productoras de I-trip

téfano de la variedad Corynebactérium g;utamicum enpleadas en

los procedimientos conocidos. Especfflcamente, la comparacidn
entre las varledades mutantes de esta 1nvenc16n y la variedad

de la publlcaclén de la patente japonesa n9 14. 395/63 (varie-

dad que neces1ta t1r051na Yy fenllalanlna de Corynebacterlum
glutamlcum) ¥y la varledad de la patenue estadounldense '
n? 3, 594.279 (varledad que requlere hlstldlna de Corvnebacte-

rium gluLamlcum) revela, como se demuestra en el 51gu1ente

Ejemplo 1, que las bacterias de esta invencidn producen

ces mayor que el de los controles. la publicacidén de patente

francesa n? 2,059.715 indica que el rendimiento de L-triptdfal

-

no mediante Corynebacterium acetoslutamicum AJ-3293 (con ne-

cesidades de fenilalanina, necesidades de tirosina y resis-

1

tencia al S-metiltriptéfano) es de 0,186 mg/ml y el rendimien

to de L-triptéfano producido por Micrococcus glutamicus

AJ-3295 (con resistencia al S-metiltriptéfano) es de 0,0235
mg/ml, En Nihon Nogei Kagakukai, Annual HMeeting para 1971,
Abstrzct of Lectures (pdg. 153) se indica que el rendimiento

de L~triptéfano por Brevibacterium flavum 12-555 (con necesi-

dades de fenilalanina, necesidades de tirosina y resistencia
al S-metiltriptbéfanc) es de 1,9 g/1 cuando la fermentacién se

‘realiza a gran escala bajo condiciones éptimas. Por el con-
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trario, la bacteria de Corynebacterium glutamicum de esta in-

vencidn con necesidades de fenilalanina y tirosina y resisteq
cia por lo menos a un anélogo del tfiptéfano ¥ por lo menos 4
un miembro seleccionado éntre el grup.o formado por zandlogps
de tirosina y andlogos de fenilalanina, puede broducir I-trig-
téféno con rendimientos inesPQradaﬁente mds altos que los de
las bacferias»de la técnica anterior. Es decir, esta inven-
cidn puede conétituir un procedimiento industrial excelente
para la produccién de I-triptdéfano.

La prdctica de ciertas realizaciones especificas de
esta invencidn es ilustrada mediante los siguientes ejemplos
iepresentativos.

| EJEWPLO 1
In este ejemplo, se utiliza un mutante productor de

I-triptdfano de Corynebacterium glutamicum con necesidades de

tirosina y fenilalanina y resistencia al S-metiltriptdéfano,
al 6=-fluortriptdfane y a la 4-fluorfenilalanina, ec decir,

el Corynebacterium glutamicum Trp-1, ATCC 21842. El mutante

se cultiva en un medio de siembra que contiene 2 % de glucosal,
1 % de peptona, 1 % de extracto de levadura y 0,3 7# de NaCl,
a 30°C durante 24 horas., Se inocula 1 ml del cultivo de siem-
bra resultante en 10 ml de un medio de fermentacidén con la

siguiente composicidn, en un Erlenmeyer de 250 ml:

glucosa ’ 10 %
KH,P0, | 0,05
KpHPO, 0,05 %
MgS0, . 7H,0 0,025 %
(NH, )80, 2 %
NZ-amina 0,5 %
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| v el carbonato cdlcico y el liguido que sobrenada resultante

' se pasa a través de un lecho de una resina cambiadora de ca-

-14 -

152 %

Biotina 30 pg/l
_ 2 %

CaCo,

PH 7,2

El cultivo se realiza a 30°C-durante 4 dizs con sacu~-
didas, con lc que se produce L~tfipt6fano con un rendimiento
de 3,6 mg/ml.

Se centrifugan 2 litros del caldo de cultivo resultan-

te de la fermentacién para separar las células microbianes

tién fuertemente . dcida, Diaion SK-104 (forma H') (manufac-
turada por Mitsubishl Kasei Kogyo K.K., Jepén) para adsorber
el I-triptéfano. Después de lavar con ague, la resina se so-
mete a elucidn con amoniacblacﬁoso 0;5 N'y después el eluato
resultante se concenitra para obtenér oristalés erudos de
L-triptdéfano. Los cristales crudos se disuelven en una peque-
fia cantidad de etanol acuoso al 50 %, caliente. La solucidn
resultante se decolora con carbdn activo y se enfria, recris-
talizdndose 3,5 g de L-triptdfano.

Cuando la variedad de origen de dicho mutante, es de-

cir Corynebacterium glutamicum KY 9456, ATCC 21854, con nece-

sidades de tirosina y fenilalanina y Corynebacterium glutami-

cum KY 9104, ATCC 21334, con necesidades de histidina (descri
ta en la patente estadounidense 3.594.279) se cultivan bajo
las mismas condiciones, los rendimientos de I~triptdéfano son
0,2 mg/ml y 0,5 mg/ml, respectivamente.
EJENPLO 2
In este ejemplo se utilizan mutantes productores de

I-triotdfano que pertenecen a la variedad Corynebacterium
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glutamicum con las propiedades indicadas en la siguiente Ta-
bla, Estas variedades son cultivadas respectivamente en el

medio de siembra descrit6 en el Ejemplo 1, durante 24 horas,
Se tramsfiere 1 ml de cada uno de los cultivos de siembra asf
preparados a unos matraces Erlenqeyér de 250 ﬁl que contienen
10 ﬁl de un medio de fermentacidn formado por:

melazas de azdcar negro de cafia

(como glucosa) 10 %
KH, 0, | 0,05 %
K,HPO, 0,05 %
Mgso4.§Héo 0,025 %
(N34)2304 o2 %
Licor de infusidn de maiz 1 %
€200, | 2 %

pH 7,2

El cultivo se realiza a 3000 durante 4 dfas con sacudi

1

das. Los resultados se encuentran en la Tabla II.

TARLA II
Cantidad de L-tript
Variedad de C. téfano formada (mgf/
glutamicum Propiedad (%) ml)
Prp-2 phe”, tir~, SMTT, 6F1T,
(ATCC 21843) 4ADF : 3,4
Trp-3 phe™, tir~, sM*, 6FTT,
(ATCC 21844) Pirhx” 3,2
Trp-4 phe”, tir~, 4M1T, 6FT,
(ATCC 21845) Phehx’ 3,3
Trp-5 phe™, tir~, 4T, 6FIT,
(ATCC 21846) ,  3pqT 3,7
Prp-6 phe”, tir~, SMT¥, 6FIT,

(ATCC 21847) 447%, 4707 7,0
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t’ -
phe s
tir~ :
SMTT s

" 6PTT :
4t .
Trphx’
40P°
Tirhx®
Phehx :
T
4FPF .
3FPF :
2FPY

Variedad de C.

TABLA II (continuacidn)

Cantidad de L-trip-
téfano formada (m

glutamicun Proniedad (%) ml)
Trp-T7 phe”, tir , Trphxr;
(ATCC 21848)  cppr 4apT, 3yt 62
Trp-8 phe”, tir~, 6FTT,
(ATCC 21849) 4APF, 27%T 6,0

Trp-9
(ATCC 21850)
(FERM-P n? 1674)

(ATCC 21851)
(FERM-P n® 1675)

phe”, tir~, SMTT, 6FIT,

4APT, 4FPT, mirhx" 10,0
phe”, tir~, 4NTS, 6FTT,

4AP%, 4FPY, Tirhx’,

Phehx™ 11,5

requiereAf;niialahiﬁa

requiere tirosina

resistencia al S-metiltriptéfano
resistencia al 6-fluortriptdéfano
resistencia al 4-metiltriptdfano
resistencia al hidroxamato de triptdfano
resistencia a la 4-aminofenilalanina
resistencia al hidroxamato de firosins
recistencia al hidroxamato de fenilalanina
resistencia a 1aA3—aminotirosina
resistencie a la 4-fluorfenilalanina
resistencia a la 3-fluorfenilalanina

resistencia a la 2-fluorfenilalanina.

EJELPLO 3

En este ejemplo se cultivan durante 24 horas Coryne-

bacterium glutamicum Trp-10, ATCC 21851, en un medio de cul-
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tivo de siembra que contiene 7 % de meldzas de azdcar ne;ro
de cafia (como. glucosa), 0,3 % de licor de infusidn de maiz,
0,1 % de KH,P0,, 0,1 % de‘KQHP%, 0,05 % de MgS0, . TH,0 ¥

0,9 % del producto descompuesto de la torta de soja (obteni-
do por descomposicidn de una torta de soja con dcido sulfdri-
co 6 N y neutralizacidén del produdto descompuesto con amonia-
co acuoso; expresado como ‘torta de sojaj. Despuds se inoculan
300 ml del cultivo de siembra en 3 litros de un medio de fer-
mentacidén con la siguiente composicidn, contenido en un fer-

mentador vibratorio de 5 litros.

llelazas de azicar negra de cafia

(como glucosa) 15 %
Licor de infusién de mafz 0,1 %
KH, PO, 0,1. %
K HPO, 0,1 %
MgSO4.7H20 0,05 %
Licor descompuecto de torta de

soja (como torta de soja) 0,9 %
pH 7,2

El cultivo se realiza a 30°C a un caudal de aireacidn
de 3 1/minuto, agitando a 600 rpm durante 72 horas. Como re-
sultado se producen 16,8 mg/ml de L-triptéfano.

En resumen, la Patente de Invencidén que se solicita
deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIOKES

1. Un procedimiento para la preparacidén de L-tripté-
fano por fermentacidn, que consiste en cultivar una variedad

mutante de Corynebacterium glutamicum que requiere fenilalani

na y tirosina para su crecimiento y que es resistente por lo

menos a un andlogo de triptéfano y por lo menos a un compues—
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to del grupo formado vor andlogos de fenilalanina y andlogos
de tirosina, en un medio nutritivo zcuosc que contiene fuen-
tes de carbono, nitrdégeno, nutrientes inorganicos y los fac-
tores de crecimiento requeridos; acumular L-triptdfano én el
1{quido de cultivo resultante y recuperar dicho L~triptdéfano.

2. Un procedimiento segdn la Reivindicacidn 1, donde
dicha variedad mutante estéd seleccionada entre el grupo for-
mado por Corynebacterium glutamicum ATCC 21842, ATCC 21843,
ATCC 21844, ATCC 21845, ATCC 21846, ATCC 21847, ATSC 21848,
ATCC 21849, ATCC 21850 y ATCC 21851.

3. Un procedimiento segin la Reivindicacidén 1, donde
el cultivo se realiza a una tempefatura de unos 20 a 40°C Yy
a un pH préximo a la neutrglidad.

4. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, donde
dicho L-triptdéfano se recupera mediante un tratamiento con
una resina cambiadora de idn.

5. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el que

ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita: UN

" PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE L-TRIPTOFANO POR FER-

MENTACION",
Todo conforme queda descrito y reivindicado en la -
presente Memoria descriptiva que consta de dieciocho pagi-

nas mecanografiadas.

Madrid, 25 de Mayo de 1.973
BERNARDO [UNGRIA

N

N
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