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MEMORIA DESCRIPTIVA

Antecedentes de la Invencidn

1., Campo de la Invencién

BEsta invencién se refiere a un procedimiento para
producir I-lisina a partir de hidrocarburos por fermentacién,
utilizendo un microorganismo., Mis particularmente, esta inven
cién se refiere a un procedimiento para producir L—lisina»que
comprende cultivar zerébiemente un microorganismo productor
de I-lisina, que tiene una alta resistencia a la I-valina,
I-treonina o anflogos aminodcidos de I=valina o IL-treonina
elegidos de los mutantes pertenecientes al género Pgeudomonas

y al género Achromobacter, en un medio de cultivo que contie-

ne un hidroearburo como fuente principal de carbono, hasta
que se acumula una cantidad substancial de L-lisina en el me-
dio de cultivo, y recuperar la I-lisina as{ acumulada del cal-

dOdecultiVo.---—---—-—-—------—'- ——————

2. Degeripeidn de la Técnica Anterior

Es bien conocido que la I~lisina es uno de los ami-
nodcidos esenciales por su importancia y la demanda de produc-
cidn econdmica de I~lisina ha aumentado constantemente, parti-

cularmente desde el punto de vista del uso en complementos o
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aditivos de cereales como alimentos principales para el ser

hmano.“"“"""------"’---"---"" ———————

Se han propuesto varios procedimientos para produ-
cir I~ligina por fermentacién y, en la literatura, se han deg
erito algunosirocesos gque utilizan hidrocarbures econdmicos
como fuentes de carbono (por ejemplo, patentes britdnicas
1,184,530, 1.186,989 y 1.241,901, etc.). Sin embargo, estos
procesos bien conocidos son desventajosos puesto que el rendi
miento de la deseada I-lisina es bajo y por ello no se han eg
tablecido afin procesos que sean ventajosos en la produccidn

industrial de I=1iging. = = = = = = = @ = = = - = = - - - -

Es también conocido que algunos microorganismos per-
tenecientes al género Pgeudomonas (patente francesa 2.041,650)
o al género Achromobacter /Aer. Biol. Chem. 27 (11), pp. 773-
783 (1963)7 producen I-lisina a partir de hidrocarburos. Sin

embargo, es muy diffcil utilizar estos microorganismos conoci-
dos en la produccidén industrial de I~lisina dado que la canti-
dad acumulada de I-lisine es extremadamente baja, por ejemplo

Ademds, es conocido que la L-lisina puede producirse
utilizando un microorganismo gue sea resistente a la treonina,
al 4cido alfa-amino-beta-hidroxivalérico, a la norleucina, al
deido alfa~aminobutfrico o similares (patente alemana
2.,034.406), pero este proceso utiliza uno de los microorganis-

mos que requieren homoserina (género Brevibacterium, género

Corynebacterium, género Arthrobacter, género Microbacterium y

género Nocardia) e hidratos de carbono como fuentes de carbono.-
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Regumen de la Invenecién

Como resultado de extensos estudios sobre el aisla-
miento de varios microorganismos que tienen una gran capaci-
dad para utilizar hidrocarburos del suelo, seguidos por la se
leccién de los microorganismos aislados, los inventores de la
presente hallaron inesperadamente que puede acumulérse una
cantidad importante de I-lisina en el caldo de cultivo some-
tiendo las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas y

al género Achromobacter a un tratamiento mutacional, aislando

el mutante asf obtenido, es decir la cepa resistente a la
I-valina, I-treonina, andlogos de I-valina o andlogos de
L-treonina y cultivando aerdébiamente la cepa aislada en un me-
dio de cultivo que contiene un hidrocarburo como fuente prin-
cipal de carbono hasta que se acumula una cantidad substan-

cial de I=lisina en el caldo de Cultivo, = = = = = = = w = =

Como se ha descrito anteriormente, es conocido que
algunas cepas pertenecientes al género Pseudomonas y al géne

ro Achromobacter producen una pequefia cantidad de I-lisina,

Contrarismente a la técnica anterior, segin la presente inven-
c¢ién se aisla una cepa que es capaz de producir I-lisina con
un alto rendimiento sobre la base de hallar, por ejemplo, una
correlacidn entre la gensibilidad a la I-valina y la producti-
vidad de I~lisina, y la cepa asf aislada resulta mucho mejor

por lo que se refiere a la productividad de I=lisina, = = - =

Esto es, log inventores de la presente hallaron que

cuando se cultivan Pgeudomonas brevis utilizando etanol como
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fuente de carbono, esta cepa presents gengibilidad a la vali-

na, es decir el crecimiento de Pseudomonas brevis resulta muy

inhibido en presencia de L-valina, Ademds, hallaron que la
acumulacidn de I~lisina puede aumentarse aislando una nueva
cepa que tenga une débil sensibilidad a la I~valina, es deecir
una cepa resistente a la I-valina obtenida por mutacidn arti-
ficial y cultivando aerdbiamente la cepa resistente a la L-va
lina con el uso de un hidrocarburo como fuente de carbono. Por
ello, estos descubrimientos indican que la productividad de
I-ligina puede aumentarse y mejorarse cuando aumenta la resig
tencia a la vélina de la cepa anterior., Sobre la bage de eg-
tos descubrimientos, los inventores de la presente han esta-
blecido una nueva técnica que posibilita el hallazgo de micro
organismos que tienen capacidad para producir L-lisina con al-
tos rendimientos, mediante el aislamiento de cepas que son rg
sistentes a un aminodcido tal como L-valina o I~treonina o a
un denominado andlogo aminodcido conocido como andlogo de
L-valina o andlogo de L-treonina, es decir deido alfa-amino-
—n—butirico, 4cido alfa-amino-beta-clorobutirico, norvalina,

veta=-hidroxinorvaling o similares, = - = = = =« « - - -

Como se ha descrito anteriormente, es bien conocido
que ciertos microorganismos que requieren homoserina como fac-
tor de crecimiento producen I~lisine por fermentacién, utili-
zando hidratos de carbono como fuentes de carbono (patente ale-
mana 2.034.406). Sin embargo, la presente invencién estd diri-
gida a la produccién de L-ligina por cultive de un microorga-
nismo productor de L-lisina perteneciente al género Pgeudomonas

v al género Achromobacter con el uso de hidrocarburos y sin re-
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querir nutriente alguno como factor de crecimiento, = = = = =’

Los microorganismos utilizados en la presente in-
vencién son aislados, de forma nueva, a partir del suelo, por
los inventores de la presente y, por comparacién de sus pro-
piedades microbiolégicas segin los criterios dados en el
Birgey's Manual of Determinative Bacteriology, 72 edicidn,
ninguno de los microorganismos utilizados en la presente in-
veneién se corresponde con los mieroorganismos bien conoci=-
dos. Asf, los microorganismos utilizados en la presente in-
vencidn se consideran cepas nuevas y se designan como Pgeudo-
monag brevis N2 22 (ATCC 21940) y Achromonacter coagulans
e 42 (ATCC 21934) y se hallan depositados ahora en la Ameri-
can Type Culture Collection bajo los némeros indicados ante-

Yiormente, = = = = = = @ @ = - " .- " .- -~ - - o

Ias propiedades microbioldgicas de los Pseudomonas

brevis ¥ de los Achromobacter coagulans son como sigues - - -

Pseudomonas brevis , Achromobacter coagulans

TI. Observacién Microscépica

cortas barras que tienen ex cortas barras que tienen ex-
tremos redondos; tamafios tremos redondos; tamafios
0,7—1,03(1,5—2,0}1- 0,8"'1,0:‘1,5"3'0#

gin movimiento sin movimiento

sin formacidén de esporas gin formaecidn de esporas
mancha resistente a los 4- mencha resistente a los 4-
cidos: negativa cidos: negativa

Mencha Gram: negativa Menchs Gram: negativa



II, Caracterfsticas de Cultivo

(1) Crecimiento en placa Nutriente de Agar (339C, 3 dfas)

colonia redonda de 1,5 colonia redonda; margen
2,0 mm; margen completo completo

superficie blanca grisd- superficie blanca lechosa,
cea, brillante y lisa brillante y lisa

(2) Crecimiento en Medio Nutriente Inclinado de Agar

lineal lineal
blanca grisdcea blanca lechosa
guperficie brillante superficie brillante y
y lisa liga
(3) Crecimiento en Caldo Nutriente
uniformemente térbidos a veces membrana delgada
precipitado formado sobre lz superficie; a ve=

ces erecimiento granular;
precipitado formado

(4) Cultivo en Gelatina Nutriente

gin licuacién licuacién
pigmento pardo soluble
crecimiento en super- crecimiento en superficie
ficie
(5) Leche ILitmus
deida de débilmente alealina a
neutra
coagulacién coagulacién y decoloracién

III. Propiedades Fisiolégicas

(1) Reducciédn Nitrato (medio sintético)

positiva positiva
(2) Reaccién VP
negativa negativa

(3) Produccidn de Indol

negativa negativa
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(4) Produccién de Sulfuro de Hidrégeno

(5)

(6) Utilizacidn de Acido Cftrico

(7)

(8)

(9)

(10)

(11)

de negativa a débilmen=-
te pomitiva

Hidrélisis de Almidén

negativa

positiva
Ureasa
positiva

Catalasa
positiva

Produceidn de Acido a partir

producido de xilosa, glm
coga, manosa y galactosa
en 10 dfas; producido de
lactosa en 30 dfasj pro-
ducido sélo ligeramente
de arabinosa y fructosas
no producido de maltosa,
sucrosa, trehalosa, sor
bitol, manitol, inositol,
glicerol ni almidén

débilmente positiva

negativa

positive

negativa

positiva

de Azdcares

no producido de arabinosa,
fructosa, xilosa, glucosa,
manosa, lactosa, maltosa,
sucrosa, trehalosa, sorbi
tol, manitol, inositol,
glicerol, almidén ni ga
lactosa

Utilizacidn de Fuentes de Carbono

erecimiento en n-parafina

C10 = C20

crecimiento en 4eido acé
tico, 4eido oftrico, 4el

cido sucefnico, etanol ¥
propanol

Requerimientos de Nutriente

ninguno

crecimiento en n-parafina
C10 = %20
crecimiento en decido acé-

tico, 4cido sueceinico,
dcido eftrico y etanol

ninguno

(12) Temperatura Optima de Crecimiento

332C

338C
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(13) Valores de pH de Crecimiento

595 - 990 5,5 ad 9’0

(14) Aerébios (oxfgeno) Aerdbios (oxigeno)

IV, Puente de Aiglamiento

suelo suelo

Segdn la presente inveneidn, la I-lisina puede pro-
ducirse ventajosamente por aislamiento de la cepa resistente
a los aminodecidos o anflogos descrita anteriormente después

de tratamiento mutacional de microorganismos del género

Pseudomonas o del género Achromobacter y cultivando la cepa

asf{ aislada en un medio de cultivo que contiene un hidrocarbu
ro como fuente de carbonsc. Pueden utilizarse dos o mis aming
4eidos o anél&gos de aminodcido para produeir una cepa que sea
resistente al compuesto amino utilizado, Ademfs, es también
posible efectuar repetidamente los tratamientos mutacionales
utilizando dos o mfs aminodcidos o andflogos de los mismos, al-

ternadanente, = = = = - = « - - - - - - - e e mw wr e ae e e em -

E1l tratamiento mutacional puede realizarse por medio
de los tratamientos quimicos o fisicos convencionales emplea-
dos comunmenie en la produccidén de mutantes, por ejemplo uti-
lizando los agentes mutagénicos bien conocidos, tales como
N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina, o el tratamiento mutadp
nal ffsico tal como irradiacidén con rayos ultravioletas, rayos

radioactivos U ofros Procesos.: = « = = = = « = = - - - - - --

Un proceso tfpico para producir una cepa resistente

a la I~valina comprende cultivar un mutante obtenido por me-
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dio de un tratamiento usual de mutacidén a partir de una cepa

del género Pseudomonas o Achromobacter en un medio de cultivo

mfnimo que contiene I-valina y etanol (preferentemente 0,5 a
1,0%4 en peso de etanol basado en el peso total del medio) co=
mo fuente de carbono durante un perfodo de 3 a 5 dfas para ob
tener un cultivo enriquecido con cepa resistente a la I-vali
na, Una suspensidén de células as{ preparada, que se ha dilui-
do previamente con ﬁna soluecidn fisioldégica salina a una cone-
centracidn adecuada de células, se esparce entonces sobre un
medio mfnimo, una placa de agar, que contiene I~valina o 4cido
alfa-aminobut{rico a una concentracién superior a 0,5 mg/l
(utilizando de 0,5 a 1,0% de etanol como fuente de carbono) a
lo que sigue el oultivo. De las colonias producidas después

de un ocultivo de¢ 3 a 5 dfas, se cosechan colonias relativamen-
te grandes., Alternativamente, es también posible sustituir la
I~valina utilizada anteriormente por los distintos andlogos o
la I-treonina deseritos anteriormente a una concentracién su-
perior a 0,5 mg/ml para el cultivo de enriquecimiento, Es tam-
bién posible cultivar la cepa tratada mutacionalmente por sur
cado directo en un medio mfnimo, una placa de agar que contie-
ne el amino4ecido o los andlogos de este aminodeido anteriores.
Estas cepas resultaron tensr freéaentemente una mayor resise

tenciaalal‘r-valina.-'-----—---.-—- - e e W e wm

Eg, de manera general, importante aumentar gradual-
mente la resistencia a la Imvalina del mutente por medio de
someterlo repetidamente a los tratamientos mutacionales ante-
riores. En la produccién de una cepa resistente es, de manera

general, necesario predeterminar lag condiciones dptimas de
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cultivo a fin de impartir al microorganismo le mayor sensibi-
lidad a los aminodcidos o a los anflogos de aminodeidos para
el tratamiento mutacional. Para eate fin, la seleccidén de wna
fuente de carbono z utilizar en el medio de cultivo y la con-
binaecidn de varios aminodeidos o anflogos de aminodcidos (dos
o nds agentes) debe investigarse cuidadosamente, A este efec~
to, la fuente preferible de carbono para la cepa resistente

a la I~valing resulta ser el elanol, = =« = = = = - = = « = ~

Al realizar la produccidn de I-ligina segin la pre-
gsente invencién, se cultiva aerdbiamente una cepa resisiente
a la L-valina por medio de la bien conocida téenica de culti-
vo en un medio de cultivo gque contiene un hidrocarburo como
fuente principal de carbono, una fuente de nitrégeno, sales

inorgénicas y otros aditivos, = = = = = = = v~ . = = - - -~

Los hidrocarburos que pueden utilizarse preferente-

mente en el medio de cultivo para la produccidn de lisina se-

gin esta invencién son n-parafinas que contienen de 10 a 20

4dtomos y, preferentemente, de 13 a 18 4tomos de carbono, o el

queroseno'-- ————— - ee oy s ey e G G Gr ED W M WA A R WY G W e

Las fuentes de nitrégeno que pueden utilizarse en
el medio de cultivo incluyen sales aménicas orgdnicas e inor-
génicas tales como sulfato amdnico, nitrato aménico, cloruro
aménico, acetato aménico, citrato aménico, succinato aménico

v similares, urea y amonfaco, = = = @ = @ = « @ @ = =~ - - -

Las sales inorgdnicas utilizadas en la presente in-

vencidn incluyen fosfato potdsico, sulfato magnésico, sulfato
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manganésico, sulfato de zine, sulfato de cobre, sulfato ferro-
so, ecarbonato cdlcico y similares y se afiaden hasta la concen-

tracién comunmente empleada. — = = = = = = = = = = = = == = =

Ademds, pueden utilizarse eficazmente, en el medio
Be de cultivo, agentes de tensioactivos, por ejemplo mono- o trio
leato de polioxietilensorbitan (Tween 80 6 85, fabricado por
Atlas Powder Co., U.S.A.), en una cantidad de aproximadamente
de 0,02 a 0,5% en peso basado en la cantidad total del medio

Qe CULELVOe = = = = = = = m = = = - - - — = — - - - - - -

10, E1l valor de pH del medio de cultivo se mantiene pre-
fereniemente dentro de la gama de sproximadamente 6 a aproxi-
madamente 9, preferentemente 6,5 a 8,0, durante todo el perfo-
do de cultivo. El cultivo se realiza wusualmente a una tempera-~
tura de aproximadamente 25 a aproximadamente 402C, y preferen-

13, temente, de 30 8 3520, = = = = =~ = = == = = = = = e m - -

Es necesario realizar el cultivo bajo condicionss
aerobias, por ejemplo por agitacién con aireacién y/o por cul-

$ivo con 520Ud1lAaS, ™ = = = . - - - - .- - - - .- - -

Al completarse el cultivo, las células microbianas
20. resultantes se eliminan del ealdo de cultivo por medio de pro~
7 cesos bien conocldos tales como filtracidn o centrifugacidn.
Ia eliminaeidn de las células microbianas puede realizarse fé-
cilmente por calentamiento del caldo de cultivo, por ejemplo a
una temperatura de 70 a 959C durante un perfodo de 10 a 30 mi-
25 nutos, ¥y por eliminacidn de las células microbianas, aunque el

calentamiento no es esencizl, Ia I~lisina deseada puede obtener-
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se del filtrado o del sobrenadante en forma de hidrocloruro

de I-lisina segin procesos bien conocidos, utilizando una re-

sina de intercambio iénico tal como Amberlite IRC-50, Amberli

te IR-120 (obtenibles de Rohm and Haas Co.) y similares, = = =

S Alternativamente, puede obtenerse un polvo enrique-
cido en I-lisina por extraceién del caldo de cultivo o un file
trado (o sobrenadante) obtenido del ealdo de cultivo con un
disolvente tal como n~hexano para extraer todo el hidrocarburo
residual utilizado como fuente de carbono, concentrando el

10. caldo resultante bajo presién reducida con o sin eliminacidn
de las célulag microbianas por filtracidén y secando finalmen-
te el concentrado resultante por secado en tambor, secado por

atomizacidn y similares, = = ~ = = @ = = = w = = = = - - - -~

La presente invencidn se ilugtra adicionalmente por
15, medio de los siguientes ejemplos pero no deben considerarse

limitativos del alcance de esta invencifNe = = « « « = = = « o

Ejemplo 1

Se trataron Pseudomonas brevis N2 22 (ATCC 21940)
con N—metil-N'-nitro-NAnitrosoguaﬁidina a lo que siguié el
20, cultivo en un medio que contenfs I~valina o dcido DI-alfa-ami
no-n-butfrico a una concentracién superior a 0,5 mg/ml. Repi=
tiendo los tratamientos mutacionales y aumentando la'concen-
tracién de I~valina o de 4cido DI~alfa-amino-n-butfrico, se
aislaron las cepas resistentes a la I~valina Ne 73 y N¢ 56.

25, a partir de placas de agar minimas que contenfan I~valina o
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4cido DI~alfa~amino~n-but{rico, = =~ = = = = = = = = = = = =

Cada una de las cepas N2, 22 (ATCC 21940), N2 73 ¥
N2 56 (ATCC 21941) de Pseudomonas brevis se cultivé en un me
dio inclinado de caldo a una temperatura de 332C durante la
noche, Se inoculd una cantidad recogida con un bucle de pla-
tino de cadla wmo de log culbtivos en wn medio de cultivo para
la produccién de I~lisina que tenfa la composicién que se in
dica posteriormente y luego se cultivé con sacudidas a una

temperatura de 332C durante 7 dfags, = = = =« = = = =« = « « =

Después de acabado el cultivo, la cantidad de I~1i
sina scumilada se determind cuantitativamente por el método
convencional. Los resultados observados en el ensayo de sen—
sibilidad g la I~valina para la cepa antecesora Pseudomonas
brevig N2, 22 (ATCC 21940) y para los mutantes Pseudomonas
brevis n? 73 y Pseudomonas brevis n? 56 (ATCC 21941) y la
cantidad acumulada de I~lisina en cada caso se indican en la

giguiente Tabla 1) = = = = = = = = ¢ = = _ - - - - - -

Como resulta evidente de los resulitados indicados
en la Tabla 1, se hallé que el aumento de la resistencia a
la I~valina origina un notable aumento de la productividad

de I~1iging, = =« = = = = = U -
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Table 1

Crecimiento 1)

Cepa 45 cepa B  Cepa &)
18 48 18 43 13 48
gamma,/ml
I~Vaulina 0 + + + + + +
20 - + + + + +
0 - + - + + +
Ensayo 3) 100 - + - + + £
de Regig- 200 - - - + + o+
tencia a
la Valina 500 - - - - + +
1000 - - - - - +
2000 - - - - - .
5000 - - - - - +
10000 had bl — Lo - -
Resi . )
Lﬁ%;§§§§°1a a la 100 gamma/ml 200 gamma/ml 5000 gamme/ml

Cantidad de L-Lisina

(Hidrocloruro) Acumu

lada en el Medio Deg 0.6 8.4 25.0
pués de un Cultivo

de 7 Dias (g/l)4)

Kota:

+ wee Crecimiento
% e»s Crecimiento ligero
= eve 9in crecimiento

(1) Crecimiento:

(2) Cepa A: Pseudomonas brevis N2, 22 (ATCC 21940)
Cepa B: Pseudomonas brevis N2, 73
Cepa C: Pgeudomonas brevig Ne. 56 (ATCC 21941)

(3) Ensayo de Resistencia a la L-Valina:

(Medio)
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Acido fosfdrico al 75%
(1) 550,

NaCl

¥nso 4° 4H20

KOH

agua pura
pH 7,0

Se vertieron poreciones de 10 ml del medio ante~
rior en grandes tubos de ensayo y se esterilizaron. A ca-
da uno de los tubos se le afiadid 0,1 ml de etanol al 60%
como fuente de carbono a una concentracidn de etanol de
apro:dmadameﬁte 0,6%. Cade medio se inoculd con una sus-
pensidn de cada cepa (que habfa sido cultivada durante 24
horas en un medio inelinado) en una cantidad tal que la
concentracién de la cepa en el medio era de 106 - 107 cé-
lulas/ml y luego se cultivé con sacudidas 2 una temperatu~
ra de 3320, Ie resistencia a la I=valina se definid como
la concentracién méxima de I-valina a la que la cepa po=-

Medio para la Produccién de Iisina:
n-parafina ( 011-018) 10% (p/v)
K HPO, 0,1%

KH,P0, 0, 1%
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MgSO4.7H20
FeSO4.7H20
ZnSO4.4H20
Mn804.4H20
Tween 85°

-0
GaGO3

(FH, )50,
pH

© Fabricado por Atlas Powder Co., U.S.A.
Se vertieron porciones de 30 ml del medio anterior en
frascos de sacudidas de 500 ml y luego se esterilizaron

a 1202C durante 15 minutos,
¢¢ Se afiadid carbonato céleico al medio después de esteri-

lizado separadamente.

Ejemplo 2

Se tratd Achromobacter coagulans N2, 42 (ATCC 21934)
con un agente mutagénico, N-metil-N!-nitro-N-nitrogsoguanidina,

para obtener Achromobacter coagulang N2. 36 (ATCC 21935) que

eg resistente a la DI~norvalina. La cepa resultante se cultivé
entonces en un medio inclinado de caldo durante una noche. Se
inoculd entonces una cantidad recogida con un buecle de platino
del caldo en un medio de fermentacién que tenfa la composicién
que se indica posteriormente y se cultivé con sacudidas a una
temperatura de 339C durante 7 dfas. la determinacidn cuantita-
tiva de la L-lisina indicé que se acumulaba hidrocloruro de
I~lisina en el medio en una cantidad de 4,8 g/l para Achromo-
bacter comgulans N2, 36 (ATCC 21935) mientras que se halld

que la cantidad de hidrocloruro de L-lisina acumulada por la
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cepa antecesora, Achromobacter cosgulans No, 42 (ATCC 21934)

era de 0,5 g/l:

Medio pars la Fermentacién de Lisina
n-parafina (011-018)
(1, ) ,50,

KHZ'PO4
KzHP04
MgSO4.7H2O
FeSO4-7H20
ZnSO4o7H20
MNSO4o4H20
Tween 85 ©
0200, °®

3
pH

108 (p/v)

3%

0,1%
0, 1%
0, 1%
0,004%
0,002%
0,002%
0,1%
3,0%
740

® TFabricado por Atlas Powder Co., U.S.A.

Se vertid una porcién de 30 ml del medio anterior en

un frasco de sacudidas de 500 ml y se esterilizé a

una temperatura de 1202C durante 15 minutos.

o0 Se afiadid Ca003 8l medio después de esterilizado se-

paradamente.

Bjemplo 3

Se obtuvieron Achromobacter coagulans N2, 17 y

Achromobacter coagulans Ne, 49 (ATCC 21936) que son una

cepa registente al alfa-AB (alfa-~AB: 4eido DI-alfa-amino-

~n~butirico) por tratamiento mutacional con N-metil-N'-ni
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tro=-N~nitrosoguanidina a partir de Achromobacter coagulans

N2, 42 (ATCC 21934) y Achromobacter coagulans N2, 36 (ATCC
21935) que es una cepa resistente a la norvalina, respectiva-

mente. Estas cepas asi obtenidas se cultivaron entonces con
sacudidas en el medio para la fermentacién de lisina como se
ha descrito en el Ejemplo 2 a una temperaturas de 339C durante
7 dfas. La cantidad de hidrocloruro de I~lisina acumulada re-
sulté ser de 3,2 g/l para Achromobacter coagulgns N2, 17 ¥
10,4 g/1 para Achromobacter coagulans N2. 49 (ATCC 21936),
mientras que la cantidad del hidroclorurc de I-lisina acumulg
da para el A. coagulans N2, 42 (ATCC 21934) y Achromobacter
coagulans N2, 36 (ATCC 21935) resulté ser de 0,4 g/l y de 4,2

g/1, respectivamente, = = = = = =« = m = = - v - - wow-=-

Los anteriores resultados indican que la resisten=-
cia a la norvalina y al 4cido DI~-alfa-amino-n-butirico puede
aunentarse utilizando estos compuestos alternadamente, de mo~
do que puede aumentarse gradualmente la productividad de lisi

na de estos MiCTroOrganismoS. = « = « = = = = - - - -
Ejemplo 4

Una cepa resistente a la valina, la Pgeudomonas

brevis N2, 56 (ATCC 21941) que habfa sido obtenida de Pseudo~

'~ monas brevis N2, 22 se cultivé en un medio inclinado de agar

en caldo a temperatura de 332C durante una noche y 11iego se
inoculé en un frasco de sacudidas de 2 1 que contenfa 600 ml
del medio de cultivo de siembra esterilizado previamente ¥y
que tenfa la composicidén que luego se indica, a lo que siguié

un cultivo con sacudidas a una temperatura de 339C durante 24
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horass

Medio de Cultivo de Siembra:

deido fosférico al 75% 12 ml
(NH4)2804 6 g
HacCl 18
S0, + TH,0 0,2 g
CaCl,.2 Hy0 0,1 ¢
FeSO4.7H20 0,1 g
Znso4.7ﬂéo 0,03 g
nS0, » TH,0 0,002 g
KOH 14 g
agua de grifo 1.000 ml
n~parafing (011-018) 7 ml

Se inoculd una porcién de 6C0 ml del anterior cul-
tivo de siembra en un fermentador de jarra que contenfa
20 1 de un medio esterilizado de fermentacién que tenfa
la. composicidn que se indica posteriormente y el culti-
vo inoculado se cultivé a una temperatura de 352C por
agitacidn a un régimen de 800 rpm con aireacién con un

Oaudaldez?l/min,——---b—-'d---.....-_-,_._.

Medio de Permentacidn:

n-parafina (Cy ~C4g) 10% (p/v)
K HPO 0,1%
KH,PO, 0,1%
MgS0, « TH,O 0, 1%
FeS0, .+ TH,0 0,002%
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Mn504.4H20
Tween 85 e
(NH4)2804
Ca003

pH

Durante el cultivo, el medio se ajusté a un pH de 6 a
8 con una solucién acuosa de amonfaco. La cantidad de hidrp
cloruro de I-~lisina producida en el medio después de un cul-
tivo de 90 horas resulté ser de 40,5 g/1 (rendimiento: apro-
ximadamente 40% en la n-parafina), Ias células microbianas
se eliminaron por centrifugacién y la I-lisina producida se
adsorbié sobre una resina de intercambio iénico de la manera
usual, Después de eluciédn por medio de amonfaco, el eluato se
concentrd y se afiadieron al mismo 4cido clorhfdrico y enton-
ces un aleohol para obtener cristales que pesaban 35,3 g que
contenfan hidrocloruro de L-lisina con una pureza superior al

98% de 1 litro del caldo de cUltiVO, = = = = = = - - - -

Ejemplo 5

Un medio de agar en caldo vertido en una botella
Houle y luego esterilizado se inoculd con Achromobacter coagu~-
lang No, 49 (ATCC 21936) que se habfa cultivado en un medio
inelinado. Después de que el microorganismo inoculado se hubo
cultivado a una temperatura de 339C durante la noché, el cul=-
tivo se suspendid en 300 ml de una solucién fisioldégica salina
esterilizada., Se inocularon 600 ml de la suspensién asf prepa-

rada en un fermentador de jarra de 30 1 que contenfa 15 1 de
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un medio con la misma composieidn que el deserito en el Ejem~
plo 2 y se cultivd a una temperatura de 352C con agitacién a
una velocidad de 500 rpm bajo aireacidén con un caudal de 27

1/min, El valor de pH del cultivo durante la etapa de culti~
vo se ajusté hasta casi la neutralidad con una solucién acuo-
sa de amonfaco o 4eido clorhfdrico, La cantidad de hidroclo-
ruro de I~lisina acumulada despuds de un cultivo de 80 horas

gleanzd 13,4 &/ls = = ~ = = @ e m m - - m .- -

Se centrifugd, de la manera usual, 1 1 del caldo de
cultivo para eliminar las c¢élulas microbianas y se adsorbié
I-ligina en una resina de intercambio iénico (Amberlite
ICR-50) ¥ luego se eluyd con una soluciédn acuosa de amonfaco.
El eluato se concentrd y se afiadieron 4cido clorhfdrico y en-

tonees un alcohol para obtener 10,2 g de eristales de hidrg

gloruro de L-lisina, = = =« « = - - - - - - e ot s o = o v
N O T A

Se declaran de novedad y propiedad para Egpsafia, sus

territorios ¥y plazas de soberanfa, lag siguientes: — - - - -

REIVINDICACIONES

1.~ Procedimiento para la produccién de L-lisina
por fermentacidn, caracterizado porque comprende cultivar aerg.
biamente una cepa mutante productors de I-lisina de un miero-
organismo perteneciente al género Pgeudomonas o Achromobacter
en un medio de cultivo que contiene un hidrocarburo como fuen-

te prineipal de carbono hasta que se acumula una cantidad subg
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tancial de I-lisina en el medio de oultive y recuperar la
L-ligina asf acumulada del caldo de cultivo, siendo dicha
cepa mutante resistente a por lo menos un aminodeido o anf-
logo del mismo elegido del grupo compuesto por I-valina, 4ei-
do alfa~aminobutf{rico, norvalina, beta-hidroxinorvalina, &ci-

do alfa~amino-beta-clorobutirico y I-treonina, = = = = = = =

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque dicho microorganismo es una cepa mutante de

Pgeudomonas brevis ATCC 21940 § Achromobacter coagulans ATCC

21934, = = = = = = = F e e e e e e — . ——————

3.~ Procedimiento segdn la reivindicacién 2, carac-
terizado porque dicha cepa mutante es Pseudomonas brevis ATCC

21941. W e W e e e R W M W W e W RD GM W A e e W e e W R e e

4.« Procedimiento segdn la reivindicacién 2, carac-
terizado porque dicha cepa mutante es Achromobacter goagulans
ATCC21935 6AT0621936.------—~--—- ——————

5.- Procedimiento segdn la reivindicacién 1, carac-
terizado porque dicho aminodcido o anflogo del mismo se utili-
za golo o en combinazcién con por lo menos otro aminodcido y

6+~ Procedimiento segdn la reivindicacién 1, carac-
terizado porque la cepa mutante productora de Im~lisina se pro=-
duce a partir de un microorganismo perteneciente al género

Pseudomonas o Achromobacter sometiendo dicho microorganismo a

tratamientos mutacionales en dos o mds etapas utilizando un
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aminodcido o andlogo del mismo diferente en cada etapa, = = =

Te= Procedimiento segin la reivindicacién 6, carac-
terizado porque se utiliza etanol como fuente de carbono en

el medio para los tratamientos mutecionales, = = = = @ = w =

8.~ Procedimiento segfin la reivindicacidn 1, carac-
terizado porgue dicho cultivo se realiza a una temperatura de
aproximadamente 25 a aproximadamente 409C y a un pH de apro-

ximadamente 6 a aproximadamente 9, = = = = = = - - ———— -

9.~ Procedimiento segdn la reivindicacién 8, carac-
terizado porque dicho pH se mantiene prevalentemente con la

adicién de iones amonio., = = = = = = = - .-~ - ---—-—-—--

10,~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque dicho hidrocarburo es queroseno o n-parafina

con 10 & 20 £tomos de CarbONO. = = = = = = = = = = = = = = -

11.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac-
terizado porque dicho cultivo se conduce en presencia de un

agente tensioactivo, = = = = = w c v m w v c e m - - - -

12,- Procedimiento segin la reivindicaeién 10, ce-
racterizado porque dicho agente tensioactivo es mono~-pleato
de polioxietilensorbitédn o trioleato de polioxietilensorbi

‘bén.------------.-—--- —————— - o wn wm e

134~ Procedimiento segin la reivindiecacién 1, carac-

terizado porque dicha recuperacidn de I-lisina se realiza
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despuds de calentar el ealdo de cultivo a una temperatura de

14,~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, ca-
racterizado porque dicha recuperacién de L-lisina se realiza
extrayendo el caldo de cultivo con un disolvente orgdnico pa=-
ra eliminar el hidrocarburo residual del caldo de cultivo,
concentrando el caldo resultante de cultivo, filtrando el con-
centrado resultante y secando el filtrado para obtener un pol-

vo que contiene I~liging, = = ~ = « = = = = = - - - - - - - -

15,~ "PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE I-LISINA
POR FERMENTACION", = = = = = = = = = ~ - . - —--a -

Todo ello conforme se desoribe y reivindica en la
presente memoria que consta de veinticinco hojas, faliadas h's

mecanografiadas por una sola de sus caras,

e e o en e et A, ST

yapeip, ~ ) A60. 1973

sulioL
P. A. M. CURELL 2o Poder &_é
Fisreade: 4. 58]

rerm b
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