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£l presents invento se refiere a un procedinmientd
Para producir L-Lisina por Fermentacidn usando Una raza pro-
ductora de L-Lisina de Corynebaterium glutamicum y Brovibactod
rium flavum capaz de resistir a los antibidticos, tales como
penilicila, bacitracina, cicloserina, gramicidina, polimixina
y nistatina.

Se ha informado en la publicacidn de paéénte ja~
ponasa nim. 6.499/19561 que razas mutantes microbianas, perte-

necientes al génsro de Micro-occus, Bacillus, Cscharichia y

Aerobacter, ste., pueden usarse como micreorganismos capaces

de producir L-Lisina por fermentacidn y que requieren (1) homo
serina, (2) treonina y metionina, (3) treonina y cistationi-
na, (4) treonina y homocisteina y/o homoserina y leucina para
su crecimiento. En adicidn, razas mutantes microbianas, requi-
riendo treocnina, pertenecientes al génsero de Brevibacterium se
han descritc en la patents francesa nim. 1.533.588.

Sin embargo, las productividades de L-Lisina ds
estas capas conocidas no son suficientes para produccidn co-
msrcial. Ademis, cuando se usa material da sacarina cruda, es
dacir, melazas, caomo principal fuente, no se obtienes un rendi-
miento constante, reproducible de L-lisina sabre azéca:. Los

rendimientos dependen dasl lugar y de las condiciones de las
malasas, cuya produccidn es bastante indeseahble desde el pun-
to de vista de mantener la adicidn constants controlada.

Un abjeto de la p.,sente patente es procurar un
procaedimiento mejorado para producir L~lisina por fermonta=-

cidn, que pusde realizarse en escala comercial con alto rendi=-

miento sobrs el azdear y mejorar reproductibilidad en un medio

de cultivo,.
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Después de realizar extensos estudios para la
mejora de razas, los inventores de la prescnte patente han
descubiertoc que la produccidn de L-lisina puede incrementar-
se grandemente cuando se imparten varias propiedades resis-
tentes a los antibidticos a las razas conocidas productoras
de L-lisina, por lo gue las dificultades, que se encuentran
por el uso de melazas de farmentacidn pueden ser eliminadas.

La presente patents, éasada en tal descubrimien—-
to, se dirige a procurar un procsdimicntoc para producir L=
lisina, qua comprende las atapas de cultivar una raza mutan=-
te productora de L-lisinz, capaz de resistir a los antibid-
ticos en un medio nutriente y recupsrar del miomo la L-lisi-
na acumulada.

La publicacidn de patente japonesa n2 4.398/1966
describe un procedimiento usando una raza resistente a los
antibidticos para Parmentacidn acido glutamica. En este pro-
cedimisnte se afiade al medio ds cultivo un antibidtico co=
rrespondisnte a la raza usada resistente, por lo que el cre-
cimiento de las razas contaminadas, que no tongan resisten-
cia a los antibidticos, puede ser inhibida para estabilizar
1s fermentacidn dcido glutamica.

En contraste, es posible realizar ventajosaman-
ta fermentacidn de L-lisina de acuerdo con la prescnte pa-
tente eon rendimientos mejorados si las dificultadss conven-
cionales procedentes del uso de melazas aln cuando no se afia

don antibidticos al medio de cultivo.

Razas mutantes productoras de L-lisina, capacas

de resistir a los antibidticos, que pucden usarse a los fi-
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nes de la presente patente, pueden obtenerse de varias mane-
ras convancionales y el grado de resistencia de los mutantas
puede variar con la concentracidn dé tratamiento de antibid-
tica. Un método preferido se cita como ejemplo en lo qua si-
gun2. Una raza, que tiesne una escelente habilidad para produ-

cir L~lisina, se selecciona entrs las razas conocidas produc-

toras de L-lisina. la raza es tratada por un mdtado convencio

nal inductor de mutacidn tal como tratamiento con rayos ultrat

viglota, rayos X, nitrito de sodioc y Nemetil-fl'-nitro=-Nenitro
sogquanidina, stc.

Las razas ohbtenidas se cultivan en un conocido
medio tamizador, conteniendo antibidtices a una concentracidn
adecuada (por sjemplo, medio de calda de agar y medic de agar
minimo) por lo que la raza, qus es resistents a los antibid-

tico

2

afiadidos, pusde recuperarse selectivamenta. En este ca-
sn es posible obtener una raza, que os resistencia a mas de
dos tipos de antibidticos por cultivo de los mutantes en un
medio contoniendo mas de dos tipos de antibidticos o culti-
vando las razas ootanidas en un medio tamizador contenienda

otros antibidticos. Ademds es posible obtener razas, que muesp

tran una mas alta resistencia a los antibiéticos, saleccionay
do razas de baja resistencia a leos antibidticos y somatiéndo-
las a repatidos tratamientos inductores ds mutacidn realiza-
dos de manera similar a la arriba descrita,

Aantibidticos capaces de conferir la resistan-
cia a los antibidticos de razas de acusrdo con la presants
patente, puedanrcitarse como ejemplo por penicilina, bacitra-

cina, cicloserina, granicidina, polimixina y nistatina, etc.,
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cuya resistencia a los antibidticos es capaz de inhibir la ain-
tesis de parsdes cslulares de funcidn desordenadara de membras
nas de células. Concentraciones normales del antibidtice en
gl medin tamizader alcanzan desde 0,5 a 1.000 Y/ml, preferen-
temente de 1 a 200 7 /ml.

Ejemplos de razas resistentss a los antibidti=
cos, obtenidas de acusrdo con la presents patente y el grado
de su resistencia a los antibidticos cemparado con sus razas
emparentadas, se musstran en la tabla 1. Estas razas han sido
depositadas en la Americain Type Cultures Collection antes de
la presentacidn de ssta solicitud en una base no rastringida.

B, Razas resistentes a polixina.

B
Raza A g D
Corynebactarium Polimixina B8 0 0,00 g,51
glutamicum, M=501-No.
2347-
TA52 (ATCC 21516). idem 0,4 0,00 0,32
Raza pariente _
Corynebacterium Polimixina 8 0 0,00 0,34
glutamicum, N-901l-No.
2347~ : .
(ATCC 21253) idem 0,4 0,00 0,00

Nota: A =» antibidticos afiadidos y su cantidad
( u/ml); B = cantidad de células microbianas en el caldo (dent
sidad Gptica); C = 0 hora; O = despuds de 7 horas.

TABLA 1

A. Razas raosistentss a la penicilina.
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Nota: A = antibidticos afiadides y su cantidad
( m/ml); 8 = cantidad de células microbianas -n caldo (den-
sidad dptica); C = justo después de adicidn; D = despuds de
12 horas; £ = después de 17 horas; F = daspués de 34 horan.
Nota, l.~ Composicidn de &edio: Glucosa 4 g/dl;
pectona 2 g/dl; extracto de carne 0,5 g/dl; urea 0,5 g/dl;

KH,PO, 0,5 g/dl; K,HPO, 0,05 g/dl; sulfatoc de mannesio 0,05

4
g/dl y biotina 5 7 /dl.

Nota 2.-~ Condicidn de cultivo: 8 gl. de medio ce
vierte en un tubo de ensayo en forma de L. Después de gsteri=
lizacidn se affade 1 ml. de agua (como area de control) o solu-
cidn conteniendo antibidtices, teniando una concentracidn de
10 veces la descrita en la tabla arriba indicada, a la que se
inocula 1 ml. de suspensidn celular contoniendo 108 células/
ml. El cultivo se realiza sacudiendn a una temperatura de 282
C.

Nota 3.= 0D: medido a 660 m u.

La condicidn media de composicidn y cultive para
realizar el procedimiento segﬁn la presente patente son ssen-
cialmente iguales a los de los demas métodos conocidos. Las
fuentes de carhono preferidas incluyen, por ejemplo, v.rios
hidratos de carbonoc y acidos organicos, tales como glucosa,
sucrosa, hidrolizado del almiddn, melaza y acide acético, ete.
En particular el presente invento suede ser realizado vonta-
jasamente usando melaza. Fuentes praferentes de nitrdgeno in-
cluysn, por #jemplo, compusstos organicos e inorgénicos de ni=-

'

trogeno, tales como sulfato de amonio, cleorurc de amonic, ace-

tato de amonio y urea, etc. Puede citarzs como ejemplos de

fusntes inorgdnicas preferidas las sales inorganicas, tales
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como fosfato de dihidrdgeno de potasio, fosfato de monohidrd-
geno de potasio, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso,
sulfato ferroso y carbonato de calcio, stc. Como nutrientes
organices, puedsn citarse nutrientes organicos naturales, ta-

les como vitamina, amino acidos, bases de acido hucléico, li=-

cor base de maiz, extracts de carne, extracte de levadura, psac
tona, hidrolizado de soja y un hidrolizado microbiano de cé-
lulas, etec., gue pueden usarse con prefsrencia.

El cultivo se realiza en condicionaes aerdbicas a
una temperatura de alredador de 24=372C con un pH de alrsde-

dor de 5-8,5. Genasralmente se prefiere afiadir la fuente de car

bono sobre el asi llamado método de alimentacidn. La L-lisina
as acumulada en el msdioc de cultivo usualmente despuds ds 2-5
dias.

lLos siguientes ejemplos no limitatives ilustran
el objeto de la presente patente.

Ejemplo 1

20 ml., de un medio, teniendo una composicidn da
glucosa (4 g/di), KH,PO, (0,05 g/dl), K HPO, (0,15 g/dl) urea
(0,3 g/dl), sulfato de magnesio (0,05 g/dl) peptona (2 g/dl),
extracto de carne (0,5 g/dl) y biotina (5 {/dl) se colocd en
un matraz Erlenmeyer de 250 ml. al que se inoculd Corynebac-
terium Glutamicum M=-90l-No. 2347-TAl8 (ATCC 21513) gue es una
raza mutants, resistente a la penicilina y se cultivd sacu=
diendo a una temperatura de 282C durante 24 horas para prepardr
un cultivo de simiente. Lz fermentacidn se realizd de tal ma-
nera que 10 ml. de un medio teniendo una composicidn de me-

lazas (15 g/dl) (como glucosa), sulfato de magnesio (0,03

g/dl), AH,PO,4 (0,07 g/dl), urea (0,3 g/dl), hidrolizado 4cido
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de proteina de sosa (2 g/dl) y carbanato de calcio (3 g/dl),
se colocd on un matraz de 250 cm3 €3 Crlenmayer y s2 esterili-
26, en que sa inoculd 0,5 ml del arriba descrito cultivo de
simiente. El cultivo se realizd a una temperatura de 28%C du-
rante 110 horas sacudiendo con al uso de un agitador rotati-

vo. La cantidad de L-lisina en el licor de fermentacién fue

de 53,2 mg/ml lo que corrssponde a un rendimiento de 35,5% del

azcar consumida. (La cantidad de L-lisina obtenida cuando se
realizé ol cultiveo usando la raza pariente Corynebacterium
glutamicum M=901-No. 2347 (ATCC 21253) de una manera similar
a la arriba dascrita, fue de 43,9 mg/ml).

Ejomplos 2 v 3

€1 cultive se roalizd usando las razas mostradas
en la tabla 2 de una manera similar a la descrita en sl ejem=~

plo 1. Los resultados fusron los siguientes:

Tabla 2
A B
Ejemplo Raza usada (mg/ml) (porciento)
numero
2 Corynabacterium gluta=- 50.3 33.5

micum, M=901-No. 2347-
TA26 (ATCC 21514).1

3 Corynebacterium gluta- 49,2 32.8
micum, M=30l-No. 2347~
TA52 (ATCC 21516).2

Control Corynebacterium gluta=- 43.3 28.9
micum, fM=90l~No. 2347-
(ATCC 21253).

l.~ Raza mutante rosistente a la penicilina.
2.~ Raza mutante resistente a polimixina.
Nota.~- A = cantidad si la L-lisina se produce en

caldo; B = rendimiento sobre azlcar.

e
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Eiemplos 4 vy 5

Las razas mostradas en la tabla 3 fueron cultiva-
das de una manera similar a la del sjsmplo 1 usando melaza
#, producidas esn las Islas Filipinas, (azlcar-55,5%; ceniza-
5, 12%4) y melazas 8 producidas en las Islas Filipinas (azid-
car-56,3%; ceniza-8,72%) como material de melaza, raspectiva-

mente para dar los resultados mostrados en la tabla 3.

Tabla 3
A B
Ejemplo No. Raza usada € D T 0O
& Corynebacterium gluta- 49,3 32.8 48,1 32.0

“micum, M=901-No. 2347~
TA26 (ATCC 21514).1

5 Corynebacterium gluta- 47.8 31.8 45.6 3.4
micum, M=901<No. 2347-
TA52 (ATCC 21516).2

Control Corynebacterium gluta= 4l.4 27.5 33.7 22.4
" micum, M=901-No. 2347~
(ATCC 21253).

1. Raza mutante raesistente a la penicilina.

2. Raza mutante resistente a polimixina.

Nota.=~ A = melazas A} B = melazas B; C = cantidad
de L-lisina producida (mg/ml); 0 = rendimiento scbre azdecar
{tanto por cients).

Ejemplo 6
10 ml. ds un medio, teniendo una composicidn ds

glucosa (15 g/dl), sulfato de amonic (4,0 g/dl), KH PO, (0,1

2
g/dl), sulfato de magnesio (0,04 g/dl), sulfato farrose (0,00)
g/dl), sulfato de manganeso (0,6 mg/dl), biotina (300 /1.),

hidroclorurc de tiamina (200 /1), Mieki (0,2 g/dl), carbona-

to de caleio (5 g/dl), L-treolina (600 /ml) y DL-meticnina
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(200 7 /ml) se colocaron en un matraz de Erlenmeyor de 250 ml
y se esterilizaron, a lo que se inoculd 0,5 ml. de un culti-
vo de simiente de Brevibacterium Flavum $T-12 (ATCC 21128)
que es una raza mutante resistente a la penicilina., El culti-
vo se reallzd a una temperatura de 28:C durante 110 horas sad
cudiendo. la cantidad de L-lisina fus de 36,1 =g/ml y =1 ren-
dimiento de azlear fue de 24,1%. (Cuando se usd la raza pa=
riente drevibacterium flavum $T=-12 (ATCC 21128) de una mane-
ra similar a la arriba descrita, se obtuvieron 30,5 mg/ml de

L-lisina, y el rendimiento sobre azlcar fus de 20,3:).
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La presente patente de inbraduccidn, comprends
las siguientes reivindicacionas:

l.~ Procedimiento para producir L-lisina por for-
mentacidn, caractarizado porque comprende el cultivar una ra-

za mutante productora de L-lisina derivada de una raza parian

te seleccionada del grupo consistente en Corynebacterium glu-
tamicum y Orevibacterium flavum, capaz de resistir a los an-~
tibidticos en un medio nutrients, separando y recuperando de
ello la L-lisina acumulada.

- 2.~ Procedimiento segln la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porqus la raza mutante es cultivada an precencia
de un antibidtico seleccianado del grupo consistente en peni-
cilina, bacitracina, cicloserina, gramicidina, polimixina vy
nistatina.

3.- Procedimiento seglin la reivindicacidn 1, ca=-
ractorizado porque la raza mutanta se selecciona del grupe
consistente en Corynebacterium de las razas tenisndo ndmercs
ATCC 21513, 21514, 21515 y 21516 respectivamcnte.

4,~ Procedimiento segln la reivindicacidn 1, ca-

racterizado porque la raza mutants seleccionada del grupo com

sistente en razas de Brsvibacterium teniendo ndmsros ATCC
21517 y 21518, respectivamente.

5.- Procedimiento segln la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque la L-lisina es producida bajo las condi-

ciones del cultivo aardbico, a temperatura de 24-379 C y a

un pH 5=-8,5,

6.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, ca-
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racterizado porque la raza mutante es selecciocnada cultivan-
do en un medio tamizador conteniendo 0,5-1.000'T7m1. de anti-
bigtico.

7.~ "Procedimisnto para producir L=lisina por feg=-
mentacidn".

Segin s@ describe y reivindica eon la presspte meo
moria descriptiva, la cual consta de doce hojas foliadas y
escritas a maguina por una sola de sus caras.

Madrid, a

20 MAY 1976
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