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MEMORTA DESCRIPTIVA
~para solicitaxr
PATENTE DE INVENCION
en
EsPANA
por VEINTE afios
& nombre de KYOWA HAKKO KOGYO CO,, ITD., entidad japonesa,
establecida en 4, Ohtemachi- l-chome, Chiyoda-ku, Tokyo,
Japbn, por:

" UN PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR L-LISINA"

~. -

El invento se refiere & un procedimiento para produ- ;
cir I~lisina, Mds perticularmente se refiere 2 un procedi-
miento para la produccidn de I-lisina por hidrdlisis bid-
quimica. Todavie mds particularmente, el invento se refie-

5 Te & wn procedimiento para la produccidén de I~lisina por
hidrdlisis bioquimice a partir de 5-(4-aminobutil) hidan-
toina.

Ios procedimientos empleados en la técnica anterior
para la produccién de I-lisina incluyen extraccidén de Ia

10 golucién de hidrolizados de proteinas naturales, fermen-
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tacidns sintesis, que comprende producir DI~lisina a par-
tir de diversos materiales de partida con detemminados
compuestos orginicos y despuds resolver 6pticemente el
producto, y similares, EZn el método de sintesis, por ejem—
plo, se requieren los procesos de resolucién dptica y de
racemizacidén, Por esto, son economicemente desventajosos
y se han buscado desde hace tiempo mejoras de éstos.

la I-lisina, deido 2,6~diaminohexandico, e¢s un ani-
no dcido esencial bien conocido en la téenica, Ha sido
utilizada en el campo de enriguecimiento de &limentos,
con la gque el suplemento de alimentos basados en tri-~o
con lisina mejora su calidad proteinica y d€ como resul-
tado un crecimioento mejorado y sintesis de tejidos., Hs-
to compuesto ha sido utilizado también en medicina como
mutriente. Asi, serfa lo mas ventajoso tener disponiile
un procedimiento para la produccidn de éste que se pue-
da llevar a cabo ccondmicamente y ventajosamente & una
escala industrial.

Uno‘de los objetos del presente invento es crear un
procedimiento mejorado para la produccidén de L-lisina
que supera las desventajas y deficicncias de los métodos
de la téenica anterior.

Otro objeto del presente invento es cre@r un proce-
dimiento para producir I~lisina que se puede llevar a
cabo de una mezcla eficaz y simple.

Otro nuevo objeto del presente invenio es crear un
procedimiento para producir I-lisina que proporciona el
produecto con alta purez& y buenocs rendimientos,

Otro nuevo objeto mas del invento es crear un Pro-

cedimiento para producir I-lisina que se puede llevar a
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cabo ventajosamente & escala industrial con costo relati-
vamente bajo para dar un alto rendimicnto de producto.

Este y otros objetos y ventajas del presente inven
to resultardén evidentes para los téenicos en la materia
con congideracidn de 1la sisuiente memoria y reivindicacio-
nes,

Do acuerdo con el presente invento se ha cancontrado
aue se obvienen grandes cantiduades de I~lisina convir-
tiendo la 5-(4-aminobutil)hidantoina en L-lisina por hi-
drélisis biodnimica donde 1a D—, I- 0 DI-5-(4~aminobutil)
hidantoina (o sus derivados) és hécha redccionar catdli-
ticamente en presenciad de microorganismos que son capaces
de escindir el anillo de hidantoina por hidrélisis o sus
enzinas, o sustancias que las contienen, en un medio nu~
triente acuoso o un disolvente que Hiene un pH de aproxi-
madamente 6 & 11, Dajo condiciones dptimas, la I~lisina
puede ser producida casi cuantitativamente con un rendi-
miento de aproximademente 90 a 95% por este procedimien—
to cualquiera que sea la fomma particular L-, D- o DL de
18 5= (4-aminobutil)hidantoine empleada como meterial de
partida,

El material de partida on el presente invento, 5- (ami-
nobutil)-hidantoina, es un producto intemedio en el né-
todo de sistesis para preparar quinicemente I-lisina uti~-
lizando furfural como material de partida. Los presentes
inventores encontraron que la I-lisina se produce por la
hidrélisis con escisién del anillo de hidantoina cuando
las enzimas contenidas en las celulas de los microorga-
nismos particulares reaccionsn con 5~ (4-aminobutil)-hidan-~

toina bajo condiciones apropiadas, Se ha encontrado ade-

-3 -
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nds que se producen allos rendimienios de I~lisine por
este procedimiento con cualouiera de las formas Le, Da

0 DI~ de 1a 5-(4~aminobutil)-hidentoina, Bl procedimien-~
to del presente invento, 48l como se deseribe aaul, ha
gido desconocido hasta ahora en ¢l campo de la microbloe
quimica,

Eg conocido en la tdecnica que en la hidrdélisis gqui-
miec8 comvencional se produecen L-lisina&, D-lising y bL—li—
sina @ partir de I-5-(4-aminobutil)~hidantoina, D-5- (4-
aminobutil)hidantéina, y DI~5-(4-sminobutil)-hidartéina,
respectivamente. De acuerdo con ésto la resolucidén Spti-~
ca de la DI-lisina y de la Dilisina despuds de la racemi-
zacidn havsido necesaria con el fIn de convertir toda la
DI-5- (4-eminobutil)-hidantdina en I-lisina. A diferencia
de esfo, la hidrdlisis bioquimica del presente invento
¢s enteramente diferente de la hidrdlisis qufmica de la
téenica anterior. En particular, la L-lisina es produci~
da a partir del mateirial de parvida, forma Ie o D- de
5 (4~cminobusil)-hidantbina en cualguier caso. Por 4s-
to, eg innecesario que el presente procedimiento convertir
D-lisina en L-lisina ya que la isomezacién 6Gpiica de la
D-5- (4~aminobutil)~hidantéina y la hidrélisis de esci-
sidn'del anillo de hidantdina se verifican dentro del
mismo medio de redccidn y casi al mismo tiempo. lsto es
evidentemente ventajoso para obtener un procedimiento
que Se pueda utilizar & una escala comercial,

Junto a la x"—-(4»-&133.3‘.r10bu.’sil)---h:i.d.ﬁl:m:dfma, cuadlquiera
de los derivados de 4st8 gue sean solubles en asug, por.
ejemplo, las sales inorsdnicas de ésta, tales como el

cloruro, nitrato, etc., las sales orgdnicas de ésia ta-

-4 -
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les como el clorhidroto, el sulfato ete. o los éstores

de ésta trles como los ésteres de alcohilo inferior

(de metilo, de etilo, de propilo y de bubilo) y, ademds
que no'inhiben la reaccidén de hidrolisis bioguimieca, puee
den ser empleados como material de partida en ol prosedi-
miento del presente invento.

Los microorzanimios que se pueden emplear en el Dro-
sente invento son aguellos que tienen la capecidad de es-
c¢indir el anillo Qe hidaniolng por hidrélisis, y la pro-
piedad de convertir 5-(4-aminobutil)-hidantoina en Le-li-
sin2 en ung proporcidn mayor de 2 moles % cuando se efec—
tua un ensayo de seleccidn durante 72 hores bajo 1las cone
diciones aqul deccrivag. Dicho ensayo de seleccién com—
prende mezclar 1as celulas del alcroorsanismo viable
(0,1-0,3 g reducidos en foma del maverial seco) con una
solucidn acuosa de 0,5 % en peso de DI5-(4-aminobutil)-
hidantofna (30 ml) llevar a csbo la reaccidn de 4sta a
un pH de 6 & 11 y & una temperatura de 30 a 37°C 72 ho-
rag y estimar despuds cualtitativamente la cantidad de
I-lisina resultante o de 1la s8l que estd producida.

Bacterias, mohos, levadures, actinomicetas y hongos
imperfectos que pasan por el ensayo de seleccidn aqud
descritos, pueden ser emple&dos como el microorginismo
en el procedimiento del presente invento. Dichos microors
sanismos estdn extensamente digtribuidos. Generalmente,
las bacterias proporcionan los mejores resultados.

Particulamente ventajosas en el presente invenio
son 1as sipmientes familias que pertenecen & rendimien—
%0 en I-lisina & partir d¢ 5e(4-sninobutilehidantoina

Sin embar~o, tal como sc ha indieado anteviomente, los

-5 -
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microorganismos que pasan el ensayo de seleccidn antes
mencionado pueden ser utilizados tambidn en el presen~
te invento, ineluso sino pertenecen 8 las femilias y
érdenes aqul desecritos.

Géneros representativos de bacterias gue pertens-
cen a cada una de las familias anteriommente desecritas

incluyen los sismientes:
liagual of Datemminative Pacteriolosy (1957). T2 ¥dieidn

Pseudomonag, Xanthomonas, Aeromonasg Vibrio, Alc@liog-

nes, Achromobacter, Bscherichia, Asrobacter, Micrococcus,

Brevivacterium, Corynebvacterium, Iicrob@cterium, Cellulo-

monas, Arthrobacter, Bacillus,

Bjemplos de mohos, levaduras, actinomicetos y hongos
imperfectos que se puelen emplear como microorgénismos

en el presente invento incluyen los siguientes:

Dlustrated Genera of Tmperfect Barnett 28 Edicidn
Burgesa, (1960):

Asper-illus, Penicillium, Fusarium, Mucor, Rhizopus, Ver-

ticillium, Alternaria y Helminthosporium, asi como Rod-
der y otros, The Yeast, & Taxonomic Study, Amsterdem,
Holanda del lowbes

Saccharomyces, Pichia, Hansenula, Debaryomyces y Lipomy—

ces que pertenecce @ sndomycetacede, y Cryptococcus, To-

mlopsis, Candida, Trichosporon y Rhodotorule que pertenc—
ce & Crypbocoeceaceae y The Actinomicetes, Waksman's

Villiems & Wilkins (1961):_Streptomyees, Noreandia, Ther-
moactinomxces,{'/@aksmania y Actinoplenes,

-6 -
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las especies de nicroorganismos abajo cnuneéradas
han résultado ser papticulamente ventajosas en el pl’é-
sente invento. Ademds, se pueden emplear fdcilmente cém
pas mutantes de éstos asl como cepas andlosas @ dstos

Las cepas especificas incluyen:

Aerobacter aeromenes K Y 30 52
Arthoblceber flavescens K Y 3154
Arthrob@cter paraffinens K Y 4311 (ATCC 19065)

Arthrobacter roseoparaffineus L Y 4301 (ATCC 15584)
Bacillus cereus XK ¥ 3315
Bacillus cireulans K Y 3324 (AZCC 7049)

PRcillus conagilans K Y 3325 (ATCC 9966)

Pagillng lichenifomes K ¥ 3332
Tacillus macerans L Y 3340 (YRRL-B-385)

Bacillus polymyza K Y 3350 (I:RRZ'D-694)

Pacillus subtilis K Y 3363

Brevivacterium helvolum K Y 3468

Provibacterium keto-lutamicum X Y 4305 (ATCC 15588)

Brevibacterium linens K Y 3471
Collulomonas cellasea K ¥ 3491 (ATCC 487)
Collulomonas flavigena K Y 3492 (ATCC 482)
Cellulomonas gelida X Y 3494 (ATCC 488)

Corynebacterium michiganense K Y 3533 |
Corynebacterium poinsettiae K Y 3539 (ATCC 9682)

Micrococeus paraffinolyticus K Y 4306 (ATCC 15582)
Micrococous glutamicus (ATCC 13286) .
Paeudomonas fluorescens L Y 3954 (NRRL-B-G)

Pseudononas riboflavina XK Y 3959

Vibrio percolans K ¥ 4171 (ATCC 15922)

-7 -
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indanvees fibulizer XK Y 5124

Bste microorsanismo ha sido reclasificado actudle

mente en Corynefomm: Amino Acid, volumen 2, 42 (1.960):

Kloeckera corticis X Y 5203

Schizosaccharomyces octogporus K T 5397
Saccharomyces pastorianus K Y 5460

Condide mvcodema K Y 5304

Aspers~illys awamori K Y 3

Las enzimas necesgrias para el procedimiento del
presente invenio se preparan culvivando los mieroorsge-
nignos de acuerdo con procedimientos convencionales,
Dichos procedimientos incluyen llevar a cabo la opera-
cién de cultivo en un medio lfquido nutritivo o wbili-
zando un cultivo de superficie sélida, dependiendo de
las exigencias y conveniencias particulares implicadas.,

En cuanto @ la composicidn del medio de cultivo,
es apropiado cua@lguier medio de cultivo natural o Sine-
téiico siempre que contensz2 los nutrientes esenciales
pare el crecimiento de los microorganismos empleados.
Dichos nutrientes son bien conocidos en la técnica e
incluyen sustancias tales como un manantial de carbono,
nanantial de nitréacno, compuestos inorgdnicos y simi-
lares que son utilizados por la cepa empleada, en can-—
tidades apropiadas, Asf, como menantial de carbono se
pueden mencionar, a titulo de ejemplos, slucosa, fruevosa,
mannosa, salacyosa, sacarosa, maliosa, lactosa, treha-
losa, celobiosa, rafinosa, arabita, nannita, sorbita,
inosita, xilosa, arabinosa, hidrolizados de almidén, me-

lazas de deshechos y similares, Estas sustancias pueden

-8 -
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ser utilizadag soles o mezclas de ¢os o nds, Como manane-
tial de nitrogeno, sc pueden ubilizar diversas clases
de compuestos o sales orsdnicos o inorgdnicos tales co-
mo anoniaco, sulfato de amonio, nitrato de amonio, car-
bon8to de amonio etc., nitratos, urea, u otros compues-
t0s que conyienen nitrdéseno, tales como peptona, hidro-
lizado de cagena, exlbracto de carme, extracto de leva-
dura, liquido de maceracidn de mafz, solubles de desti-
leria, harina de pescado, residuos de soja desprasade,
crisalida, heces de fementacibn y similares, Las sus—
tancias que convicnen nitrdézeno pueden ser ytilizadas
teambién solas o en combinaciones de 2 o ndas, Ademds,
puede ger necesario afiadir el medio de cultivo nubrien—
tes esenciales para el crecimiento de la cepa tales co—
mo aminodecidos por ¢jemplo dcido aspdriico, 4eido ~lu—-
ténico treoninad, metioninad ete., y/o vitaminas por cjem-
plo bviotina, tiamina, cohalamina, etec. Compuestos inor—
sanicos que se pueden ailadir ¢l nedie de cultivo inclu-
yen osfato de potasio y dihidrogseno, fosfato de pota-
sio y monohidrdégeno, sulfato de marmesio, carbonato de
caleio, sulfato de méngeneso, y similares,

£l cultivo se lleva d cahuo generalmente & una teme
peratura de aproximadamente 15 a 502C y un pH de apro-
ximademente 4,0 & 9,0, Se emplean para esto condiciones
aerobids, y el crecimiento de 10s microorganismos es al-
;unas veces acelerado conduciendo el cultivo con agita-
cidn, por ejemplo por agitacidn aerobia o con agpitacidn
de un cultivo sumerrido con 12 introduccidn de aire eg—
terilizado en el mismo,

iis ventajoso aumentar apropiadamente 1a caniidad de

-0 -
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enzim@s esenciales presentes afiadiendo una pequefia canw
tidad de 5= (4~aminobutil)~hidantoina 8l medio de culii-
vo. Se puede aiiadir una oaﬁﬁidad parcial o la cantidad
total de 5-(4-aminobutil)=-hidantoina a1 medio de oulbi-—
vo antes de comenz@r la operacién de cultivo. En dicko
caso, el ciclo de cultivo y el ciclo de reaceidn tieren
lugar en paralelo. Las enzimas esenciales para el pro-
celdimiento del presénte invento pueden ser utvilizadas

en la Jom@ de sustancias que resultan del cultivo de.
mieroorganisnog, mesas de celulas vivientes, las sus-
tancias obtenidas por la molienda de masas de celulas.
las sustancias obtenidas por la extraccién de mesas de
celulas y similares. Sin embar;o, generalmente, Se ob-
tiene la reaccidn mas Sptima utilizando el liquido de
cultivo tal como estd,

Lijemplo T: 10 ml de un medio de culbivo que contiene en
1% de :lucosa, 0,2 de sulfato de amonio, 0,05% de KoHPO,,
0,05% de KE,P0,, 0,025% de lig 50, 7H0, 0,3%

de extracto de levadura y 0,3% de CaCO3 contenidos en un
tubo de ensayo de sran tamafio, son esterilizados y se
afiade 2 ¢llos Dw 0 I~5-(4-aminobutil)-hidantoina para
Gar una concentracién de &sta de 5 mg/ml. Diversos mi-
croorginismos, tal como se muestra en la tabla I, son
ino wlados en el medio de cultivo asi preparado. lLa ope-
racibn de cultivo se lleva @ cabo con agitacién aérobia
a 302C durante 96 horas, Los diversos rendimienios en ILe
lisina obtenidos en el lfquido de cultivo estén mostra-

dos en la Tapla I.

- 10 =
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TARLA T

biicroorzenismos émpleados. Rendimiento en L-lisina a
partir de 5-(4-eninobutil)-
7 hidantoina
Fomma D- Foma I-

Aerobacter 8exosenes XY 3052 515 51%
Arthrobacter flavescens KY 3154 495% 495

”®
Pacillug cereus KY 3315 49% 53j
Bl A ) %
Baeillusg subtilig KY 3363 | 20% 255
Cellulomonas cellsea KY 3491 ATCC 487 535 455
Brevibvacteorium lineng KY 3471 565 56‘»

/
Corynebacterium poinsebtiae KXY 3539 49% 49%
ATCC 9682 ~
Microcoecus paraffinolyticug KY 4305 49% 495
ATCC 15532
Pseﬁd@11as riboflavina KY 3959 57% 515
Vibrio percolans KY 4171 ALCC 15922 494 51%
ndomyces fipuli-~er XY 5124 53% 53%
Candida mycodema KY 5804 565 565
Asper~illug awamori KY 3 565 565

zjemplo II: 30 ml de un medio de cultivo gue consiste en 0,%5%
de -lucosa 1% de extracto de levadura 1% de peptona y 0,3% de
cloruro de sodio son vertidos en un matraz cénico de 250 ml

y son estrilizados & 1102C durante 10 minutos. Las masas de
celulas de Pgendomonas fluorescens KY 3,954, (FRRI-B-6), que
han sido cultivados en un plano inclinado de caldo de cultivo
agar a 309C durante 84 horés, son inoculados en dicho medio,

Se afiade f-:ideﬁds 8 est0, DI~5-(4-aminobutil)-hidantoina para dar

un@ concentracién de 0,1% en peso, ILa operacién de cultivo se
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lleva a cabo entonces con agitacidén @erobia a 302¢ durante 24
horas, ”

Las masas de celulas son separadas del 1lIquido del
cultivo al final de 1a operacidén de cultivo con ung cen-
trifuga y son lavados una vegz con una solucién de sel.’
fisiolégica, siendo utilizada esta ltima en una cAnti-
dad aproximadamente igual a 1/4 del lfquido de cultivo.

Se efectya entonces una separécidn centrifuga y soh re-
cosidas las masas de células, 50 mg de Los ouérpos 9

célula asf obtenidos son afiadidos a 5 ml de una soluecidn
tampén (1/15 M) de deido fosférico que contiene 50 my de Dim5-
(4~gminobutil )=hidantofna a un pH de 8. Despuds de ;72 horas

de reaceibn, se encuntra gue se han producido en la solu-
cibén 38,4 mg de L-lisina, Bsto representa un rendimiento

del 90% de 18 taoria,

Sijemplo III: Se lleva & cabo el mismo procedimiento aque

ge describe en el ejemplo II excepto qie Se emplea un

microorganismo Baeillus Polymyza 3,350 (WRRI-694). Como
resultado. se producen en la solucién de'reaécién'B'f ,0
mg de L-lisina.

E-‘;emplé IV:40 ml de un medio de cultivo que contiene 2,5%
de :;1110055, 0,5:7‘5 de cloruro de amonio, 0,05% de KHpP0,,
0,05% de HgS0,.7H;0, 0,2 de li~Z-hmine (una mares regis-
trada para un? serie de hidrolizados de caseina) y 0,5%
de 08003 son vertidos en un matriz cdénico de 250 nl y
esterilizados. Después ge aiiaden a ésto 0,5% en peso

de I-5(4-aminobutil )=hidantofna. Mierococeus glutemicus
n® 702 ATCC 13,286, que ha sido culbivado,por Siembra

en un plano inclinado de caldo de culiivo agar a 288C

durante 24 horas, es inoculado en dicho medio de culbi-
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vo, Ie operacidén de cultivo se lleva a cabo entonces con
agitacién aerobia a 30°C durante 72 horas.

Al final de 1la operacién de eultivo se encuentr. que
se han producido en la solucién 2,0 mg/ml de I~lisina.
Ejemplo Vi 40 ml de un medio de cultivo que consisie en
2,5% de glucosa, 0,2% de cloruro de amonio, 0,05% de
KH,PO,, 0,05% Qe KHHPO,, 0,05% de MgSO4.7 Hp0, o,gi%. de
peptona y 0,5% de CaC03, son vertidos en un matraz céni-
co de 250 ml. Se afiade & esto una cantidad de 0,5% en

peso de D-5-(4-aminobutil)-hidantoina. Mierococcus gluta-

micus nf 901 ATCC 13.287, que ha sido cultiyado por siem—
bra en un plano de cultivo. Ia operacidn de cultivo se lle-
va a cabo entonces con agitacién aerobia a 30°C durante 72
horag.

Al final de la operacién de cultivo se encuentra que
ge han producido en el 1liquido de cultivo 2,58 mg/ml de
I~lisina,

Habiendo descrito asi el invento, resultard eviden
te que el mismo puede ser variado de muchas maneras. Di-
chas variacione's no han de ser consideradas con una degs
viacidén del egpiritu y alcance del invento, y todas estas
modificaciones estdn pensadas para ser incluidas dentro
del alcance de las siguientes reivindicaciones.

Este solicitud que corresponde a la presentads en

Japén el 14 dé Marzo de 1.966, bajo el ntmero 15375/66 se

acoge a los beneficios del articulo 51 del vigente Estatu-

to sobre Propiedad Industrial.

~-NOTA ~

-13 -
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Los puntos de invencidn propia y nueva que se pre-
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente
de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, aon los siguien-
tes:

l.- Un procedimiento para producir I~-lisina que com-
prende efiadir una sustancia seleccionada entre el gﬁpo
que consiste en D, I~y DL—5-(4—aﬁlinobutil)-hidantoina
y derivados reactivos de ésta que son solubles en agua,a
un medio nutriente acuoso que contiene un microorganismo
capaz de escindir un anillo de hidantoina por hidrdlisis,
una enzima producida por dicho microorganismo o una sus-
tancia gque la incluye, y permitir que tenga lugar la rea-
ceidn bajo condiciones aerobias a un pH de aproximadamen-
te 6,0 a 11,0, con lo que se produce I-lisina, y recupe-
rar la I-lisina asi producida.

2.~ Bl procedimiento de la reivindicacibén 1, en .
que al menos una parte de dicha sustancia de hidantoina
es afiadida a dicho medio nuiriente acuoso antes de la adi-
cidn de ‘dicho microorganismo a éste.

" 3.- E1 procedimiento de la reivindicacién 1 en el
que dicha reaccidn se lleva 2 cabo a una temperatura en-
tre 20 y 35°C.

4.~ E1 procedimiento de la reivindicacidn 1 en que
dicho mieroorganismo tiene la propiedad de convertir
5-(4~aminobutil)-hidantoina en I~lisina con un rendimien-
to mayor de 2 moles % cuando de 0,1 a 0,3 g de las célu-
las secas del microorganismo viable son hechos reaccionar
con 30 ml de una solucién acuosa de 0,5% en peso de
DL~5-(4-aminobutil)-hidantoina a un pH entre 6,0 y 11,0 y

a una temperatura entre 307y 37°¢ durante 72 horas,

- 14 -
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5.~ El procedimiento de la reivindicacidn 1, en
gque dichog derivadog reactivos de dicha sustanciz de hi-

dantoina incluyen los ésteres de alcohilo inferior y las

‘sales de cloruro, nitrato, clorhidrato y sulfato de ésta.

6.~ Un procedimiento para producir I~lisina que
comprende afiadir une. sustancia seleccionada entre el g:r"d-
po que' consiste en D~, I~ y DI~5-(4-aminobutil)-kidantoi~
na y derivados reactivos de ésta, que son solubles en a-
gue, a un medio ﬁutriente acuogo que contiene un microor-
ganismo, capez de escindir un anillo de 11idanto:'.na"pon' hi~
drdlisis, cultivar la solucién resultante bajo corid:i.ciones
aerobias & un pH de aproximadamente 4,0 a 9,0 y a una tem-
peratura de &proximadamente 15 a 50°G, geparar y afiadir:
las células de microorganismos resultantes a una soluciédn
que tiene un pH entre aproximadamente 6,0 y 11,0 y que con-
tiene una sustancia seleccionada entre el grupo que consis-
te en D-,I~ y DI~5-(4-aminobutil)-hidantoina y derivados
reactivos de éstas que son solubles en agua, y permitim
después que tenge lugar la reaccién,'con lo que se produ-
ce I~lisina, y recuperar la IL-lisina asi producida.

7.- E1 procedimiento de la reivindicacidén 6, en que
dicho microorganismo tiene la propiedad de convertim 5=(4-
aminobtutil)hidantoina en I-lisina con un rendimiento mayor
de 2 moles % cuando de 0,1 a 0,3 g de las células secas del

microorganismo viable son hechos reaccionar con 30 nl de

una solucidén acuosa de 0,5% en peso de DI~5~(4-eminobutil)-

hidantoine a un pH entre 6,0 ¥y 11,0 y a una temperatura en-
tre 30 y 37°C durante 72 horas.
8~ El procedimiento de la reivindicacidn 7 en que

dicha reaccién se lleva a cabo a una temperatura entre 20°%

-15..



10

JIv.

y 35%.

9.- El procedimiento de la reivindicacidén 8 en
que dichos derivados reactivos de dicha sustancie de
hidantoina incluyen los ésteres de alcohilo inferior y
las sales de cloruro, nitrato, clorhidrato y sulfato de
la misma. ‘

10.~ Un procedimiento pare producir L-lisina:

Tel y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede, y con los fines que se han especificado.

Bsta Memoria consta de dieciseis hojas escritas

a méquing por una sole cara.

Medrid, 21 Jw 95

P.A.
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