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MEMORIA DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solieltud
de
PATENTE DE INVENCION
formulada el dfa 10 de Septiembre de 1966, con el ne 331,087
en '
ESPANGK
por VEINTE efios
a nombre de KYOWA HAKKO KOGYO CO. LTD, entidad japonesa, es=-
tableoida en 4, Ohtemachi-l-chome, Chiyoda-ku, Tokyo, Japén,
por:

» UN PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR L~-LISINA »

El invento se refiere a un procedimiento para producir
I~-lisina, Més partiocularmente se refiere a un procedimiento
para la produceién de I-lisina por fermentacién. Todavia mds
particularmente, el invento se refiere & un procedimiento
para la produoién de L-lisina por fermentacién con microor=-
ganismos en la presencia de hidroecarburos,

Los presentes inventores han encontrado anteriormente
numerosas nuevas cepas gue pertenecen a los generos Brevibao-

terium, Miorosoccus, Arthrobacter y Corynebacterium que tie-

LY
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nen la capaocidad de producir grandes cantidades dé.écido
L-glutémico a partir de hidroocarburos como el principal
manantial de carbono en un prooeso de fermentacidn, Dichos
mioroorganismos acumulan tembién doido alfa-oceto-glutdrico
en el medio de cultivo,

Se ha encontrado también que se pusden obtener divers
sas cepas mutantes gque tienen exigencias particulares de
nutricidn, tratando estas buoterias de cepas matrices por
irradiaocién ultraviolete, ocon agentes quimicos y simila-
res,

La L=lisina, acido 2,6 diemino hexanoico, es un ami=-
noaoido bien conocido en la tecnica. Ha sido utilizada en
el oampo del enriquecimiento de alimentos, en el que la
suplementacidn de alimentos & base de trigo con lisina
me jora su calidad proteinica y da como resultado un oreei-
miento y una s{ntesis de tejidos mejorados, Este oompuesto
ha sido tembién utilizado en medicina como nutriente, As{
seria lo mds ventajoso disponer de un procedimiento para
le produceién del mismo que se pueda efectuar de mansra
economica en una escala industrial,

Uno de los objetos del presente invento es orear
un método me jorado para la producoidn de L-lisina que su-
pera algunas de las desvenbtajas y defeotos de los metodos
de la teonica snterior,

Otro objeto del presente invento es orear un proce=
dimiento para produoir I=-lisina por fermentacidn que 8e
puede llevar a ¢abo de uns manera eficaz y simple,

Un nuevo objeto del invento es crear un procedimien-
to para producir I-lisina por femmentacidn que proporoiona

el produsto con alta pureza y buenos rendimientos,
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Todavia otro objeto mds del presente invento es orear
un procedimiento para producir L-lisine por fermentacién
que se puede llevar & cabo de manera vemntajosa & escala
industrial con bajo costo, para proporoionar uan alto rendi-
miento en produeto.

Este y otros objetos y ventajas del presente invento
resultaran evidentes peara log teonicos en la materia de una
oonsideracidn de la siguiente memoria y reivindicaciones,

De aocuerdo con el presente invento, se ha encontradv
que se scumulan eantidedes apresiablemente grandes de Im
1isina en el liquido de fermentacidn si la fermentacidn o
ocultivo se lleva a cabo con cepas mutantes que requieren
homoserina o treonina y metionina para su orecimiento en
un medio de oultivo que contiene al menos un hidrocarbu=
ro.

Cepas mutentes de miecroorganismos que requieren ho-
moserina o treonina y metionina para su erecimiento, tales

oomo las de Mioroocoseus glutamlous y similares, son oapa-

ces de produocir grandes cantidades de L-lisina a partir
de ocarbohidratos. En el presente invento se ha enocontrado
que la relaocién entre le exigencia de nutricién y la asou=
mulaolén de L-lisina a partir de hidrocarburos en un pro=-
ceso de fermentacidn que utilize las precedentes basterias
asimiladoras de hidrocarburos es casi similar a la indioa-
da anteriormente con respecto a microorganismos que produ-
oen L~lisina a partir de earbohidratos, '
Partiocularmente ventajosos en el presente iavento
son mieroorganismos que son oapaces de produeir grandes can-
tidades de L=lisina., Estos incluyen, por ejemplo, las cepas

mutantes de Brevibacterium ketoglutamioum, Arthrobaoter
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paraffineus y Corynebasterium gxdrooarbolaatus que requieren

homoserina para su creocimiento., Las desoripeiones taxonémi-
cas de las cepas de origen o matrices a partir de las cuales
se obtuvieron estos mutantes estan dadas en la solieitud
depatente japonesa n® 470,883, Utilizendo dichas cepas,

los carbohidratos empleados en los procedimientos de fer-
mentaolén conveccionales para le producoidén de I~lisina
pueden ser sustituidos por hidrocarburos, que esten facil~
mente disponibles con bajo costo y en grandes cantidades.
Ademas, la L-lisina puede ser sepsrads més facilmente del
1{quido de fermentaoién despuds de completarse la fermente-
of én.

Se puede emplear un medio de cultivo natural o sine
totico para sl creoimiento y fermentaocién de los mioroorge-
nismos & condicién de que ocontenga los nubrientes esenola-
les para el orecimiento del mioroorgenismo partiocular em-
pleado., En partiocular, el medio de cultivo deberd contener
al menos un menential de nitrdégeno, una sal inorgénioca y
una pequefia cantidad de la sustancia requeride para nu~-
triocién del mioroorgenismo partioular, asf como al menos
un hidrocarburo como el manantial principal de carbono.

Como manantial de hidroearburos & emplear em el
oultivo de los microorganismos de acuerdo oon el presente
invento se prefieren & las n-parafinas que tienen de 10 a
30 dtomos de carbono. Se puede utilizar una unica n-parafi-
na, o0 una mez20la de méds de una de estas n-parafinas, ¢ una
mezola de una o mds de una de estas n-parafinas con otro
manantial de carbono, en el que la n-parafina es el cons=-
tituyente prinoipal. Parafines normales dentro del margen

de nimero de atomos de ocarbono antes mencionado inoluyen

-4-
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n~dodecano, n~tridecano, n—tetradeoano,mn-penbadeoano, fi=
hexadecano, n-heptadeocano y n-ootadeocsno y mezolss de ee-
tos,

TLos otros detalles dsl oultivo son convenoionsles y
bien conoecidos para los técnicos en la materia., Por ejemplo
otros manantisles de carbono que se pueden utilizar en can-
tidad seoundaria ineluyen scidos orgénicos por ejemplo aci-
do aeédtico o sus sales, earbohidratos por ejemplo, glucoss,
hidrolizado de almidén, melazas ete. u otros manantiales
convenoionales de carbono., Sales inergénioas que se pueden
emplear ineluyen fosfato de potasio, sulfato de magnesio,
sulfato de mangeneso, ¢loruro de potasio, sulfato ferroso,
carbonato de caleio, ete. Menantiales convencionales de = ~
nitrégeno que se pueden emplear inoluyen menantiales orgd-
nicos de nitrégeno tales como liquido de maceraeién de mais
extraoto de oarne, extraesto de levadurs, peptona, harina
de pesocado y similares, as{ como manantisles inorgénicos
de nitrégeno tales como sales de smonio, por ejemplo, sulfe=-
to de amonio, nitrato de amonio cloruro de smonio, oarbonato
de amonio y similares, y/o ures,

La n~parefina puede ser afladida 8l medio de fermenta-
oién en la cantidad de aproximademente 1 % & 30 % en peso.

Ia fermentacidén se efeotus bajo condioeiones aerobias
teles oomo egitaecidén serobia del oultivo o con agitsoeidn de
un eultivo sumergido, a una temperature deasde aproximadsmente
202 2 402 C y & un pH de aproximadsmente 4,0 a 9,0,

| ﬁespués de completarse el proceso de fermentacidn,
la I-lisine es recuperada del liquido de fermentacidén por
métodos convenoionsles tales como tratamientos con resinas

de intercambio de iones, exbtramsocidn ocon disolventes, centri-

u5h
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fugacién, oromatografia, o similares,

Los sigujentes ejemplos estén dados simplemente como
ilustracién del presente invento, y no han da ser oonsidera-
dos ocomo limitativos, Salvo que se indique lo oontrarib, loa
porcentajes agquf indicados estén en peso,

Ejemplo I.- La cepa que requiere homoserina (ATCC)
de Brevibacterium ketoglutamicum No. 2439 ATCC 15587 es ino-

oulads en 300 ml, de wn medio de oaldo de levadura contenido
en un matraz olnico de 2 1. Este medioc de cultivo de siembra
contiene 1 % de extracto de levadura, 1 % de extrasto de ocar-
ne, 1 % de peptona y 0,2 % de NaCl, El cultivo del mismo =8
efectus entonoes oon agitacién aerobia a 200 rpm., & 302 C
durante 24 horas. |
El medio de siembra es inooulado en una cantidad de

10 % en volumen en 3 litros de un medio de fermentaoién con-
tenido en un recipiente fermentador de & litros. El medio
de fermentacidn consiste en 10 % (V/V) de una mezola de volu-
menes igaueles de n-parafinas que tienen de 12 a 18 4tomos
de ocarbono (desde n-dodecano a n-ogtodecano) asf oomo los
siguientes componentes:

0,1 % KE,P0,

0,1 % X HRO, -

0,1 % MgS0,.7H,0

0,002 % MnS04,4H,0

0,02 % FeS04.7Hg0

100 ¥ /1 de olorhidrato de tismina

100 J /ml de L-homoserina

2,0 % (NHy)804
El pH del medio de femmentacidn es 6,5

EL oultivo se lleva a cabo entonees bajo condiociones

-6-
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serobias a 302C ocon aireacidn & la velooidad de 3 litros
por minuto y con sgitacidn a 600 r,p.m, durante 72 horas,
Como resultado, se ha enconbtrado que se han aoumulado 10
mg,/ml., de I~lisina en el 1fquido de fermentacidn,

Entonces 2,56 litros del filtrado obtenido separan-
do las masas de celulas por separacidn centrifuga, son
hechos pasar a través de una resina de intercambio de
jones debilmente basica (Amberlite IRC-50), habiendo si-
do ajustado previamente el pH del filtrado a 7,0 con so-
lueién tampon 0,5 M. La ocolumna de resina es lsvada ocon
agua y es eluida con smoniaso aocuoso 0,15 N, Las fraceio-
nes que son positivaes para la reaceién con ninhidrina son
reunidss, y la pequefia cantidad de amoniaco contenido en
ellas es separada, por medio de aireacidn. EL pH de la
soluoién as{ obtenida es ajustado a 2,0 con HCL 6 ¥ y es
ooncentrado hasta sequedad bajo presién redueida,

Como resultado de este trataniento, se obtienen
20 gremos de oristales orudos de olorhidrato de IL=-lisina
disolviendo la sustanoia asf obtenida en una pequefia ean~-
tided de agua y atiadiendo aloohol a esto. Se obtiene 1 g.
de oristales orudos de olorhidrato de L-lisina afiadiendo
eter a las sguas madres de los coristales,

Ejemplo II.~ De souerdo con las ocondicionss y ope-
racl ones descritas en el ejemplo I, la cepa que requiere

homoserina (ATCC) de Brevibaoterium ketoglutemicum N® 2439

KTC0 15587, La cepa que requiere homoserina (ATOC 21003 )
de Arthrobacter paraffineus Ne 2411 AT¢C 15691, la ocepa

que requiere homoserina (ATCC) de Corynebacterium hydrosar-

boolastus Ne 2438 ATCC 15592, la cepa que requiere metio-

nina y treonina (ATCC 21004) de Brevibacterium ketogluta-
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y treonina (ATCC) de Arthrobacter paraffineus N 2411

ATCG 15691 y la ocepa que requiere metionina y treonina
(ATCG) de Oorynebacterium hydrocarboclastus Ne 2438 ATCG

15692 son inoculades en 10 ml, de medios de oﬁltivo de
slenbra de caldo de levadura contenidos, respectivamenta,
en tubos de ensgyo de gran tamefio, Los ocultivos de siem=
bra son cultivados entonces con sgitacién a 3080 duran=-
te 24 horas, '

Poroiones de 10 por eien en volumen de los diver-
sos medios de siembra son inoculados en porciones de 650
ml, del medio de fermentacién desorito en el ejemplo X
excepto las variaoiones sbajo indicadas, oontenidos en
matraces de Sakaguohi de 500 ml, En el ocaso de los medios
que conbienen las cepas que requieren homoserina se afia-
den a los matraces que oontienexi los medios de fermenta-
oi6n 100 ¥/ml. de L-homoserina y en el caso de las oepas
que requieren metionina y treonins, 2008//m1. de DL-metio-
nine y 100 #Jml. de I-treonine. El cultivo se efeotda en=
tonoces con agitaoién aerobia de los cultivos & 110 revolu~
clones por minuto.

La oantided de I~lisina acumulada en los diversos
medios de fermentacidén estd mostrads en la table I. La
I-lisina es recuperada del liquido de fermentacién des-
pues de complebtada la fermentaci én de acuerdo con la
deseripoei én dada en el ejemplo I, La cantidad de orista-
les de olorhidrato de I~lisina recuperados estd mostrada
en la cuarta columna de la tabla I.

Ejemplo III,- Ia fementacién se efectua de la

misma manera descrita en el ejemplo II con la utilizaecidn

-8 =



lo

de la cepa mutante que requiere homoserina y de la cepa
que requiere metionina y treonine (ATCC ) de Mioroeoscus

paraffinolyticus ATCC 1565682, Como resultado, Se encunen=

tra que se han aoumulado 9,5 mg./ml, de L~lisina en el

1{quido de fermentaovidn después de 72 horas de cultivo,
Habilendo sido deserito el invento de esta mane;a,

resulterd evidente que el mismo puede ser hecho variar

de muehas maneras, Dichas variaciones no hen de ser oonsi-

deradas oomo una desviacién o apartamiento del espiritu

y alocance del invento y se considera que todas estas mo-

dificaciones estan incluidas dentro del alcance de las

slguienter reivindicaciones,



Tabla I

Cepa ma- Cepa em~ Sustancie re=- Cantidad de Cantidad de elorhi
triz pleads querida pars IL-lisina acu drato de L~lisina
nutrieidn nulada recuperada de 500
(mg, /ml) ml, del medio de
: oultivo (gramos)

Brevibag~
erium

ketoglu- ATCC
tamioum ( ) homose- 7,5 2,5

No, 24069 rina
ATCC 1565587

Arthrobao=-

Ter pere-

Trineus ATCC » 10,0 4,1
To. 24I1 (21003 )

ATCC 15691

forynebag=

terium by~

droocarbo= ATCC

oLastus { ) » 9,0 3,7
No. 2438 -

ATCG 15592

Brevibao-

terium Ke-

Soglutemi- ATOC metionina 4,0 1,6
oum (21004) y treounina

To. 2439

ATCC 15587

Arthrobag=

ter pare-

TF¥ineus ATCC

ATCO 18591 -

Sorynebac-

erium hy-

droosrbo~ ATCC

clastus ( ) » 4,0 1,6
0. 8

ATCC 15592
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La presente soliocitud que ocorresponde a la presenta-
da en Japén el 11 de Septiembre de 1.965 con el nimero
55,376/65 se acoge & los beneficios del artioulo S1 del
vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

N OT &

Los puntos de invencidn propia y nueve que se pre-
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invenoidn en Espafia por VEINTE afios son los signientes:

12,~ Un procedimiento para producir I~lisina que
oomprendé oultivar un miorocorganismo oapaz de produeir
I~lisina bajo oondiciones merobias en un medio nutriente
acuoso que ocontieme &l menos un hidrooearburo como el ma-
nantial principal de carbono, y recuperar la IL-lisina
as{ produocida,

22,- El procedimiento de la reivindiocacidén 1, en
que dicho hidrocarburo es una parafine normal gque coniie-
ne de 10 a 30 4tomos de earbono,

%2,- EL procedimiento de la reivindicscién 1, en
el que el pH de dicho medio es meantenido entre aproximada-
mente 4,0 y 9,0 y el oultivo se efsotua a una temperatura
entre aproximsdemente 20 y 408 ¢,

42,~ Un procediniento pera producir I-lisina que
oomprende oultiver un microorgeanismo oapaz de producir
I-lisina, siendo dicho mlexoorganismo una cepa mubtante
que requiere homoserina o & la vez metionina y treonina
para Bu orecimiento, bajo condiciones serobias en un medio

nutriente aouoso que oontiene al menos un hidroearburo

-1l -
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como €1 manantial prineipel de oerbono, y recuperar la
I-1isina as{ producida.

58,- El proocedimiento de la reivindicacidn 4, en
el que dicho hidrocarburo es una parafina normsl que con-
tiene de 10 a 30 4tomos de carbono.

62,~ El procedimiento de la reivindicaoién 5, en
el que el pH de dicho medio ¢s mentenido entre aproxima-
demente 4,0 y 2,0 y el ocultivo se efectua a una tenperatu-
ra entre aproximadamente 20 y 402 G,

72,~ El proocedimiento de la reivindicacién 5, en
8l que dicho microorganismo es una ocepa mutante de Brevi-

bagterium ketoglutamiounm.

82,~ EL procedimiento de la reivindicacién 5, eu
el que dicho mioroorgaenismo es una oepa mubante de Arthro-

haster paraffineus.

92,~ El procedimiento de la reivindicaocién 5, em
el que diocho microorganismo es una cepa mutente de Cory-

nebvaoterium hydrocarbooclastus,

108,« Un procedimiento para producir I-lisina,

Tl y oomo se ha deserito en la llemoria que antecede
J para los fines que se han espeocificado,

Esta Memoria consta de doce hojas esoritas a mégui-
ha por una sola oara.

Madrid, 1 1 UCT. 5€

o b

Albero de
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