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MEMORIA DESCRIPTIVA 

que se presenta para unir a l a  so licitud  

d e

P A T E N T E  DE  I N T E N C I O N  

formulada el d ía 10 de Septiembre de 1966, oon e l ns 351.0B7

e n

E S P A Ñ A  

por VEINTE años

a nombre de KYOWA HAKKO KOGYO CO. LTD. entidad japonesa, es­

tablecida en 4, Ohtemaóhi-l-cbLome, Ohiyoda-ku, Tokyo, japón, 

por:

" UN PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR L-LISINA ^

El invento se re fie re  a un procedimiento para produoir 

L -lis in a . Más particularmente se re fie re  a un procedimiento 

para la  producción de L -lisin a  por fermentación. Todavía más 

particularmente, el invento se re fie re  a un procedimiento 

5 para la  producción de L -lis in a  por fermentación con microor­

ganismos en l a  presenoia de hidrocarburos.

Los presentes inventores han encontrado anteriormente 

numerosas nuevas oepas que pertenecen a lo s géneros Brevlbao- 

terium. Miorooooous, Arthrobaoter y Corynebaoterium que t ie -
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nen la  oapaoidad de producir grandes cantidades de ácido 

L-glutámioo a p a rt ir  de hidrocarburos oomo el prinoipal 

manantial de carbono en un proceso de fermentación. Diohos 

microorganismos aoumulan tambián ácido alfa-oeto-glutárioo 

en el medio de cultivo.

Se ha enoontrado tambián que se pueden obtener diver­

sas cepas matantes que tienen exigencias particu lares de 

nutrición, tratando estas baoterias de oepas matrices por 

irradiación  u ltrav io leta , con agentes quimioos y sim ila­

re s .

La L -lis in a , aoido 2,6 diamino hexanoioo, es un ami­

noácido bien conooido en l a  técnica. Ea sido u tilizad a  en 

el oampo del enriquecimiento de alimentos, en e l que la  

suplementaoión de alimentos a base de trigo  con l is in a  

mejora su oalidad proteinioa y da oomo resultado un creci­

miento y una s ín te s is  de te jid o s mejorados. Este compuesto 

ha sido tambián u tilizado  en medicina oomo nutriente. Así 

se r ia  lo  más ventajoso disponer de un prooedimiaito para 

l a  produooión del mismo que se pueda efeotuar de manera 

económica en una esoala in d u stria l.

Uno de lo s objetos del presente invento e s  orear 

un mátodo mejorado para la  produooión de L -lis in a  que su­

pera algunas de la s  desventajas y defectos de lo s  métodos 

de la  técnica anterior.

Otro objeto del presente invento es orear un proce­

dimiento para producir L - lis in a  por fermentación que se 

puede lle v ar  a cabo de una manera eficaz y simple.

Un nuevo objeto del invento es orear un procedimien­

to para producir L -lis in a  por fomentación que proporciona 

e l producto con a lta  pureza y buenos rendimientos.

(
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Todavía otro objeto más del presente invento es orear 

un procedimiento para producir L -lis in a  por fermentad<Sn 

que se puede lle v ar  a cabo de manera ventajosa a escala 

in du stria l con bajo costo, para proporcionar un alto  rendi- 

5 miento en producto.

Este y otros objetos y ventajas del presante invento 

resultaran evidentes para lo s técnicos en la  materia de una 

oonsideraoión de la  siguiente memoria y reivindicaciones.

De acuerdo oon e l presante invento, se ha encontrado 

lo  que se acumulan cantidades apreciablemente grandes de L- 

l is in a  en el liquido de fermentadón si la  fermentación o 

oaltivo se llev a  a cabo oon cepas mutantes que requieren 

homoserina o treonina y metionina para su crecimiento en 

un medio de cultivo que oontiene a l menos un hidrocarbn- 

13 ro.

Cepas mutantes de microorganismos que requieren ho­

moserina o treonina y metionina para su crecimiento, ta le s  

como la s  de Mloroooocus glutamious y sim ilares, son capa­

ces de producir grandes oantidades de L -lis in a  a p a rtir  

2o de carbohidratos. En el presente invento se ha enoontrado 

que la relación entre la  exigencia de nutrición y la  acu­

mulación de L -lis in a  a p artir  de hidrocarburos en un pro- 

oeso de fermentación que u tiliz a  la s  precedentes bacterias 

asimiladoras de hidrocarburos es oasi sim ilar a la  lndloa- 

25 da anteriormente oon respecto a microorganismos que produ­

cen L -lis in a  a p artir  de carbohidratos.

Particularmente ventajosos en e l presente invento 

son microorganismos que son oapaoes de producir grandes oan­

tidades de L - lis in a . Estos incluyen, por ejemplo, la s  oepas 

3o mutantes de Brevibaoterium ketoglutamioum, Arthrobaoter
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paraffineus y Corynebaoterium hydrooarbolastus que requieren 

homoserina para su. crecimiento. Las descripciones taxonómi­

cas de la s  cepas de origen o matrioes a p a r t ir  de la s  cuales 

se obtuvieron estos mutantes están dadas en la  so lic itu d  

5 depatente japonesa ns 470.883. utilizando dlohas cepas,

lo s carbohidratos empleados en lo s procedimientos de fe r ­

mentación oonveoclónales para la  producción de L -lis in a  

pueden ser sustitu idos por hidrocarburos, que están f á c i l ­

mente disponibles con bajo oosto y en grandes cantidades, 

lo Ademas, la  L - lis in a  puede ser separada más fácilmente del 

líquido de fermentación despuós de completarse la  fermenta­

ción.

Se puede emplear un medio de cultivo natural o sin- 

tetioo para el crecimiento y fermentación de lo s mioroorga- 

15 nismos a oondioión de que oontenga lo s  nutrientes esencia­

le s  para e l crecimiento del microorganismo particu lar em­

pleado. En particu lar, e l medio de cultivo deberá oontener 

a l menos un manantial de nitrógeno, una sa l inorgánica y 

una pequeña oantidad de la  sustanoia requerida para nu- 

2o tric ión  del microorganismo particu lar, a s í  o orno a l  menos 

un hidrocarburo oomo eL manantial principal de carbono.

Como manantial de hidrocarburos a emplear ao el 

oaltivo de lo s microorganismos de acuerdo oon el presente 

Invento se prefieren a l a s  n-paraflnas que tienen de 10 a 

25 30 átomos de oarbono. Se puede u t i liz a r  una única n -parafi­

na, o una mezcla de más de una de e sta s n-parafinas, o una 

mezola de una o más de una de estas n-parafinas oon otro 

manantial de carbono, en e l que la  n-parafina es e l cons­

tituyente principal. Parafinas normales dentro del margen 

3o de numero de atomos de oarbono antes menoionado inoluyen
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n-dodeoano, n-trldeoano, n-tetradeoano, n-pentadeoano, n- 

hexadeoano, n-heptadeoano y n-ootadeoano y mazólas de es­

to s.

Los otros detalles del oaltivo son convencionales y 

5 bien conocidos para lo s técnicos en la  m atena. Por ejemplo 

otros manantiales de oarbono que se pueden u tiliz a r  en can" 

tidad secundaria incluyen ácidos orgánicos por ejemplo ac i­

do aoátioo o sus sa le s , carbohidratos por ejemplo, glucosa, 

hidrolizado de almidón, melazas eto. u otros manantiales 

lo  convencionales de oarbono. Sales inorgánicas que se pueden 

emplear incluyen fosfato  de potasio, su lfato  de magnesio, 

su lfato  de manganeso, oíoruro de potasio, su lfato  ferroso, 

carbonato de oaloio, eto. Manantiales convencionales de - 

nitrógeno que se pueden emplear inoluyen manantiales orgá- 

15 nlcos de nitrógeno ta le s  oomo liquido de maoeración de maíz 

extracto de oame, extraoto de levadura, peptona, harina 

de pescado y sim ilares, a s i  oomo manantiales inorgánicos 

de nitrógeno ta le s  como sa le s  de amonio, par ejemplo, su lfa ­

to de amonio, n itrato  de amonio cloruro de amonio, oarbonato 

2o de amonio y sim ilares, y/o urea.

La n-parafina puede ser añadida al medio de fermenta­

ción en la  oantidad de aproximadamente 1 % a 30 % en peso.

La fermentación se efectúa bajo condiciones aerobias 

ta le s  oomo agitación aerobia del cultivo o oon agitación de 

25 un cultivo sumergido, a una temperatura desde aproximadamente 

203 a 403 C y a un pH de aproximadamente 4,0 a 9 ,0 .

Despuós de completarse el prooeso de fermentación, 

la  L-llaina es recuperada del liquido de fermentación por 

mótodos oonvenoionales ta les como tratamientos oon resinas 

3o de intercambio de iones, extraoción oon disolventes, centrl-
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fu gad  ón, cromatografía, o sim ilares.

Los siguientes ejemplos están dados simplemente como 

ilu s tra d á n  del presente invento, y no han da ser considera­

dos oomo lim itativos. Salvo que se indique lo  oontrario, lo s 

5 porcentajes aquí indicados están en peso.

Ejemplo I .-  La cepa que requiere homoserina (ATOO) 

de Brevibacterium ketoglutamicum No. 2439 ¿TOO 15587 es ino­

culada en 300 mi. de un medio de oaldo de levadura oontenldo 

en un matraz oónioo de 2 1. Este medio de oaltivo  de siembra 

lo  contiene 1 % de extracto de levadura, 1 % de extracto de oar- 

ne, 1 % de peptona y 0,2 % de NaCl. El cultivo del mismo sa 

efectúa entonoes oon agitación aerobia a 200 rpm., a 30a 0 

durante 24 horas.

El medio de siembra es inoculado en una oantidad de 

16 10 % en volumen en 3 l i t r o s  de un medio de fermentación con­

tenido en un recipiente fomentador de 5 l i t r o s .  El medio 

de fermentación oonsiste en 10 % (V/T) de una mezda de volú­

menes iguales de n-parafinas que tienen de 12 a 18 átomos 

de carbono (desde n-dodecano a n-ootodeoano) a s í  oomo lo s 

2o siguientes componentes:

0,1 % KgHB04 "

0,1 % MgSO^EgO 

0,002 % MhSOA.AEgO 

25 0,02 % FeS04.7Eg0

100 y / I  de clorhidrato de tiamina 

100 y /mi de L-homOBerina

2, 0 % (1934)2804

El pH del medio de fomentación es 6,5 

3o El oultivo se  lle v a  a oabo entonoes bajo condiciones
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aerobias a 30ac oon aireación a la  velocidad de 3 l i t r o s  

por minuto y con agitaolón a 600 r.p.m. durante 72 horas. 

Como resultado, se ha enoontrado que se han acumulado 10 

mg./ml. de L -lis in a  en e l líquido de fermentación.

5 Entonces 2,5 l i t r o s  del f i ltra d o  obtenido separan­

do la s  masas de células por separación centrifuga, son 

hechos pasar a travós de una resina de intercambio de 

iones débilmente basica (Amberlite IRC-50), habiendo s i ­

do ajustado previamente el pH del filtra d o  a 7,0 oon so­

lo  lución tampon 0,5 M. La columna de resin a es lavada oon 

agua y es eluida con amoniaoo aouoso 0,15 N. Las fraccio­

nes que son p o sitiv as para la  reaoción con ninhidrina son 

reunidas, y la  pequeña cantidad de amoniaco oontentdo en 

e lla s  es separada, por medio de aireación. El pH de la  

15 soluoión a s í obtenida es ajustado a 2,0 oon HCl 6 y  y es 

oonoentrado basta sequedad bajo presión reduoida.

Como resultado de este tratamiento, se obtienen 

20 granos de c r ista le s  crudos de clorhidrato de L -lis in a  

disolviendo la  sustanoia a sí obtenida en una pequeña oan- 

2o tidad de agua y añadiendo aloohol a esto . Se obtiene 1 g . 

de o r ista le s  crudos de olorhidrato de L -lisin a añadiendo 

eter a la s  aguas madres de los o r is ta le s .

Ejemplo I I .-  De acuerdo oon la s  condicionas y ope­

raciones d escritas en el ejemplo I, la  cepa que requiere 

25 homoserina (ATCC) de Brevibaoterium ketoglutamioum Na 2439 

ATOO 15567, La cepa que requiere homoserina (ATCC 21008) 

de Arthrobaoter parafflneus Na 2411 ATCC 15691, la  cepa 

que requiere homoserina (ATCC) de Corynebaeterium bydrooar 

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

3o nina y treonina (ATCC 21004) de Brevibaoterium ketogluta-
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mioum Na 2439 ATOO 18887, la  cepa que requiere metionina 

y treonina (ATOO) de Arthrobacter paraffineus Na 2411 

ATOO 18891 y l a  oepa que requiere metionina y treonina 

(ATOO) de Corynebaoterium hydrooarboolastus Na 2438 ATOO 

18592 son inoculadas en 10 mi. de medios de cultivo de 

siembra de oaldo de levadura oontanidos, respectivamente, 

en tubos de ensayo de gran tamaño. Los oultivos de siem­

bra son oultivados entonces con agitaolón a 30ac duran­

te 24 horas.

Porciones de 10 por d en  en volumen de lo s diver­

sos medios de siembra son inooulados en poroiones de 80 

mi. del medio de fermentación desorito en e l ejemplo I  

excepto la s  variaciones abajo indicadas, contenidos en 

matraces de Sakaguohi de 800 mi. En el caso de lo s medios 

que oont i  en en la s  cepas que requieren homoserlna se aña­

den a lo s  matraces que oontienen lo s medios de fermenta­

ción 100 y/ml. de L-homoserina y en e l caso de la s  oepas 

que requieren metionina y treonina, 200(%nl. de DL-metio- 

nina y 100 ¿%nl. de L-treonina. El cultivo se efeotda en­

tonces oon agitación aerobia de lo s oultivos a 110 revolu­

ciones por minuto.

La cantidad de L -lis in a  acumulada en lo s diversos 

medios de fermentación está mostrada en la  tab le I .  La 

L - lls in a  es reouperada del liquido de fermentación des­

pués de oompletada la  fermentación de aouerdo con l a  

descripción dada en el ejemplo I . La oantidad de c r is ta ­

le s  de clorhidrato de L -llsin a  recuperados e stá  mostrada 

en l a  cuarta oolumna de la  tab la  I .

Ejemplo I I I .-  La fermentación se efectúa de l a  

misma manera d escrita  en e l  ejemplo I I  con la  u tilizac ión



de la  cepa matante que requiere homoserina y de la  cepa 

que requiere metionina y treonina (ATOO ) de nioroooaous 

paraffinolytious ATOO 18882. Como resultado, se enouau- 

tra  que se han acumulado 9,5 mg./ml. de L -lis in a  en el 

5 líquido de fermentación despuós de 72 horas de cultivo.

Habiendo sido descrito e l invento de esta  manera, 

resu ltará evidente que el mismo puede ser hecho variar 

de muchas maneras. Dichas variaciones no han de se r  consi­

deradas como una desviación o apartamiento del esp íritu  

lo  y alcance del invento y se considera que todas estas mo­

dificaciones están incluidas dentro del alcance de la s  

siguientes reivindicaciones.
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Tabla I

Cepa ma- Cepa em- Sustancia re- Cantidad de 
tr iz  pleada querida para L -lis in a  aou 

nutríoidn mulada "  
(mg./ml.)

Cantidad de olorhi 
drato de L - lis in a "  
reouperada de 500 
mi. del medio de 
cultivo (gramos)

5
Brevibac-
íerium..
ke^ogïu- ATCC
l;amíoüm ( ) homose-
No. ¿439 riña
ATCC 15587

lo
Arthrobao- 
te r  para- 
ÎHneus
W.*.' S i l
ATCC 15591

ATOO
(21003)

Corynebao- 
'teriúm hy- 
drooarbo- ATCC
clastu s. ( ) ^
No. 2438 

15 ATCC 15592

Brevibao- 
terium ke-
toglutaml- ATCC me tionina 
oum (21004) y treonina
TTÔT 2459 
ATCC 15587

2o
Arthrobao- 
ter paraT 
THneus ATCC
No. 2411 (
ATCC 15591

Coiynebao- 
terium nÿ- 
nrÓMrb?!  ATCC 
olastus ( )
n s r s s s

25 ATCC 15592

7,5

10,0

9 ,0

4 ,0

3 ,5

4 ,0

2-,5

4 a

3,7

1,6

1,5

1,6
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La presante so lio itad  que corresponde a la  presenta­

da en Japón el 11 de Septiembre de 1.965 oon el número 

55.376/65 se acoge a lo s beneficios del arti culo 51 del 

vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

N O T A

Los puntos de invención propia y nueva que se pra­

lo  sentan para que sean objeto de esta so lic itu d  de Patente de 

Invención en España por VEINTE años son lo s  siguientes:

lo .-  Uh procedimiento para producir L -lisin a que 

oomprende cultivar un microorganismo oapaz de producir 

L -lisin a bajo condiciones aerobias en un medio nutriente 

15 acuoso que oontiane al menos un hidrocarburo oomo el ma­

nantial prinoipal de carbono, y recuperar la  L-lisin a 

a sí producida.

2 s .-  El procedimiento de la  reivindicación 1, en 

que dicho hidrocarburo es una parafina normal que oontie- 

2o ne de 10 a 30 átomos de carbono.

3o.- El procedimiento de la  reivindicación 1, en 

el que el pH de dicho medio es mantenido entre aproximada­

mente 4 ,0  y 9 ,0  y el oultivo se efectúa a una temperatura 

entre aproximadamente 20 y 400 C.

25 4o.- Uh procedimiento para producir L-lisin a que

oomprende oultivar un microorganismo oapaz de producir 

L -lis in a , siendo dicho microorganismo una cepa matante 

que requiere homoserlna o a la  vez metlonina y treonlna 

para su oreoimiento, bajo condiciones aerobias en un medio 

3o nutriente aouoso que contiene al menos un hidrocarburo
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oomo el manantial principal de oarbono, y re oaperar la  

L -lis in a  a s í  prodaoida.

5B.- El procedimiento de l a  reivindicación 4, en 

e l que dicho hidrocarburo es ana parafina normal que con- 

á tiene de 10 a 50 átomos de carbono.

63.- El procedimiento de l a  reivindicación 5, en 

el que el pH de dicho medio es mantenido entre aproxima­

damente 4 ,0  y 9 ,0  y el oultlvo se efectúa a una tanperatu- 

ra entre aproximadamente 30 y 403 C. 

lo  73.- El procedimiento de l a  reivindicación 5, en

e l que dicho microorganismo es una cepa mutante de Brevi- 

baoterium ketoglutamioum.

83.- El procedimiento de l a  reivindicación 5, en 

e l qu.e dicho microorganismo es una cepa mutante de Arthro- 

15 bacter paraffineus.

9a .-  El procedimiento de l a  reivindicación 5, en 

el que dicho microorganismo es una cepa mutante de Cory- 

nebaoterium hydrooarboclastus.

103.- Oh procedimiento para producir L -lis in a .

2o Tal y oomo se ha descrito en la  Memoria que anteoede

y para lo s  fin es que se han espeoifioado.

Esta Memoria consta de doce hojas eso ritas a máqui­

na por una so la  cara.

Madrid,
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