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lpor:  "UN PROCEDI.I:IiO PARA PRODUCIR I~LISINan |
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Sate lnvento se profiere o un procedimiento paral
nroducisr I-lisina. Lds varbicul.rwente, se reillere & un
vrocedimiento para la nroduceidn de I-lisina nor fermen~
tacibn. Lodavia més artienlarmente, el invento se refie-
re.a un procedimiento pura producir L-lisina nor fermenia
cidn vtilizando alcohol etfiico como substratoe.

Ta I-lising es un aninodcido extremadamente bl
en calldad de aminodeido esencial. Procedimiento para pro
dueir I-lisina por fermentacibn .an sido conocidos en la
téenieca anterior. 3in euwbarso, no ha habido cnsefianzas
ni sugerencias para rroducir I-lisina a nartir de alcoliol
eti{lico {ectanol) como substrato. Dicho procediuicato seri
wéximanente ventajoso ya que el alcohol etflico se produ-
ce con bajo costo en lz industria del petrbleo y os Lé-
cil de menipular en un procedimiento de cultivo. Ademis,
el alcohol etilicoc posee 1o ventajis de que es soluble en
agua, @ 4ifdrencia de sustancias tales como hidrocarburos
e son insolubles en agua, y puede ser utilizado aumplia-
mense por 4diversos microorzanismos. Teniendo en cuenta
estos faotores, los nresentes iaventores han investigado
un procedimiento para producir I-lisinz wor ferumentacidn
o partir de aleohol etilico en calidod de waterial de per
tida, la cual investigaciln ha conducldo al »vosente in-
vouto.

Corrcspondientemente, uno de los objetos del
presente invento es crear un procedlalento wejorado para
la vroduccidn de nulx"'na aue supzra las desventajas y
defecvos de los métodos de lytéonlea anterior.

Otro objeto del puoesentes invento es crear un pr

cediniento para producir L-lisina por fermentacidn que

"
1T
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puede ser llevado a cabo de una manera eficaz y relativa-

mente simple.

Un objeto adicional del invento es crear un
procedimienlo para producir I-lisina por fermentacibén que
puede ser llevado a cabo ventajosamente a una escala ihr
dustrial con bajo costo, para dar un alto rendimiento
de producto.

Todavia un objeto adicional del invento es pro--
poreionar I-lisina.

Este y otros objetos y ventajas del presente
invento resultarin evidentes para los técnicos en la ma-
teria a partir de una consideraclién de la memoria y rei- |
vindicaclones siguientes.

Como resultado de examinar la produccidn de

Uz

I~lisina por culbivo de diversos microorganismos en medio
de cultivo que contienen alcohol etflico como substrato,
gse ha encontrado, de acuerdo con el vresentc inveuto, que

bacterias que pertenccen a los géneros Corynebscterium,

Brevibacterium, Arthrobacter, Bacillus y Hoecardia son ca-

paces de produclr I~ lisina a nartir de alcohol etflico
con excelentes rendimientos. Correspondientsmente, los mip
eroorzanismos empleados en ol wviresente inventio son cepas
produc toras de I-lisina que seritenccen a estos zéncros
y que tienen la propicdad de agimilar alcohol evilico.
Son apropiados pars el cultivo de las cenes ome
pleadas on el progente invento un medio de cultivo sinté-
tlco o un medio nuiriente natural, sieupre que contengan
los nutrientes essncisles para el crocimicnto de la cepa
empleada. Dichos nutrientes son bien conoeldos ew la tée-

nica e incluyen sustancias tal como un wanantial de -
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carbono, un manantial de nitrdgeno, compucstos inorgdni-
cos y similares, que son wbilizados por el microorganismo
empleado en cantidades apropiadas. Tal como se indica en
la descripcibn anterior, se cmplea alcohol etilico en el
medio como fuente principal de carbono. Se pueden utili-
zar también en el medio otras fuentes de carbono e inclu-
yen sugtancias tales como, por ejenplo, carbohidratos ta-
les como glucosa, fructosa, maltosa, sacarosa, almidén,
hidrolizado de almiddn, melagas, mannosa, glicerina,etc.,j-
0 cualquier otro manantial de carbono apropiado tal como
dcidos orgdnicos, por ejeiplo dcido acético, dcido ldcti-
co, &cido pirdvico, etc. Estas sustancias pueden ser uti-
lizadas solas o en mezclas de dos o mds.

Como manantial de nitrdzeno, se pueden emplear

diversas clases de sales orgdnices o inorgdnicas o de com

puestos inorgdnicos u orgénicos, tales como urea, amonia-
go liquido o sales de amonio, tales como cloruro de amo-

nio, sulfato de amomio, nitrato de amonio, acetato de amo

nio, fosfato de amonio, czrbonato de amonio, etc., o sus-

tancias naturales que contienen nitrdgeno, tales como 1I-

quido de maceracidén de maiz, extracto de levadora, extrac.
to de carne, peptona, harina de pescado, caldo, hidroli-
zados de caseina, dcido casaminico, productos solubles de

pescado, extracto de salvado de arroz, torta de soja desel

{104

grasada, hidrolizado de crisdlida, o diversas sustanciasg
de digestidn de éstos. Tambidn, estas sustarias pusden
ser utilizadas solas o en combinaciones de dos o mds de
ellas.

Compuestos inorgénicos que pueden ser afindidos

al medio de culbivo incluyen sulfato de mesgnesio, fosfato
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de sodio, dihidrogenofosfato de potasio, monohidrogenofos

fato de potasio, sulfato de hierro, cloruro de manganeso,

cloruro de calcio, cloruro de sodlo, sulfato de zinc, sul

fato de manganeso, carbonato de calelo, etc.

Si el microorganismoi empleado en el procedimien
to de fermentacidn del presente invento requiere un nu~
triente particular para su crecimiento, éste deberd ser
ailadido, desde luego, al medio nubriente, cuando no esgtd
va contenido en é1, por ejemplo, las éustancias orgini-
cas nitrogenadas presentes en el medio. Tambidn, se puede
afiadir al medio otros factores de crecimiento, tales como
aminodecidos, vitaminas tales como tiamina, cobalamina,
etc., 0 biotina. Por lo tanto, se puede ver gue la compo-

sicibn del medio nutriente utilizado en el presente in-

vento es la-misma que se utiliza generalmente para la pror
duccién de aminodcidos por fermentacibn. -
Bl alcohol etf{lico es afiadido al medio de cul-
tivo al comienzo de la operzcidén de cultivo o durante el
curso de la operacibn de cultivo, de una sola vez o de maj
nera intermitente, en una cantidad que no inhibe la pro-
duccién de I~lisina. Pfeferiblemente, la cantidad de al-
cohol etilico afisdido al medio oscila entre 10 g/litro
¥y 200 g/litro.

Las condiciones de cultivo utilizadas son las
mismas que se emplean usualmente en fermentaciones de
aminodcidos. Asi,,la operacidn de cultivo se conduce bajo
condiciones’éerobias, tales como asitacidn aerobia del
cultivo o con ventilacién y agitacién de un cultivo sumex
gido, 2 una temperatura de, por ejemplo, aproximadamente

20 a 402C y a unva de, por ejemplo, aproximadamente 5,5
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a 9,5. Tos mejores resultados se obtienen manteniendo el
PH aproximedamente neutro (7,0) durante la operacién de
cultivo. Ia operacibn de cultivo se conduce bajo estas
condiciones hasta que se produce I~lisina en cantidades
significativas en el 1lfquido de cultivo resultante, lo
cugl necesita generalmente aproximadamente 30 a 150 horas

Después de completarse la operacibn de cultivo,

la I-lisina es recuperada a partir del liquido de fermgnF o

tacibn por medios convencionales, tales como tratamiento

con resina de inbercambio de iones, extraccién con disol-|. .,

venteg precipitacibn, adsorcibn, cromstografis, concen-

tracibn y similares. Un método especialmente apropiado

es el tratamiento con resina de intercambio de iones des-| -

crito en el Bjemplo 1 sigulente.

Los siguientes ejemplos estén dados simplemente| .

como ilustrativos del presente invento, y no han de ser
considerados como limitativos. 4 menos que se indique
otra cosa, los porcentajes en egta memoria y por toda

la solicitud estdn en peso por litro de agua. Cepas de
microorganismos illustrativas empleadas ventajosamente en
el presente invento estén dessoritas en ellos.

Bjemplo 1.~

Corynewacterium zlutamicum (Wiicrococcus glutamicus:

oublicacién de patente japonesa 3698/57) ATCC 13.287, un
mutente productor de L~lisina, es utilizado como el mi-

croorganisuo de siembra. bste microorganismo es inoculado
en un wabraz cénico de 250 ml que contiene 20 ml de un me

dio de eultivo (pH 7,4) que tiene la siguente composicidn

1

¥
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rante esta operacibén de cultivo, sediade al medio una

nezecle de 3 partes de alcohol etflico y 1 parte de solu~

15 m1/T alcohol etilico

2,5 &/L urea

0,5 &/L KoHPO,

0,5 &/L EH,P0,

0,25 &/L MgSO4,7H20

0,01 g/L FeSO4,7H20

0,01 g/% MhSO4,4H20

50 /ug/_’L biotina

10 g/T NZ-Amine (marca comercial de

un hidrolizado de ca
geina y enzima)

0,02 &/L rojo de fenol

o,
WAy )"

) Wiy 22l o B
Rt

i%xmnnf.:

Ia operacidén de cultivo de lleva a cabo acto seq --

guido con agitacibn aerobia a 302C durante 96 haras. Du-

eibn al 50% (en peso/volumen) de urea, 4 ml cada vez, en
4 veces diferentes, con una indicacién de awmarillo en la
coloracibén del 1liquido de cultivo a causa del rojo de fe-
nol. La concentracién de I-lisina en el liquido de cul-
tivo resultante después de complevarse la operacibn de
cultivo, es, de 8,4 mg/ml.

1,1 litros del filtrado obtenido retirado las
células de microorganismo desde el lfguido cultivado son
hechos pasar a través de una resina de intercambio de
aniones débilumente bésica (Amberlite IRC-50) prevarada
previamente a pH 7,0 con solucldin tampén 0,5 i, y la colw
na de resina es lavada con agua. Las fracciones que conti
nen I-lisina son recogidas por elucién con agua amoniacal

0,15 N, son concentradag bajo presidén reducida, son ajus-
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tadas a un pH &cido (4,0), y son coneentradas adicional-
mente. Como resultado, se obticnen 5,6 g de cristeles de
monoclorhidrato de I~lisina.

Ejemplo 2.-~
lisina, PBrevibacterium amumoniagenes ATCC 19.350, se utili:

Ia cepa mutante productora de I~

za como el microorganismo de siembra. Ia operacién de cul:
tivo se conduce bajo las mismas condiclones y de la misma
menera gue se describe en el Hjemplo 1, excepto que se
afiaden 5 mg/litro de tiamine al medio do fermentacidn del
Ejemplo 1. La concentracién de I-lisina en el 1liquido cul-
tivado despuds de completarse la fermentacidn es de 3,1
mg/ml.

Ejemplo 3.~ El mubtante productor de I~lisina, .
Bacillus megaterium KY 8110 (Bae-1l) A%CGC 21029, os ubi-

lizado como el microorgenismo de siembra. Esta capa es
inoculada dentro de un matrasz cbnico que contiene 20 ml

de un medio de cultivo gue contiene los siguientes compo-

nentes:
15 ml/L alcohol etilico
20 &/% (HH4)2304
0,5 &/L 1,120,
0,5 &/L KH,20,
0,25 &/T EgSO4,7H20
0,01 &/I Fe30, , TH,0
0,01 &/L En304,4H20
20 &/L Cal0,
15/ug/L biotina
10 g/L WZ~-Amine
100 mg/T 4dcido meso~diaminopimelico
0,02 &L rojo de fenol
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La operacibn de cultivo se lleva a cabo con agl

T

tacién aerobia a 302C durante 96 horas. Durante la opera-
cibn de cultivo, el pH del medio es mantenido sustancial-
nente neﬁtro afiadiendo una mezcla de 3 partes en volumen
de alcohol etflico y 1 parte en volumen de agua amoniacall
0,5 ml cada vez, segﬁh se requiere, con una indicacién

de amarillo en ls coloracibn del rojo de fenol. Ia con-

centracién de I-lisina en el lfquido cultivado después de -

completarse la fermentacibén es de 2,3 mg/ml.

Bjemplo 4.~ Cepas productoras de L-lisina de
diversas bacterias, mostradas en la Tablae 1, son utiliza-
das como microorgenlsmos de siembra. La operacidn de cul-
tivo se conduce bajo las mismas condiciones y de la misma
menera que se describe en el ejemplo 3, excepto que se
utiliza un medio de cultivo preparado eliminando 4cido
neso-diaminopimélico desde el medio de fermentacidn del
Ejemplo 1. Las cantidades de I-lisina acumnladas en el
1{quido de cultivo resultante después de completarse la

fermentacibn estdn most:adas en 1a_Tab1a 1.

Tebla 1
Cepas empleadas Cantidad de I~lisina producida
(mg/ml1)
Arthrobacter paraffineus ' 2,1
ATCC 21298
Nocardia gp. ATCC 21337 2,7

Habiendo sido descrito el invento de esta hane-

ra, serd evidente que el mismo puede ser variado de muchas
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mancras. Dichas wvariaciones no han de ser consideradas
como una desviacidn desde ¢l espiritu y alcance del in-
vento, y se pretende que esatén incluidas aquf todas las
modificaciones que serdn cvidentes para un experto cn
la nateria.

Ie presente solicitud que corresponde a la pre-
sentada en Japbn el 15 de ..zrzo de 1.968, bajo el nim.
16458/63, se acoge a los beneficilos del articulo 51 del

vigentie Estatute sobre Propiledad Industrial.

- BEIVINDICACICUES -

Los puntos de invencilén propia y nueva que se
presentan para que scean onjebo de estz solicitud de Pa-
tente de Invencién en ZEspafiz, por VEINTE afios, son los
siguienﬁes:

l.~ Un procedimicnto para mroducir I-lisina
gue comprende cultivar un microorganismo pfodﬁctor de
I-lisina capaz de asimilar alcohol etilico y que perte—
nece a un género seleccionado del grupo que consiste en

Corynebacterium, Brevibacterium, Arthrobacter, Bacillug

¥ Hocardia bajo condiciones aerobias, en un medio nutrien
te acuoso que contiene slcohol ebilico como el substrato
principal que contiene carbono, :y acumular L-lisina en &l

1fquido de cultivo resultenie.
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2.~ El procedimiento de la reivindicacibn 1, en
que la operacidn de culbivo se lleva'a cabo a una tempe-
ratura de aproximadamente 202C a 4 02C y a un pH de apro-
ximadanente 5,5 a 9,5,

3.- El procedimiento de la reivindicacibn 2,

en que el pH es mantenido a aproximadamente 7.

4 .~ El procedimiento de la reivindicaclén 1, en|-. -

Yue se afiaden al medio aproximadamente 10 g/litro a 200
g/litro de alcohol etilico.

5.~ E1l procedimiento de la reivindicacién 4,
en que dicho alcohol etilico es afiadido al medio en el
comienzo de la operaclién de cultivo.

6.~ @1 procedimiento de la reivindicacién 4,
en gue dicho alcohol etilico es afladido al medio despulds
del comienzo de la operacidén de cultivo.

7.~ Un procedimiento para producir I~lisina que
comprende cultivar un microorganismo productor de L-lisi
na capaz de asimilar alcohol et{lico y que pertensce a
un género seleccionado del grupo que consiste en Coryne~

bacterium, Brevibacterium, Arthrobacter, Pseudomonas,

Bacillus, Agzotobacter y Hocardia bajo condiciones aero-

bias a una temperatura de aproximadamente 20 a 402C y a
un pH de aproximadamente 5,5 a 9,5 en un medio nutriente
acuoso que contiene alcohol etilico como el principal
substrato que contiene carbono, acumular I-lisina en el
1fquido de cultivo resultanie, y recuperar dicha I~lising
de aquél.

8.~ El procedimiento de la reivindicacién 7,
en que dicho microorganismo es Corynebacterium glutamicun

ATCC 13287,
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9.- El procedimiento de la recivindicacibn 7,

en guc dicho microorganismo es Brevibacterium ammoniagene

ABCC 19.350. |
10.~ El procedimiento de la reivindicacibn 7,

en que dicho microorganismo es Bacillus meszaterium ATCC

21.029.

1l.- Bl procedimiento de la wreivindicacién T,

en gque dicho microorganismo es Arthrobacter parafiineus

ATCC 21.298.
12.~ El procedimiento de la reivindicacidn 7,
en que dicho microorganismo es FHocardia sp ATCC 21.337.
13.~ Un procedimiento para producir I~lisina".
Tal y como se ha descrito en la liemoria que

antecede y para losg fines que se han esvecificado.

La presente Liemoria consta de doce hojas escri-|-

tas a miquina por una sola cara.

-2 MBR

Madrid,
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