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DESCRIPCION
Método para preparar cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina natural mediante cromatografia continua
Campo técnico

La presente descripcion se refiere a un método para preparar cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina, y
cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina preparados mediante el método.

Técnica anterior

La L-cisteina se produce generalmente descomponiendo la L-cistina de origen animal, que utiliza plumas de pato o
cabello humano como materia prima, o la L-cistina derivada de la fermentacion, que utiliza un liquido de metabolismo
microbiano como materia prima, en L-cisteina, mediante una reaccién de reduccion electroquimica. Por el contrario,
como métodos para producir L-cisteina utilizando microorganismos, se ha descrito un proceso para producir L-cisteina
natural mediante fermentacién utilizando una cepa que tiene una O-acetiltransferasa modificada, en un medio que
contiene sulfuro (documentos US-8802399B, US-6946268B), y un proceso para producir L-cisteina natural mezclando
O-fosfohomoserina producida mediante un método de cultivo microbiano con sulfuro e induciendo una reaccién
catalitica enzimatica utilizando O-fosfoserina sulfhidrilasa (documentos WO2013/089478, WO2012/053794).

Aunque se ha descrito que la L-cisteina producida por el método de cultivo microbiano se puede separar mediante
intercambio i6nico y otros métodos conocidos, no se proporciona informacion sobre el procedimiento especifico, el
rendimiento, la pureza, etc. (documentos EP1645623A1, EP1298200B1, US-20050221453A1, EP1234874A1,
EP1571223A2 y EP1650296A).

Mientras tanto, se conoce un método para producir monohidrato de clorhidrato de L-cisteina a partir de un caldo de
fermentacion de L-cisteina mediante intercambio i6nico. Por ejemplo, se ha descrito un proceso para purificar la L-
cisteina, con un rendimiento del 90 % o mas, reduciendo el pH de un caldo de fermentacién que contiene L-cisteina,
a un pH de 5 o inferior, y luego poniéndolo en contacto con un intercambiador de cationes &cido o fuertemente acido,
de manera que la L-cisteina se una al intercambiador de iones, y eluyendo la L-cisteina unida con una solucién acuosa
de acido clorhidrico. Por consiguiente, el monohidrato de clorhidrato de L-cisteina puede producirse utilizando el
eluyente de clorhidrato de L-cisteina (documento US-8088949B).

Ademas, se ha descrito un proceso para purificar la L-cisteina, con un rendimiento del 85 % o mas, poniendo un caldo
de fermentacién que contiene L-cisteina, con un pH de 6 a 9, en contacto con un intercambiador aniénico basico, de
manera que la L-cisteina se una al intercambiador aniénico, eluyendo la L-cisteina unida con una solucién acuosa de
acido clorhidrico, y poniendo después el eluato en contacto con un intercambiador catiénico acido a un pH de 4 o
inferior, de manera que la L-cisteina se una al intercambiador catiénico y eluya la L-cisteina unida con una solucién
acuosa de acido clorhidrico. Ademas, el monohidrato de clorhidrato de L-cisteina se puede producir utilizando el
eluyente de clorhidrato de L-cisteina (documento US-9120729B).

Sin embargo, los procesos descritos anteriormente tienen desventajas porque implican una reaccion quimica, ya que
se llevan a cabo mediante etapas repetidas de intercambio i6nico, porque requieren una gran cantidad de agua de
proceso, ya que se utiliza repetidamente una gran cantidad de eluyente como etapa posterior del proceso de adsorcion
i6nica, y porque debe llevarse a cabo una etapa de purificacion adicional. Por lo tanto, existe una necesidad continua
de un método para aislar la L-cisteina con un mayor rendimiento y pureza, y producir hidrato de clorhidrato de L-
cisteina.

En estas circunstancias, los presentes autores han realizado grandes esfuerzos para aumentar la pureza y el
rendimiento del hidrato de clorhidrato de L-cisteina, y han completado un método para producir hidrato de clorhidrato
de L-cisteina que incluye las ventajas de tener una mayor productividad efectiva y un menor consumo de agua, asi
como un alto rendimiento y pureza.

El documento US-2008/0190854 A1 se refiere a “un proceso para purificar L-cisteina” en el cual “la L-cisteina se
separa de un caldo fermentado que contiene L-cisteina, que contiene un agente oxidante que es capaz de oxidar la L-
cisteinaaunpH < 5.

El documento EP 1106602 A1 se refiere a “un método para separar un aminoacido de una solucién que contiene dicho
aminoacido e impurezas, en donde el medio para la separacién es la cromatografia en lecho movil simulado, con un
material cromatografico de intercambio catiénico fuerte”.

Wu y col. (Ind. Eng. Chem. Res. 1998, 37, 10, 4023-4035) se refiere al “disefio de cromatografia en lecho movil
simulado para separaciones de aminoacidos™.
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Descripcion
Problema técnico

Un objeto de la presente descripcion es proporcionar un método para preparar cristales de hidrato de clorhidrato de L-
cisteina.

También se describe en la presente memoria, pero no se reivindica, el suministro de cristales de hidrato de clorhidrato
de L-cisteina preparados mediante el método para preparar cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina.

Solucién técnica

La presente invencion es como se define en las reivindicaciones. Esta y otras facetas de la presente descripcion
pueden entenderse mas completamente haciendo referencia a la siguiente descripcion. A continuacion, se describira
la presente descripcién en detalle.

En la presente memoria se proporciona un método para preparar cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina, que
comprende:

(a) obtener un liquido separado después de introducir un caldo de fermentaciéon en un rango de pH de 3,0 a 9,0,
que contiene L-cisteina, en un aparato de cromatografia continua que tiene una resina de intercambio catiénico
fuertemente acida como fase estacionaria;

(b) afiadir acido clorhidrico al liquido separado, de manera que la relacién de equivalencia ([HCI}/[L-cisteina]) del
acido clorhidrico a la L-cisteina sea de 0,9 a 3,0;

(c) concentrar el liquido separado al que se afiade &cido clorhidrico; y
(d) recuperar del liquido concentrado cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “L-cisteina” es uno de los aminoacidos constituyentes, y es el
Unico aminoacido que contiene azufre con un grupo tiol (R-SH) entre los L-aminoacidos.

Segun el método reivindicado, los cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina se obtienen de un caldo de
fermentacién que contiene L-cisteina. También se describe en la presente memoria, que la L-cisteina se puede obtener
mediante sintesis quimica o sintesis biologica mediante fermentaciéon microbiana. Especificamente, en la presente
descripcion, la L-cisteina puede ser L-cisteina producida bioldgicamente mediante fermentacién microbiana, o puede
ser L-cisteina natural obtenida induciendo una reaccién catalitica enzimatica de la O-fosfohomoserina, que es un
precursor preparado mediante fermentacién microbiana, con un sulfuro en presencia de fosfoserina sulfhidrilasa. En
cuanto al proceso de preparacién, la L-cisteina natural puede ser L-cisteina obtenida sin pasar por una reaccién
quimica, adsorcién quimica o elucién.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “natural” indica que algo no depende de una reaccién quimica.
Segun el Reglamento 1334/2008 de la UE sobre aromas, solo las sustancias obtenidas mediante un proceso fisico,
enzimatico o microbiano se definen como agentes aromatizantes “naturales”. Desde el punto de vista anterior,
independientemente de si se deriva de una fermentacién animal o microbiana, la L-cisteina producida por una reaccién
de reduccién electroquimica de la L-cistina no puede denominarse totalmente natural.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “caldo de fermentacién” se refiere a un medio de cultivo obtenido
mediante el cultivo de microorganismos productores de L-cisteina, un cultivo que contenga los microorganismos
cultivados junto con el medio de cultivo, o una solucion de conversién enzimatica que contenga un precursor capaz
de producir L-cisteina y una enzima. Especificamente, el caldo de fermentacién que contiene L-cisteina puede ser un
medio de cultivo o una solucién de conversion enzimatica que contenga L-cisteina natural. Mas especificamente,
puede ser un cultivo o medio de cultivo de L-cisteina preparado biolégicamente mediante la fermentacion de
microorganismos que tengan la capacidad de producir L-cisteina, o una solucion de conversién enzimatica de L-
cisteina natural obtenida al inducir una reaccion catalitica enzimatica de la O-fosfohomoserina, que es un precursor
preparado mediante fermentacién microbiana, con un sulfuro en presencia de fosfoserina sulfhidrilasa. Los cristales
de hidrato de clorhidrato de L-cisteina preparados utilizando el caldo de fermentacién como liquido fuente no dependen
de una reaccién quimica y, por lo tanto, se puede dar a entender que son de origen natural.

En la presente descripcion, el caldo de fermentacién se puede utilizar como liquido fuente para un proceso de
cromatografia continua. Es decir, se puede introducir en el aparato de cromatografia continua de la etapa (a).

El pH del caldo de fermentacién a introducir en el aparato de cromatografia continua puede variar segun el método de
preparacién, pero en la invencion reivindicada puede estar en el rango de 3,0 29,0,3,5a8,5,3,5a7,5,45a7,0,0
5,0 a 6,0. El caldo de fermentacion en si se puede utilizar como liquido fuente para la cromatografia continua, y se
puede incluir, ademas, una etapa de ajuste del caldo de fermentacién que contiene L-cisteina a un pH de 3,0 a 9,0,
especificamente de 3,5 a 8,5, o de 3,5 a 7,5, mas especificamente de 4,5 a 7,0, o de 5,0 a 6,0. Por ejemplo, el pH se
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puede ajustar afiadiendo un acido, tal como &cido sulfurico o acido clorhidrico, o una base, tal como hidréxido de sodio
(sosa caustica), amoniaco, hidroxido de litio o hidroxido de potasio, etc., pero no se limita a los mismos. Los expertos
en la técnica pueden seleccionar y utilizar adecuadamente el agente de ajuste del pH, siempre que se puedan obtener
cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina sin afectar a la estructura de la L-cisteina.

A medida que se reduce el pH del caldo de fermentacién de la L-cisteina, existe una fuerte tendencia a la cationizacién
de la L-cisteina. Como la fase estacionaria de la cromatografia continua utilizada en la presente memoria es una resina
de intercambio cationico fuertemente &cida, tiende a adsorber cationes, de modo que cuando la L-cisteina se cationiza,
puede adsorberse parcialmente en la fase estacionaria, reduciendo asi la tasa de recuperaciéon del proceso de
cromatografia continua. Ademas, la L-cisteina tiene una fuerte tendencia a oxidarse y convertirse en L-cistina a un pH
mas alto, lo que puede reducir la tasa de recuperacién del proceso de cromatografia continua. Por lo tanto, en la
invencion reivindicada, el caldo de fermentacién que contiene L-cisteina puede ser un caldo de fermentacién que tenga
un pH de 3,0 a 9,0, especificamente de 3,5 a 8,5, mas especificamente de 3,5a 7,5, de 4,5a 7,0, o de 5,0 a 6,0.

Sin embargo, dado que la tasa de recuperacioén del proceso de cromatografia continua puede verse afectada por
diversos parametros del proceso, tales como el caudal entre las torres de resina del proceso de cromatografia continua,
la temperatura del proceso, la composicion de la fase movil, la secuencia de cromatografia continua, efc., la tasa de
recuperacién del proceso de cromatografia continua no es un factor que se limite solo por el pH del liquido fuente para
la cromatografia continua.

En la presente descripcion, el método puede incluir, ademas, una etapa de diluir o concentrar el caldo de fermentacion,
que contiene L-cisteina, antes de la etapa (a). La etapa se puede llevar a cabo antes o después de la etapa de ajuste
del pH descrita anteriormente.

La concentracién se puede llevar a cabo en un evaporador convencional (por ejemplo, un evaporador de circulaciéon
forzada, un evaporador de pelicula delgada, o un evaporador rotatorio, etc.).

La concentracion de L-cisteina en el caldo de fermentacién diluido o concentrado puede ajustarse de 10 g/L a 180 g/L,
especificamente de 10 g/L a 150 g/L, pero no es un factor que afecte en gran medida a la tasa de recuperacién del
proceso de cromatografia continua y a la calidad del liquido separado (especificamente, el contenido sélido de L-
cisteina, excluyendo la humedad, en el liquido separado) obtenido a través del proceso de cromatografia continua.
Por lo tanto, ajustar la concentracién del caldo de fermentacién que contiene L-cisteina utilizado como liquido fuente
para el proceso de cromatografia continua no es un proceso esencial para separar y purificar la L-cisteina. Sin
embargo, cuando la concentracién se ajusta a 180 g/L o mas, la concentracion de L-cisteina es mayor que la
solubilidad de la L-cisteina, de modo que se producen cristales de L-cisteina de baja calidad que no son adecuados
para la recuperacion, lo que resulta en el deterioro de la tasa de recuperacion del proceso de cromatografia continua.
Cuando la concentracién del liquido fuente para el proceso de cromatografia continua es alta, la cantidad de agua
utilizada en el proceso de cromatografia continua puede reducirse en relacién con la cantidad de L-cisteina utilizada
para el tratamiento. Tal caracteristica no se puede encontrar en un proceso de intercambio i6nico, en el cual la cantidad
de agua utilizada se determina por la cantidad maxima de adsorcién de L-cisteina y una resina de intercambio iénico.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “cromatografia continua” se refiere a un proceso mediante el cual
un proceso de cromatografia por lotes convencional se lleva a cabo de forma continua. Especificamente, se pueden
suministrar de manera continua una fase sélida y una fase liquida al aparato de cromatografia, y la fase solida y la
fase liquida se mueven en direcciones opuestas entre si para provocar el contacto a contracorriente, lo que permite,
de una manera mas eficiente, la separacion de sustancias. En la presente descripcion, la cromatografia continua se
puede utilizar en el sentido de que incluye tanto la cromatografia en lecho mévil verdadero (TMB, por sus siglas en
inglés) como la cromatografia en lecho mévil simulado (SMB, por sus siglas en inglés). Ademas, dado que la
cromatografia en lecho movil verdadero y la cromatografia en lecho mévil simulado emplean los mismos principios,
los expertos en la técnica pueden seleccionarlas y utilizarlas adecuadamente teniendo en cuenta la productividad y
otros aspectos.

Cuando en la presente descripcién se emplea el proceso de cromatografia continua, no se requiere un proceso de
adsorcién/elucion y, por lo tanto, tiene las ventajas de tener una alta productividad por hora, en comparacién con un
proceso de intercambio i6nico, y de reducir la cantidad de agua utilizada en el proceso. Ademas, a fin de obtener un
producto de L-cisteina en polvo a partir de un liquido de proceso que contiene L-cisteina obtenida mediante un proceso
de intercambio i6nico o un proceso de cromatografia comuan con un alto rendimiento, se precisa una gran cantidad de
energia en un proceso de cristalizacion por concentracién. En este sentido, el coste de la energia puede reducirse
segun el método de la presente descripcion.

En algunos casos, se puede utilizar un aparato de cromatografia en SMB, y en la Figura 2 se muestra un diagrama
esquematico del aparato de cromatografia en SMB. Los parametros del proceso, tal como el nimero de torres de
resina, el volumen de las torres de resina, la capacidad de llenado de la resina, el caudal de cada seccion, la presencia
0 ausencia de una instalacion de tanque intermedio, el tiempo de movimiento de las torres de resina, efc., pueden
variar, y no se limitan a las condiciones fijas especificadas anteriormente.
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La fase estacionaria del aparato de cromatografia continua puede ser una resina de intercambio i6nico vy,
especificamente, puede ser una resina de intercambio catiénico fuertemente acida. En la invencién reivindicada, la
resina de intercambio catidnico fuertemente acida tiene un grupo funcional de acido sulfénico. En los casos descritos,
el grupo funcional de la resina de intercambio catidnico fuertemente acida puede ser un grupo sulfato, pero no se limita
al mismo. Ademas, el compuesto base de la resina de intercambio cationico fuertemente acida utilizada en la presente
memoria, no esta limitado, siempre que pueda unirse al mismo un grupo funcional fuertemente acido. Por ejemplo, se
pueden utilizar los que se deriven de un copolimero de estireno-divinilbenceno, pero no se limitan a los mismos. En
un ejemplo especifico, la resina de intercambio catiénico fuertemente acida puede ser un copolimero de acido sulfdrico
de estireno-divinilbenceno, pero no se limita al mismo.

Cuando copolimeros de estireno-divinilbenceno sin grupo funcional, resinas de intercambio sin grupo funcional, tales
como polimeros de metacrilato sin grupo funcional; resinas de intercambio aniénico fuertemente basicas, tales como
los copolimeros estireno-divinilbenceno de trimetilamina; resinas de intercambio aniénico débilmente basicas, tales
como los copolimeros de estireno-divinilbenceno de amina terciaria; resinas de intercambio catidnico débilmente
basicas, tales como los polimeros de metacrilato de carboxilo, etc., se utilizan en la presente descripcién como otros
tipos de fases estacionarias utilizadas cominmente en la separacién y purificacion de aminoacidos en la técnica, es
dificil purificar la L-cisteina en un contenido solido del 50 % (p/p) 0 mas, excluyendo la humedad, en el liquido separado
obtenido mediante el proceso de cromatografia continua. Mientras tanto, cuando se utiliza una resina de intercambio
cationico fuertemente acida, tal como un copolimero de acido sulfirico de estireno-divinilbenceno, es posible purificar
la L-cisteina en un contenido sélido del 80 % (p/p) 0 mas, excluyendo la humedad, en el liquido separado obtenido
mediante el proceso de cromatografia continua, especificamente del 90 % (p/p) o mas.

En el aparato de cromatografia, se puede utilizar como fase mévil agua a la que no se afiaden compuestos quimicos
(tal como un disolvente organico, tal como metanol, alcohol isopropilico, acetonitrilo, etc.), una solucién diluida de sosa
caustica, una solucion diluida de acido sulflrico, una solucién diluida de acido fosférico, una solucion diluida de acido
clorhidrico, una solucién diluida de hidréxido de potasio, 0 una mezcla de las mismas, pero no se limita a las mismas.
En un ejemplo especifico, se puede utilizar agua como fase moévil para la cromatografia continua. Cuando se utiliza
una fase moévil que contiene un compuesto quimico, el compuesto quimico puede permanecer en el producto final, por
lo que puede que no sea posible vender el producto, ya que puede haber superado el limite estandar de residuos para
el compuesto quimico, o puede ser imposible distribuir el producto como un producto natural. Ademas, dado que no
se afiaden al agua de proceso sustancias quimicas distintas del agua, se puede esperar un efecto de ahorro en costes
de produccién. En el proceso de intercambio i6nico, para eluir la L-cisteina unida, se utiliza esencialmente como
eluyente un disolvente, tal como &cido clorhidrico o acido sulfirico y, en consecuencia, su uso va acompafiado
inevitablemente de un aumento en el coste del producto, asociado con el uso y la eliminacion de las sustancias
quimicas.

Cuando el caldo de fermentacién que contiene L-cisteina se introduce en el aparato de cromatografia continua en la
etapa (a), se puede obtener un liquido separado que contiene L-cisteina a medida que la L-cisteina se separa segun
la cromatografia continua. En la presente descripcién, el liquido separado que contiene la L-cisteina separada puede
denominarse de forma breve “liquido separado”, “liquido separado por cromatografia” o “liquido de proceso”.

La calidad del liquido separado puede evaluarse por el contenido de L-cisteina en el sélido, excluyendo la humedad,
en el liquido separado. El liquido separado de la presente descripcién puede tener un contenido sélido de L-cisteina,
excluyendo la humedad, del 80 % (p/p), especificamente del 85 % (p/p), mas especificamente del 90 % (p/p) 0 mas.
Se confirm6 experimentalmente que se pueden preparar cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina con una
pureza del 98 % o mas, cuando el contenido sélido de L-cisteina, excluyendo la humedad, en el liquido separado sea
del 80 % o mas. Sin embargo, dado que la pureza de los cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina puede verse
afectada por otras condiciones del proceso, tales como la concentracion, la cristalizacion, la separacion de cristales,
efc., la pureza de los cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina no es un factor que se limite solo por el contenido
solido de L-cisteina, excluyendo la humedad, en el liquido del proceso producido por la cromatografia continua.

En la presente descripcion, la etapa (a) puede denominarse “proceso de cromatografia continua™. El término “tasa de
recuperacién del proceso de cromatografia continua” se refiere a la tasa de recuperacion de L-cisteina en el liquido
separado obtenido, en relacion con el caldo de fermentacion introducido en la etapa (a), y se utiliza para evaluar la
eficiencia del proceso. La tasa de recuperacion de la cromatografia continua en la presente descripcion puede ser del
50 % (p/p), especificamente del 60 % (p/p), mas especificamente del 70 % (p/p), y mas especificamente del 80 % (p/p)
0 mas, pero no se limita a esto.

A fin de convertir la L-cisteina contenida en el liquido separado de la presente descripcion, en clorhidrato de L-cisteina,
se puede afiadir &cido clorhidrico al liquido separado en la etapa (b). Especificamente, el acido clorhidrico se puede
afiadir de manera que la relacién de equivalencia ([HCI]/[L-cisteina]) del acido clorhidrico a la L-cisteina contenida en
el liquido separado, sea mayor de 0,85 y 3,5 o menos, mayor de 1,0 y menor de 3,0, 0,9 a 3,0, especificamente, de
1,5 a 2,5, mas especificamente, 2,0. En la invencién reivindicada, el acido clorhidrico se afiade al liquido separado,
de manera que la relacion de equivalencia ([HCI)/[L-cisteina]) del acido clorhidrico a la L-cisteina, sea de 0,9 a 3,0.
Cuando la relacién de equivalencia es de 0,9 a 3,0, la tasa de recuperacién del proceso de cristalizacion puede ser
del 40 % o mas, y se espera que sea del 50 % o mas en una relacion de equivalencia de mas de 1,0 y menos de 3,0,
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y la tasa de recuperacion del proceso de cristalizacion puede ser del 60 % o0 mas en la relacién de equivalencia de 1,5
az25.

La etapa (c) es una etapa para concentrar el liquido separado al que se afiade acido clorhidrico para la cristalizacion.
En la etapa (c), se puede obtener un concentrado concentrando el liquido separado al que se afiade acido clorhidrico.
Los expertos en la técnica, mediante una seleccién adecuada, pueden llevar a cabo la concentracién en un evaporador
convencional (por ejemplo, un evaporador de circulacion forzada, un evaporador de pelicula delgada, o un evaporador
rotatorio, etc.). La concentracion de L-cisteina en el concentrado de la etapa (c) puede estar en el rango de 100 g/L a
900 g/L, especificamente de 200 g/L a menos de 900 g/L, de 300 g/L a menos de 900 g/L, de 400 g/L a menos de
900 g/L, mas especificamente de menos de 500 g/L a 900 g/L.

Cuando la concentracién de L-cisteina en el concentrado es baja, la cristalizacién no se produce durante la
concentracién debido a la falta de sobresaturacion requerida para la nucleacién y el crecimiento de los cristales, y la
cristalizacién puede lograrse durante el enfriamiento, o la cristalizacién puede llevarse a cabo mediante un proceso
adicional. Sin embargo, la tasa de recuperacion puede ser baja o el tiempo de cristalizacién puede prolongarse.
Cuando la concentracion de L-cisteina en el concentrado es de 300 g/L o mas, se pueden formar nucleos cristalinos
de hidrato de clorhidrato de L-cisteina durante el proceso de concentracién. Ademas, cuando se enfria la suspension
de hidrato de clorhidrato de L-cisteina concentrada a 300 g/L o mas, la tasa de recuperacion del proceso de
cristalizacién para el hidrato de clorhidrato de L-cisteina puede aumentar. Cuando la concentracion del hidrato de
clorhidrato de L-cisteina en el concentrado es de 900 g/L, puede producirse la solidificacion debido a la formacion de
una gran cantidad de particulas cristalinas y, en consecuencia, la agitacién de la suspension cristalina y la separacion
de los cristales pueden no ser posibles. Por lo tanto, la etapa de concentrar el liquido separado al que se afiade el
acido clorhidrico, se concentra de manera que la concentracién de L-cisteina sea de 200 g/L a menos de 900 g/L,
especificamente de 300 g/L a menos de 900 g/L, mas especificamente de 500 g/L a menos de 900 g/L.

La cristalizacién del hidrato de clorhidrato de L-cisteina puede producirse durante la concentraciéon segun la etapa (c).
Tal como se usa en la presente memoria, el término “cristalizacion” se refiere a un fendmeno por el cual un liquido o
un soélido en estado amorfo forma un cristal, y va acompafiado de dos fendmenos denominados nucleacion y
crecimiento cristalino.

El concentrado puede formar y/o hacer crecer nucleos cristalinos mediante enfriamiento y/o envejecimiento, antes de
la recuperacion. Ademas, incluso cuando los cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina no se precipitan del
concentrado, se pueden formar cristales durante el enfriamiento o el envejecimiento del concentrado.

La etapa de enfriamiento puede referirse especificamente al enfriamiento a una temperaturade -10 °C a 55 °C, durante
un periodo de 2 horas a 6 horas, especificamente al enfriamiento a una temperatura de 0 °C a 45 °C, durante un
periodo de 2 horas a 6 horas, mas especificamente al enfriamiento a una temperatura de 0 °C a 30 °C, e incluso mas
especificamente al enfriamiento a una temperaturade 0 °C a 15 °C, durante un periodo de 2 horas a 6 horas. La etapa
de envejecimiento puede referirse a dejar reposar sin cambiar la temperatura. En la presente descripcion, puede
referirse a mantener constantemente la temperatura enfriada, o puede referirse a mantener constantemente la
temperatura del concentrado, incluso cuando no se enfria. Especificamente, el envejecimiento se puede lograr durante
un periodo de 1 hora a 3 horas.

La serie de la etapa (c) en la presente descripcién puede denominarse “proceso de cristalizacion”. La “tasa de
recuperacién del proceso de cristalizacion™ se refiere a la tasa de recuperacion de L-cisteina de los cristales de hidrato
de clorhidrato de L-cisteina obtenidos en relaciéon con la L-cisteina en el liquido separado, segun el proceso de
cromatografia continua, y se utiliza para evaluar la eficiencia del proceso de cristalizacion. La tasa de recuperacion del
proceso de cromatografia continua puede ser del 40 % (p/p), especificamente del 50 % (p/p), mas especificamente
del 60 % (p/p), incluso mas especificamente del 70 % (p/p).

En la etapa (d), se pueden recuperar los cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina precipitados del concentrado.
Especificamente, los cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina se pueden recuperar de la suspension al someter
el concentrado a una separacién sélido-liquido. Esto puede llevarse a cabo utilizando un separador solido-liquido, tal
como un aparato de filtracién por membrana a presion reducida, un aparato de filtracién por membrana a presion, un
aparato de separacién centrifuga, etc., pero no se limita a los mismos. La suspension y/o los cristales de cisteina
precipitados pueden someterse a un lavado o secado adicionales.

En la presente descripcion, el filtrado obtenido al recuperar los cristales en la etapa (d) es un liquido madre que tiene
L-cisteina residual, y puede afiadirse total o parcialmente al caldo de fermentacién de la etapa (a), al liquido separado
de la etapa (b), o al liquido separado al que se afiade acido clorhidrico de la etapa (c), a fin de mejorar la tasa de
recuperacién durante la purificacién final de la L-cisteina, pero no se limita a esto.

El hidrato de clorhidrato de L-cisteina preparado segln el método de preparacion de la presente descripcion puede
ser un monohidrato. La pureza de los cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina preparados segun el método de
preparacién de la presente descripcion, puede ser del 95 % (p/p) o mas, especificamente del 98 % (p/p), mas
especificamente del 99 % (p/p).
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También se proporcionan en la presente memoria cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina preparados mediante
el método para preparar cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina descrito anteriormente.

Los cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina y su método de preparacion son los descritos anteriormente.
Efectos ventajosos

El método para preparar cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina de la presente descripcion, es capaz de
separar y purificar el caldo de fermentacién de L-cisteina tal como esta en estado natural sin una reaccién quimica o
el uso de compuestos sintéticos artificiales, y obtener al mismo tiempo cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina
con una alta tasa de recuperacion y/o pureza. Ademas, el método de preparacion de la presente descripciéon muestra
una productividad eficiente y, en particular, el consumo de agua puede reducirse notablemente.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra una ilustracién representativa de un proceso para preparar cristales de hidrato de clorhidrato de
L-cisteina mediante cromatografia continua, a partir de L-cisteina natural contenida en un caldo de fermentacion.

La Figura 2 muestra la disposicion de las torres de resina y el caudal para cada seccién de cromatografia en SMB
utilizada.

Modo

De aqui en adelante, la presente descripcion se describira con mas detalle mediante ejemplos. Estos ejemplos se
proporcionan unicamente con fines ilustrativos.

Métodos de prueba
Los métodos analiticos comunes utilizados en los ejemplos de la presente descripcidn, son los siguientes:
(1) HPLC para el andlisis cuantitativo del monohidrato de clorhidrato de L-cisteina

Las condiciones para el analisis por HPLC para analizar la pureza y la concentracién del monohidrato de clorhidrato
de L-cisteina en la presente descripcién, son las siguientes:

Aparato: HPLC 1260 Infinity System (Agilent Technology Inc.)

Columna: HP C18 (150 mm x 3,9 mm; 5 pm)

Fase mévil: Acetonitrilo/Agua/Acido heptafluorobutirico (8/92/0,1)

Caudal: 0,425 ml/min

Temperatura: 30 °C

Deteccion: UV a 220 nm

Volumen de muestra introducido: 2 pL

(2) Método para medir la pureza de los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina

En la presente descripcion, la calidad de los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina se evallia en base a
la pureza del monohidrato de clorhidrato de L-cisteina, y su procedimiento es el siguiente:

(a) Preparar cristales anhidros de clorhidrato de L-cisteina colocando los cristales de monohidrato de clorhidrato
de L-cisteina en una secadora al vacio que contenga gel de silice, durante 24 horas a un vacio de 20 mmHg o menos,
para eliminar la humedad residual y bajar la temperatura de los cristales anhidros de clorhidrato de L-cisteina hasta
temperatura ambiente;

(b} Preparar una muestra de 0,5000 g/L midiendo cuantitativamente 0,5000 g de los cristales anhidros de
clorhidrato de L-cisteina enfriados a temperatura ambiente, colocandola en un matraz volumétrico de 1 L, y diluyéndola
con agua tridestilada;

(c) Preparar una muestra de 0,5000 g/L midiendo cuantitativamente 0,5000 g de los cristales anhidros de
clorhidrato de L-cisteina, colocandola en un matraz volumétrico de 1 L, y diluyéndola con agua tridestilada, después
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de tratar los cristales estandar de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina (Sigma, = 99,0 %), de la misma manera
que en la etapa (a), determinando posteriormente la pureza de un producto estandar mediante certificado del fabricante
del reactivo estandar y, a continuacién, convertir la concentracion de clorhidrato de L-cisteina anhidra en la muestra
(convertida [concentracion de clorhidrato de L-cisteina anhidro] es de 0,5000 g/L x [pureza del producto estandar]); y

(d) Analizar la pureza de los cristales anhidros de clorhidrato de L-cisteina utilizados en la etapa (a), utilizando
la muestra preparada en la etapa (¢} como estandar externo, y analizar la muestra preparada en la etapa (b} mediante
HPLC (la pureza de los cristales anhidros de clorhidrato de L-cisteina es la misma que la pureza de los cristales de
monohidrato de clorhidrato de L-cisteina).

(3) Método para analizar el contenido de L-cisteina en base a sélidos en el caldo de fermentacién o el liquido separado
segun el proceso de cromatografia

En la presente descripcion, la calidad del caldo de fermentacion o del liquido separado segin el proceso de
cromatografia, se evalla en base al contenido de L-cisteina en los sélidos obtenidos al eliminar la humedad de la
solucién, y su procedimiento es el siguiente:

(a) desodorizar un recipiente de porcelana con alrededor de 5 g de arena marina (malla de 10 a 20 g; Daejung
Chemicals), y eliminar la humedad residual colocandola en un horno de circulacion forzada a 105 °C durante 3 horas
y, a continuacion, enfridndola a temperatura ambiente colocandola en una secadora al vacio que contenga gel de
silice, durante 1 hora;

(b) afiadir la solucién a analizar al recipiente de la etapa (a), y cuantificar la [masa de la solucién] utilizando la
diferencia de peso antes y después de la adicion;

(c) eliminar la humedad residual colocando el recipiente en un horno de circulacién forzada a 105 °C durante 3
horas y, a continuacion, enfriandolo a temperatura ambiente colocandolo en una secadora al vacio que contenga gel
de silice durante 1 hora, posteriormente cuantificando la cantidad de humedad eliminada utilizando la diferencia de
peso, y convirtiendo el contenido sélido en masa de la solucién para medirlo utilizando lo mismo ([contenido sélido en
masa] es ([masa de solucién] - [masa de humedad eliminada]) / [masa de solucién]);

(d) medir la densidad de la solucién a analizar utilizando un analizador de gravedad especifico;
(e) medir la concentracion de L-cisteina en la solucién a analizar mediante HPLC; y
() convertir el contenido de L-cisteina en el sélido, excluyendo la humedad de la solucion a analizar, utilizando

el contenido sélido en masa de la solucion, la densidad y la concentracién de L-cisteina ([contenido de L-cisteina en
el sélido, excluyendo la humedad, de la solucién] es [concentracién de L-cisteina] / [densidad de la solucion] /
[contenido s6lido en masa de la solucion]).

Ejemplo de preparacién
(1) Preparacion de caldo de fermentacion que contiene L-cisteina

Tras obtener un caldo de fermentacién de O-fosfoserina mediante el cultivo de un microorganismo capaz de producir
O-fosfoserina en un medio de fermentacién, el caldo de fermentacién se sometié a una reacciéon de conversion
enzimatica con un sulfuro, utilizando O-fosfoserina sulfhidrasa (OPS sulfhidrasa) para obtener un caldo de
fermentacién que contenia L-cisteina.

Concretamente, la cepa KCCM 11103P (CA07-0022/pCL-prmf-serA*(G336V)-serC; patente coreana nim. 10-
1381048), que es una cepa modificada de E. coli W3110, en la que se elimina el serBy se introduce la serA* mutante
para que tenga la capacidad de producir OPS, se cultivé en una placa de agar MMYE a 33 °C durante 24 horas, y 1/10
de las células de la placa se rasparon de una placa y se inocularon en un medio semilla de matraz (10 g/L de glucosa,
0,5 g/L de sulfato de magnesio, 3 g/L de dihidrogenofosfato de potasio, 10 g/L de extracto de levadura, 0,5 g/L de
cloruro de sodio, 1,5 g/L de cloruro de amonio, 12,8 g/L de pirofosfato de sodio, 1 g/L de glicina) en un matraz deflector
para llevar a cabo un cultivo semilla a 200 rpm a 30 °C durante 6 horas. Una vez completado el cultivo semilla, el
medio de cultivo semilla con un volumen correspondiente al 16 % del volumen del medio de cultivo principal, se inoculd
en un fermentador de tamafio pequefio de 1 L lleno con 300 ml del medio de cultivo principal, y el cultivo se llevé a
cabo a 33 °C y pH 7,0, para obtener un caldo de fermentacién de OPS. El caldo de fermentacion de OPS a 50 mM se
hizo reaccionar con la enzima Msm-T derivada del Mycobacterium tuberculosis H37Rv a concentracion de 50 mg/mL
en condiciones de 100 mM de Na2Sy 0,2 mM de piridoxal 5'-fosfato (PLP), para obtener un caldo de fermentacion que
contenia L-cisteina (patente coreana num. 10-1381048).

El pH del caldo de fermentacién de L-cisteina era de 9,3 y la concentracion de L-cisteina era de 26 g/L. El contenido

solido de L-cisteina, excluyendo la humedad, en el caldo de fermentacion de L-cisteina era del 26,7 %. El pH del caldo
de fermentacién se ajusté bajando a un pH de 5,5 utilizando acido sulfirico al 98 %. El caldo de fermentacion se
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concentré utilizando un evaporador de pelicula fina para preparar un caldo de fermentacién de L-cisteina con una
concentracién de L-cisteina de 120 g/L como liquido fuente para la cromatografia en SMB. Las condiciones de
concentracién son las siguientes:

Presion interna: 80 mm Hg (correspondiente a 10,7 kPa)

Presion de vapor: 2 bar

Cantidad maxima de inyeccién: 100 L

Caudal de circulacion forzada del liquido de proceso: 10 L/min

Tasa de evaporacion: alrededor de 25 L/h

(2) Obtencién de un liquido separado en el que se separa la L-cisteina utilizando un aparato de cromatografia continua

A fin de obtener un liquido separado en el que se separara la L-cisteina, se utilizé un aparato de cromatografia en
SMB. En la Figura 2 se muestra un diagrama esquematico del aparato de cromatografia en SMB.

Especificamente, como se muestra en la Figura 2, el aparato estaba compuesto por un total de 15 torres de resina. El
volumen de cada torre erade 1,5 L, y la resina se llend hasta el 95 % del volumen de la torre. El liquido fuente de SMB
se introdujo en la torre 8 de resina a un caudal de 15 ml/min. La fase movil se introdujo en la torre 1 de resina a un
caudal de 95 ml/min. El liquido del proceso de produccion de SMB (liquido separado) se descargd de la torre 3 de
resina a un caudal de 50 ml/min. El liquido residual del proceso de SMB se descargd de la torre 12 de resina a un
caudal de 60 ml/min. El liquido descargado desde la torre 15 de resina se mezcld con la fase movil a un caudal de
65 ml/min y, a continuacion, la mezcla se introdujo en la torre 1 de resina a un caudal total de 160 ml/min. Se instald
un tanque intermedio de 1 L entre las torres 7 y 8 de resina para permitir el control automatico mediante el control del
nivel del agua, de modo que el liquido fuente para la cromatografia en SMB pudiera fluir a un caudal constante hacia
las torres de resina. Las torres de resina se movieron en la direccion al nimero decreciente cada 8 minutos, pero se
accionaron de manera circular, de modo que la torre 1 de resina se movio a la torre 15 de resina.

En el Ejemplo de preparacién, cada una de las resinas TRILITE® MCK32L, PUROLITE® PCR642, o DIAION®
UBKS555, que son resinas de copolimero de estireno-divinilbenceno que tienen un grupo sulfato de acido fuerte como
grupo funcional, se cargo en la torre de resina del aparato de cromatografia, y se introdujeron en ella 0,1 kL o mas del
liquido fuente, para la cromatografia en SMB. A continuacion, se hizo funcionar el aparato para obtener un liquido para
el proceso de produccion de SMB (liquido separado). Los liquidos separados tenian un pH de 6,1, 6,3 y 5,9,
respectivamente, y la concentracién de L-cisteina era de 35,1 g/L, 34,8 g/L y 33,9 g/L, respectivamente.

(3) Reaccion de adicién y concentracion de acido clorhidrico

Se afiadio &cido clorhidrico al 36 % al liquido separado anterior, de modo que la relacion de equivalencia [HCI)/[L-
cisteina] fuera de 2, y el liquido se concentré conectando linealmente un tubo de concentracion de pelicula delgada y
un tubo de concentracion de tipo circulacion forzada, hasta que la concentracion de L-cisteina alcanzé los 700 g/L.
Los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina se precipitaron durante la concentracion, y la temperatura de
la suspensién de cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina era de 55 °C inmediatamente después de la
concentracién. Las condiciones de concentracién son las siguientes:

Presién interna: 80 mm Hg (correspondiente a 10,7 kPa)

Presion de vapor: 2 bar

Cantidad maxima de inyeccién: 100 L

Caudal de circulacién forzada del liquido de proceso: 10 L/min

Tasa de evaporacion: alrededor de 10 L/h

(4) Enfriamiento y recuperacion de cristales de clorhidrato de L-cisteina

La suspension de cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina se enfrié en un tanque de chaqueta a 15 °C
durante 4 horas, a una tasa de enfriamiento constante mientras se agitaba, y se agitdo durante 2 horas a la misma
temperatura que la temperatura al finalizar el enfriamiento. Posteriormente, los cristales de monohidrato de clorhidrato
de L-cisteina se sometieron a una separacion sélido-liquido de la suspensién cristales de monohidrato de clorhidrato

de L-cisteina, utilizando un separador centrifugo de cesta. Las condiciones de separacion del separador de cestas son
las siguientes:
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Equipamiento: Separador de cestas de 4,5 litros (H-122; Kokusan)
Liquido de lavado: agua tridestilada

Tipo de filtro: Tejido de filtro de fibra multifilamento de poliamida
Permeabilidad al aire del filtro: 250 L/m?%/s (a 2 mbar)

Velocidad de rotacion del cuenco: 3000 rpm

Tiempo de rotacién del cuenco: 20 min

Durante la separacion, al liquido de lavado se le afiadié el 10 % del volumen de la suspensién de cristales de
monohidrato de clorhidrato de L-cisteina. Tras la separacion, el producto resultante se secé a 35 °C durante 2 horas
0 mas, utilizando un secador de lecho fluidizado, para reducir la humedad residual al 12,0 % o menos y, finalmente,
se prepararon cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina.

Por consiguiente, se midieron el rendimiento del proceso de cromatografia en SMB, el contenido sélido de L-cisteina
(%) en el liquido separado obtenido mediante el proceso de cromatografia en SMB, y la pureza de los cristales de
monohidrato de clorhidrato de L-cisteina. La tasa de recuperacion del proceso de cromatografia en SMB se calculd
como la tasa de recuperacion de L-cisteina en el liquido separado, en comparacioén con el caldo de fermentacién
introducido en el aparato de cromatografia en SMB. Los resultados se muestran en la Tabla 1 junto con los resultados
obtenidos en el Ejemplo de preparacién. Cuando se utiliz6 como fase estacionaria una resina de copolimero de
estireno-divinilbenceno que tenia un grupo sulfato como grupo funcional, todos los resultados experimentales
mostraron que el rendimiento del proceso de cromatografia en SMB era superior al 90 %, que el contenido sélido de
L-cisteina, excluyendo la humedad, en el liquido separado obtenido mediante el proceso de cromatografia en SMB,
era del 92,5 % o mas, y que la pureza de los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina era del 99,5 % o
mas.

En base a esto, se puede confirmar que cuando la cromatografia continua se lleva a cabo empleando una resina de
fase estacionaria que tenga un grupo funcional fuertemente acido, se pueden obtener cristales de monohidrato de
clorhidrato de L-cisteina con un mayor rendimiento y pureza.

Ejemplo experimental 1 - Evaluacion seguin los tipos de resinas de intercambio i6nico

En el Ejemplo de preparacion, los cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina se prepararon variando solo las
resinas de fase estacionaria cargadas en el aparato de cromatografia en SMB. Como las resinas utilizadas como fase
estacionaria, se seleccionaron aquellas que pueden utilizarse industrialmente sin dificultad y que pueden producirse
mediante produccidon en masa. Las resinas se seleccionaron en base a los grupos funcionales, de manera que
contengan un grupo carboxilo débilmente acido, un grupo trimetilamina basico fuerte, un grupo amino terciario basico
débil, y ningdn grupo funcional.

Por consiguiente, se midieron el rendimiento del proceso de cromatografia en SMB, el contenido sélido de L-cisteina
(%) en el liquido separado obtenido mediante el proceso de cromatografia en SMB, y la pureza de los cristales de
monohidrato de hidrocloruro de L-cisteina finalmente recuperados. La tasa de recuperacion del proceso de
cromatografia en SMB se calculé como la tasa de recuperacion de L-cisteina en el liquido separado, en comparacién
con el caldo de fermentacion introducido en el aparato de cromatografia en SMB. Los resultados se muestran en la
Tabla 1 junto con los resultados obtenidos en el Ejemplo de preparacion.

Tabla 1
. Rendimiento dela |[Contenido [Pureza de los cristales de
lert): c‘ijg nf:;: Componente :ir:gg nal cromatografia en de L-cisteinajmonohidrato de clorhidrato
SMB (%) (%) de L-cisteina (%)
TRILITE® Copolimero de Grupo sulfato 92,4 93,2 99,7
MCK32L estireno-
divinilbenceno
PUROLITE® |Copolimero de Grupo sulfato 90,8 92,9 99,5
PCR642 estireno-
divinilbenceno
DIAION® Copolimero de Grupo sulfato 91,4 92,5 99,6
UBK555 estireno-
divinilbenceno
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. Rendimiento dela [Contenido [Pureza de los cristales de
lert): c‘ijg nf:;: Componente :ir:gg nal cromatografia en de L-cisteinajmonohidrato de clorhidrato
SMB (%) (%) de L-cisteina (%)

DIAION® Copolimero de Ninguna 22,6 37,5 Sin cristalizacién
SP850 estireno-

diviniloenceno
MACRONE T®|Copolimero de Ninguna 25,4 44,5 Sin cristalizacién
MN202 estireno-

diviniloenceno
AMBERLIT E®|Copolimero de Ninguna 25,8 31,8 Sin cristalizacion
XA1600 estireno-

diviniloenceno
DIAION® Polimero de Ninguna 16,2 39,1 Sin cristalizacién
HP2MGL metacrilato
DIAION® Copolimero de Grupo 15,4 32,7 Sin cristalizacién
WK10 metacrilato- carboxilo

diviniloenceno
TRILITE® Copolimero de Grupo 13,5 38,9 Sin cristalizacién
AMP16 estireno- trimetilamina

diviniloenceno
TRILITE® Copolimero de Grupo amino 14,2 32,2 Sin cristalizacién
AWO0 estireno- terciario

diviniloenceno

Cuando la resina de copolimero de estireno-divinilbenceno que tiene un grupo sulfato como grupo funcional se utilizd
como fase estacionaria, todos los resultados experimentales mostraron que el rendimiento del proceso de
cromatografia en SMB era superior al 90 %, que el contenido de L-cisteina era del 92,5 % o mas, y que la pureza de
los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina era del 99,5 % o mas. Por el contrario, cuando los cristales
se obtuvieron empleando resinas que tenian un grupo carboxilo débilmente acido, un grupo trimetilamina basico fuerte,
un grupo amino terciario basico débil, o sin grupo funcional, el rendimiento del proceso de cromatografia en SMB era
del 13,5 % al 25,8 %, y el contenido de L-cisteina era del 31,8 % al 44,5 %. Es decir, el rendimiento y el contenido se
redujeron en un 50 % o mas, en comparacion con el rendimiento y el contenido obtenidos cuando se utilizé como fase
estacionaria un grupo funcional fuertemente acido.

En base a esto, se confirmo que en el caso en donde la resina con un grupo funcional fuertemente acido se utilizara
como fase estacionaria cuando el caldo de fermentacion de L-cisteina se separara y cristalizara mediante
cromatografia continua, se podian obtener cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina con un alto
rendimiento, concentracion y pureza.

Ejemplo experimental 2 - Evaluacion del caldo de fermentaciéon que contiene L-cisteina, segun el pH

En el Ejemplo de preparacion (utilizado TRILITE® MCK32L), se prepararon cristales de hidrato de clorhidrato de L-
cisteina variando solo el pH del caldo de fermentacion que contenia L-cisteina. Especificamente, tras obtener el caldo
de fermentacién que contenia L-cisteina de la misma manera que en el Ejemplo de preparacion, el pH del caldo de
fermentacién se varié de 2,5 a 9,5 utilizando acido sulflrico al 98 % o una solucién de sosa caustica al 50 %.

Por consiguiente, se midieron el rendimiento del proceso de cromatografia en SMB, el contenido sélido de L-cisteina
(%) en el liquido separado obtenido mediante el proceso de cromatografia en SMB, y la pureza de los cristales de
monohidrato de hidrocloruro de L-cisteina finalmente recuperados. La tasa de recuperacion del proceso de
cromatografia en SMB se calculé como la tasa de recuperacion de L-cisteina en el liquido separado, en comparacién
con el caldo de fermentacion introducido en el aparato de cromatografia en SMB. Los resultados se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2

Pureza de los cristales de
monohidrato de clorhidrato de L-
cisteina (%)

Contenido de L-
cisteina (%)

pH del caldo de
fermentacion

Tasa de recuperacion de la
cromatografia en SMB (%)

2,5 30,1
3,0 59,4

81,3
85,4

98,2
98,9
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pH del caldo de ([Tasa de recuperacién de la Contenido de L- I:‘:)r::ﬁig(:;& s dc;i;t::ﬁis d?aeto de L-

fermentacion cromatografia en SMB (%) cisteina (%) cisteina (%)
3,5 68,2 90,1 99,6
4,0 76,5 91,2 99,5
4,5 88,2 93,7 99,6
5,0 90,2 94,5 99,7
55 92,4 93,2 99,7
6,0 91,8 92,1 99,5
6,5 89,4 92,7 99,4
7,0 86,1 92,2 99,5
7.5 69,2 90,3 99,3
8,0 60,3 88,4 99,0
8,5 58,2 87,9 99,1
9,0 50,4 85,7 98,7
9,5 22,7 58,2 75,6

Se determiné que el rendimiento del proceso de cromatografia en SMB era del 50 % o mas en un rango de pH de 3,0
a 9,0, del 85 % o mas en un rango de pH de 4,5 a 7,0, y del 90 % en un rango de pH de 5,0 a 6,0. El contenido sélido
de L-cisteina, excluyendo la humedad, en el liquido separado obtenido mediante el proceso de cromatografia en SMB
era del 85 % o mas en un rango de pH de 3,0 a 9,0, y del 90 % o mas en un rango de pH de 3,5a 7,5.

Ademas, se determin6 que la pureza de los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina era del 98 % o mas
en un rango de pH de 2,5 a 9,0, y del 99 % o mas en un rango de pH de 3,5 a 8,5. Es decir, se confirmé que cuando
se empled el método de la presente descripcion, los cristales de monohidrato de hidrocloruro de L-cisteina se podian
obtener con una pureza muy alta, sin afectar en gran medida al rango de pH.

Ejemplo experimental 3 - Evaluacion segin la cantidad de acido clorhidrico afiadida

En el Ejemplo de preparacion (utilizado TRILITE® MCK32L), se prepararon cristales de hidrato de clorhidrato de L-
cisteina variando solo la relacion de equivalencia [HCIJ/[L-cisteina] del acido clorhidrico afiadido en el rango de 0,80,
0,85, 0,90,1,0,1,5,2,0,2,5,3,0y 3,5.

Por consiguiente, se midieron el rendimiento de la cromatografia en SMB y la pureza de los cristales de monohidrato
de hidrocloruro de L-cisteina finalmente recuperados. La tasa de recuperacion del proceso de cristalizacién se calculd
como la tasa de recuperacion de la L-cisteina contenida en los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina
finalmente recuperados, en relacién con la L-cisteina en el liquido separado segin el proceso de cromatografia en
SMB. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3
Relacion de Pureza de los cristales de Tasa de recuperacion del
equivalencia Tipo de cristales monohidrato de clorhidrato de L- proceso de cristalizacion
[HCI)/[L-cisteina] cisteina (%) (%)
0,80 L-cisteina - -
0,85 L-cisteina - -
0,90 Monohidrato de 99,5 43,7
clorhidrato de L-cisteina
1,0 Monohidrato de 99,7 46,1
clorhidrato de L-cisteina
1,5 Monohidrato de 99,5 60,2
clorhidrato de L-cisteina
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Relacion de Pureza de los cristales de Tasa de recuperacion del
equivalencia Tipo de cristales monohidrato de clorhidrato de L- proceso de cristalizacion
[HCI)/[L-cisteina] cisteina (%) (%)
2,0 Monohidrato de 99,7 79,1
clorhidrato de L-cisteina
2,5 Monohidrato de 99,6 64,9
clorhidrato de L-cisteina
3,0 Monohidrato de 99,6 449
clorhidrato de L-cisteina
3,5 Monohidrato de 99,7 24,8
clorhidrato de L-cisteina

Todos los cristales se precipitaron durante la concentracién, pero cuando la relacién de equivalencia [HCI)/[L-cisteina]
era de 0,85 0 menos, se precipitaron los cristales de L-cisteina, y cuando la relacién de equivalencia era de 0,9 o mas,
se precipitaron los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina. Es decir, se puede interpretar que cuando la
relacion de equivalencia era superior a 0,85, los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina se precipitaron.

Se determiné que la pureza de los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina era del 98 % o mas cuando
se formaba el monohidrato de clorhidrato de L-cisteina independientemente de la relacién de equivalencia [HCI)/[L-
cisteina). Se determin6 que la tasa de recuperacion del proceso de cristalizacién para el monohidrato de clorhidrato
de L-cisteina era del 40 % o mas en la relacion de equivalencia [HCI)/[L-cisteina] de 0,9 a 3,0, y se espera que sea
superior al 50 % en la relacién de equivalencia superior a 1,0 e inferior a 3,0. Ademas, se determiné que la pureza era
del 60 % o mas en la relacién de equivalencia de 1,5 a 2,5, y se predice que puede haber una condicién éptima para
alcanzar la tasa de recuperacién mas alta en la relacién de equivalencia de 1,5 a 2,5.

Ejemplo experimental 4 - Evaluacion segin la concentracién del concentrado

En el Ejemplo de preparacion (utilizado TRILITE® MCK32L), se prepararon cristales de hidrato de clorhidrato de L-
cisteina variando solo la concentracion del concentrado obtenido al concentrar el liquido separado al que se afiadio
acido clorhidrico de 100 g/L a 900 g/L.

Por consiguiente, en el momento en que se produjo la nucleacion, finalmente se recuperd la pureza de los cristales de
monohidrato de clorhidrato de L-cisteina, y se midio la tasa de recuperacion del proceso de cristalizacion. La tasa de
recuperacién del proceso de cristalizacion se calculé como la tasa de recuperacion de la L-cisteina contenida en los
cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina finalmente recuperados, en relacién con la L-cisteina en el liquido
separado segun el proceso de cromatografia en SMB. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4
Goncentacin | Womentoy qus nuclescionse PEE delos rstas | ass e recuperain oo

L-cisteina (%) (%)

100 Sin formacion de cristales Sin formacion de cristales 0

200 Durante el enfriamiento 99,8 28,3

300 Durante la concentracién 99,7 50,7

400 Durante la concentracién 99,5 62,1

500 Durante la concentracién 99,7 70,6

600 Durante la concentracién 99,6 73,4

700 Durante la concentracion 99,7 79,1

800 Durante la concentracién 99,1 83,2

900 Durante la concentracion No hay separacion de cristales Ncorigaessegsg?cﬂég ge

debido a la solidificacién R,
solidificacion

La nucleacién del monohidrato de clorhidrato de L-cisteina se produjo cuando la concentracién era de 200 g/L 0 mas,
pero la nucleacién se produjo durante la concentracién cuando la concentracién era de 300 g/L o mas, y fue posible
llevar a cabo una cristalizacién rapida.
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La pureza de los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina era del 99 % o mas en todos los casos en que
se formaron cristales. Es decir, se confirmé que cuando los cristales se obtuvieron utilizando el método de la presente
descripcion, los cristales de monohidrato de hidrocloruro de L-cisteina se podian obtener con una pureza muy alta,
independientemente de la concentracion del liquido separado. La tasa de recuperacion del proceso de cristalizacion
aumento en proporcién a la concentracion. Sin embargo, cuando la concentracion era de 800 g/L, se podian obtener
cristales de L-cisteina con una alta pureza y una alta tasa de recuperacion, mientras que, cuando la concentracién era
de 900 g/L, se producia la solidificacion de la suspensién de cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina v,
en consecuencia, eran imposibles la agitacién y la separacién de los cristales. Por lo tanto, se espera que los cristales
de L-cisteina se puedan obtener con una alta pureza y una alta tasa de recuperacién a una concentracion inferior a
900 g/L.

En base a estos resultados, se confirmé que cuando la concentracion del liquido separado para la cromatografia en
SMB era de 200 g/L a menos de 900 g/L, los cristales de L-cisteina se obtuvieron facilmente. En particular, se confirmé
que cuando la concentracion estuvo en el rango de 300 g/L a 800 g/L, los cristales podian obtenerse con un proceso
de cristalizacién mas rapido, con una alta pureza y una alta tasa de recuperacion.

Ejemplo experimental 5 - Evaluacion segin el cambio de las condiciones de enfriamiento a baja concentracion

El concentrado, a partir del cual no se formaron cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina, incluso cuando
se enfrié a 15 °C, cuando la concentracion del liquido separado para la cromatografia en SMB era de 100 g/L en el
Ejemplo 4, se enfrié a -10 °C a una tasa de enfriamiento constante durante 2 horas y 30 minutos en un tanque de
chaqueta junto con agitacion, y después se agit6 a la misma temperatura que la temperatura al finalizar el enfriamiento
durante 12 horas. Como resultado, se formaron cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina. Los cristales se
sometieron a una separacion sélido-liquido utilizando un aparato de filtracion por membrana a presion reducida, se les
afiadieron 100 ml de un liquido de lavado, y se secaron en una secadora de horno a 35 °C durante 12 horas, para
reducir la humedad residual al 12,0 % o menos. Finalmente, se prepararon cristales de monohidrato de clorhidrato de
L-cisteina. La pureza de los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina era del 99,8 %, y se determin6 que
la tasa de recuperacién del proceso de cristalizacion era del 9,7 %.

En base a esto, se confirmé que, incluso cuando la concentracion del liquido separado para la cromatografia en SMB
era inferior a 200 g/L, los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina se podian obtener controlando la
temperatura de enfriamiento. Sin embargo, la tasa de recuperacion del proceso de cristalizacion era demasiado baja
para aplicarse industrialmente. Ademas, habia desventajas porque el proceso de cristalizacién por enfriamiento debe
llevarse a cabo incluso en condiciones de temperatura severas por debajo de cero, y porque el tiempo de cristalizacion
es largo.

Ejemplo experimental 6 - Evaluacion segin la temperatura de enfriamiento

En el Ejemplo de preparacion, los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina se prepararon variando solo la
temperatura de enfriamiento de la suspensién de cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina.
Especificamente, se llevaron a cabo un total de 5 experimentos de cristalizacion, incluyendo la agitacién de la
suspension de cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina a 55 °C durante 2 horas sin refrigeracion, y el
enfriamiento de la suspension de cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina a un rango de temperatura
diferente de 0 °C a 45 °C, con una velocidad de enfriamiento de 10 °C/h mientras se agitaba. El volumen inicial de la
suspensién de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina utilizada en cada experimento erade 1 L.

Por consiguiente, la pureza de los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina y la tasa de recuperacion del
proceso de cristalizacién, se muestran en la Tabla 5. La tasa de recuperacion del proceso de cristalizacion se calculd
como la tasa de recuperacion de la L-cisteina contenida en los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina
finalmente recuperados, en relacién con la L-cisteina en el liquido separado segin el proceso de cromatografia en
SMB. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5
Temperatura de Pureza de los cristales de monohidrato de Tasa de recuperacion del proceso
enfriamiento (°C) clorhidrato de L-cisteina (%) de cristalizacion (%)
0 99,5 83,5
15 99,7 79,1
30 99,7 74,2
45 99,8 68,9
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Temperatura de Pureza de los cristales de monohidrato de Tasa de recuperacion del proceso
enfriamiento (°C) clorhidrato de L-cisteina (%) de cristalizacion (%)
55 (Sin 99,8 64,3
cristalizacion)

La pureza de los cristales de monohidrato de clorhidrato de L-cisteina era del 99,5 % o0 mas en todos los casos.
Ademas, la tasa de recuperacién del proceso de cristalizacion era del 64 % 0 mas, incluso cuando no se produjo el
enfriamiento, y la tasa de recuperacién del proceso de cristalizacion aumenté a medida que disminuia la temperatura
de enfriamiento. Se determiné que la tasa de recuperacion del proceso era del 70 % o mas a una temperatura inferior
a 45 °C, y se esperaba que la tasa de recuperacion del proceso fuera del 74 % o mas a una temperatura de 30 °C o
inferior.

Ejemplo 7 - Evaluacion segun la concentracion del caldo de fermentacion que contiene L-cisteina utilizado como
materia prima para la cromatografia en SMB

En el Ejemplo de preparacion, los cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina se prepararon variando solo la
concentracién del caldo de fermentacion (pH 5,5) que contenia L-cisteina utilizado como materia prima para la
cromatografia en SMB. Especificamente, se realizaron un total de 6 experimentos, incluido el uso del caldo de
fermentacion de L-cisteina que tenia una concentracién de 26 g/L obtenido en el Ejemplo de preparacién como liquido
fuente para la cromatografia en SMB, el uso de un caldo de fermentacién que tenia una concentracién de L-cisteina
de 10 g/L como liquido fuente para la cromatografia en SMB por dilucién con agua, y el uso de un caldo de
fermentacién que tenia una concentracién de L-cisteina de 60 g/L a 150 g/L como liquido fuente para la cromatografia
en SMB por concentracién utilizando un evaporador de pelicula fina. Cuando la concentracién de L-cisteina se
increment6 a 180 g/L, el proceso de cromatografia en SMB no se llevo a cabo, ya que los cristales de L-cisteina se
precipitaron.

El volumen del liquido fuente utilizado en cada experimento era de 0,1 kL o mas. El rendimiento del proceso de
cromatografia en SMB y el contenido sélido de L-cisteina, excluyendo la humedad, en el liquido del proceso producido
por cromatografia en SMB, se muestran en |la Tabla 6.

Tabla 6
Concentracion de L-cisteina en el liquido | Rendimiento del proceso de |Contenido solido de L-cisteina
fuente para la cromatografia en SMB (g/L) cromatografia en SMB (%) en liquido separado (%)
10 90,3 94,2
26 91,5 93,0
60 90,9 93,4
90 91,8 92,8
120 92,4 93,2
150 92,0 93,2

El rendimiento del proceso de cromatografia en SMB era del 90 % 0 mas en todas las secciones, y el contenido sélido
de L-cisteina, excluyendo la humedad, en el liquido del proceso producido mediante cromatografia en SMB era del
90 % o mas en todas las secciones. Segln los resultados anteriores, se puede interpretar que el método para purificar
la L-cisteina mediante cromatografia en SMB de la presente descripcidn es muy eficaz para purificar y cristalizar el
caldo de fermentacién que contiene L-cisteina, independientemente de la concentracion de L-cisteina en el liquido
fuente.

Si bien la presente descripcion se ha descrito con referencia a los ejemplos ilustrativos particulares, los expertos en la
técnica a la que se refiere la presente descripcion entenderan que la presente descripcion puede realizarse de otras
formas especificas.

Por lo tanto, los ejemplos anteriores se consideran ilustrativos en todos los aspectos, y no restrictivos. El alcance de
la presente invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas, en lugar de por la descripcion detallada.
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REIVINDICACIONES
Un método para preparar cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina, que comprende:

(a) obtener un liquido separado tras introducir un caldo de fermentacién que tiene un intervalo de
pH de 3,0 a 9,0 y que contiene L-cisteina, en un aparato de cromatografia continua que tiene como
fase estacionaria una resina de intercambio catiénico fuertemente acida;

(b) afiadir acido clorhidrico al liquido separado, de manera que la relacién de equivalencia ([HCI)/[L-
cisteina]) del acido clorhidrico a la L-cisteina sea de 0,9 a 3,0;

(c) concentrar el liquido separado al que se afiade acido clorhidrico; y

(d) recuperar del concentrado cristales de hidrato de clorhidrato de L-cisteina;

en donde la resina de intercambio catiénico fuertemente acida de la etapa (a) tiene un grupo
funcional de acido sulfénico; y

en donde en la etapa (a) el proceso de cromatografia continua no comprende la adsorcién/elucién
de L-cisteina.

El método de la reivindicacién 1, que comprende ademas, ajustar el caldo de fermentacién que contiene L-
cisteina, a un pH de 3,5 a 7,5, antes de la etapa (a).

El método de la reivindicacion 1 o 2, que comprende ademas, concentrar el caldo de fermentacion en un
rango de pH de 3,0 a 9,0, que contiene L-cisteina, antes de la etapa (a).

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la resina de intercambio catiénico
fuertemente acida de la etapa (a) es un copolimero de estireno-divinilbenceno.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el aparato de cromatografia continua de
la etapa (a) es un aparato de cromatografia en lecho moévil simulado (SMB).

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el liquido separado en la etapa (a) tiene
un contenido soélido de L-cisteina, excluyendo la humedad, del 85 % (p/p) 0 mas.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la tasa de recuperacién del proceso de
cromatografia continua en la etapa (a), como una proporcion de L-cisteina en el liquido separado obtenido
en relacion con la L-cisteina en el caldo de fermentacion introducido, es del 50 % (p/p) 0 mas.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la relacién de equivalencia ([HCI)/[L-
cisteina]) del acido clorhidrico a la L-cisteina en la etapa (b), es de 1,5 a 2,5.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la etapa (c) se lleva a cabo de manera
que la concentracién de L-cisteina en el liquido separado, al que se afiade acido clorhidrico, sea de 200 g/L
a menos de 900 g/L.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la etapa (c) se lleva a cabo de manera
que la concentracién de L-cisteina en el liquido separado, al que se afiade acido clorhidrico, sea de 500 g/L
a menos de 900 g/L.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende ademas, enfriar el concentrado
antes de la etapa (d).

El método de la reivindicacién 11, en donde el concentrado se enfria a una temperatura de 0 °C a 30 °C.
El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende afiadir un filtrado obtenido al

recuperar los cristales de la etapa (d) al caldo de fermentacién de la etapa (a), al liquido separado de la etapa
(b), o al liquido separado al que se afiade acido clorhidrico.
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Figura 1
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Figura 2
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