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Procédé pour la production de &-polylysine libre.

Linvention concerne un procédé pour la production de &-
polylysine libre.

Le procédé consiste & faire passer une solution de €-polyly-
sine. de préférence obtenue en cultivant des microorganismes
ayant la faculté de produire de la &-polylysine, 3 travers une
résine échangeuse d'anions basique ou une résine échangeuse
de cations acide, et 3 traiter la solution recueillie par une
opération choisie entre la précipitation dans un solvant orga-
nique, la lyophilisation et le séchage par stomisation, pour
obtenir la &-polylysine libre.

Applications notamment dans les secteurs des produits
chimiques pour I'agriculture, additifs alimentaires, produits
pharmaceutiques, etc.
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La présente invention conzerne un procéds
pour la production de E--polylysine libre.

on sait 48j3 que de la & -polylysine libre
est obtenue, par exemple, en cultivant Strentomyces
albulus sous-espdce lysinopolymerus N° 346 corme d&-

crit dans la demande de brevet janonais mise & l'ins-
pection publique sous le N° 53-72896/1978.

Comme représenté par la formule suivante,
la substance ci-dessus est un polymé@re de L-lysine
et un composé de haut poids moléculaire dans leczuel
les groupes amino de la position € de la L-lysine
forment des liaisons meptidiques avec des groutes
carboxyle adjacents de L-lysine sur sa chaine droite.

NH2 n

Etant donné cue la substance est un polymére
de la L-lysine qui est un acide aminé essentiel, elle
est utilisable en toute sfireté et constitue une matia-
re aux propriétés particulidres du fait gu'elle com-
rorte de nombreux groupes amino. La mise 3 profit de
ces propriétés a fait progresser son application aux
articles de toilette, cosmé&tizues, compléments dfali-
mentation, produits chimiques pour l'agriculture, ad-
ditifs alimentaires, mat&riaux pour 1'électronique,
etc.

Un procédé classique de production de b-po-
lylysine s'exécute comme suit : apr&s avoir séparé les
microorganismes d'un bouillon de culture de € -polyly-
sine, le pH du bouillon de culture est ajusté & 8,5
par addition d'une snlution alcaline, la solution mé-

- langée est amenée 3 passer 3 travers une résine é&chan-~
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geuse de cations faiblement acide<et la €& -polylysine

_ est adsorbée sur la résine. La résine est lavée a

l'eau, et la & -polylysine est séparée de la résine
par élution avec de l'acide chlorhydrique O, 1N.
L'€luat recueilli est concentré& et décoloré par du
charbon actif, puis la & -nolvlysine est précipitse
par addition d'un solvant tel que>1e méthanol, 1l'acé-
tone, etc. La & -polylysine préparée & partir du
bouillon du culture par le procédé& ci-dessus est le
chlorhvdrate de &€ -polylysine.

Cependant, il est &galement nécessaire de
fournir de la 2,-polylysine libre aux secteurs de la
pharmacie, des additifs alimentaires, des produits
chimitues pour l'agriculture, etc.

Il n'a pas &té connu jusqu'ad présent de
procédé pour produire de la & -polylysine libre 3
partir d'un bouillon de zulture de & -polylysine,
d'un sel acide de € -polylysine (par exemple le sul-
fate, le chlorhydrate, le nitrate ou le phosphate)
ou d'une solution de celui-ci. Un but de la présente
invention est de produire en un rendement élevé cet-
te € ~polylysine libre & 1'&chelle industrielle.

En outre, lorsque la & -polylysine est sé&-
parée par &lution d'une résine é&chanceuse de cations
dans le procé&dé classicue susmentionné, 1'é&lution
doit &tre conduite avec une solution agueuse acide.
Il en résulte que la & -volylysine est obtenue sous
forme d'un sel acide par précipitation par un solvant,
lyophilisation ou séchage nar atomisation. Le sel
acide de & -polylysine ne pose pas de problémes lors-
qu'il est utilisé sous forme d'une solution aqueuse.
Ceiendant, & cause de sa pidtre solubilité dans un
solvant organique, le sel acide ne peut &tre utilisé

sous forme de préparations alcooliques pour la con-

servation de produits alimentaires par dissolution
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dans 1'alcool &thylique. Pour augmenter la solubilit&

dans 1'alcool é&thyligue, la &€ -polylvsine doit &tre
sous forme de € -polylysine libre.

Le but de la présente invention est de sur-
monter ces probl2mes en utilisant une ré&sine é&chan-
geuse d'anions basique ou une résine &changeuse de,
cations acide et de fournir un procédé pour produire
la €-polylvsine libre avec un rendement élevé &
1'8chelle industrielle. '

La présente invention fournit un procé&dé
pour la production de € -polylysine libre, qui con-
siste 4 faire passer une solution de & -polylysine,
de préférence une solution d'un sel acide de € -poly-
lysine ou une solution obtenue en séparant les micro-
organismes d'un bouillon de culture de & -polylysine,
d travers une résine é&changeuse d'anions basique, et
3 traiter la solution recueillie par une opération
choisie entre la précipitation dans un solvant orga-
ﬁique, la lyophilisation et le séchage par atomisa-
tion, pour obtenir la & -polylysine libre.

De plus, la présente invention fournit un
procédé pour la production de é -volylysine libre,
gui consiste & faire passer une solution de & -poly~-
lysine 3 travers une ré&sine échangeuse de cations
acide pour adsorber la &€ -polvlysine sur la résine,

3 séparer la £ -polvlysine de la résine par élution
avec une solution alcaline, 3 enlever l'excés de ma~
tiére alcaline de la solution au moyen 4'une membrane
d'ultrafiltration et & traiter la solution par une
opération choisie entre la précipitation dans un sol-
vant organique, la lyophilisation et le séchage par
atomisation, ‘pour obtenir la € -polylysine libre.

La solution de sel acide de ¢ =~polylysine

qui est utilisée dans la présente invention est de

vréférence un bouillon de culture de & -polylysine
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purifié ayant &t& traité par une résine &changeuse
de cations, une membrane d'ultrafiltration ou autre.
Des sels acides tels que le sulfate, le chlorhydra-
te, le nitrate, le phosphate, etc., peuvent &tre
donnés en exemple. En outre, le bouillon de culture
de & -polylysine peut &tre utilisé tel quel.

On neut utiliser une résine échangeuse
d'anions faiblement ou fortement basique, mais une
résine &changeuse d'anions fortement basique est
préférée.

On peut utiliser une ré&sine é&changeuse de
cations faiblement ou fortement acide, mais une ré-
sine échangeuse de cations faib;ement acide est pré-
férée.

La solution alcaline est une solution qui
contient un cation qui peut &tre échangé contre la
E-polylysine ainsi cu'un groupe hydroxyle provenant
d'hydroxyde de sodium, hydroxyde de potassion, hy-
droxyde de calcium, hydroxyde d'ammonium, etc.

On peut utiliser une membrane d'ultrafil-
tration qui laisse passer une solution alcaline et
ne laisse par passer la € -polylysine, et il stagit
de préférence d'une membrane ayant un poids molécu-
laire de seuil d'environ 1000.

Dans le procé&dé pour préparer la & -polyly-
sine libre consistant 3§ utiliser une guantité de la
résine échangeuse d'anions basique capable d'échanger
une quantité d'anions &quivalent ou supérieur avec
la 5--polylysine d'une solution de ¢ -polylysine tel-
le qu'une solution acide de & -polylysine ou un bouil-
lon de culture de € -polylysine, les anions sont

échangés par réaction avec la ré&sine sous forme de co- -

lonne ou sous forme <= lots séparés. La & -polylysine
libre produite est précipitée dans un solvant organi=-
que, lyophilisée ou séchée par atomisation.
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Dans le procédé pour préparer la &€ -polyly-
sine libre consistant 3 utiliser une guantite de la résine
échangeuse de cations acide capable d'échanger une
guantité de cations équivalent ou supérieur contre
la £ -polylysine, une solution de ¢ -polylysine est
mise 3 réagir avec la résine sous forme de colonne
ou sous forme de lots séparés. et la & -polylysine
est adsorbée sur la ré&sine. Ensuite, la £ -polylysine
est séparée de la résine par &lution avec une solu-
tion alcaline, et la solution &luée est traitée par
une membrane d'ultrafiltration‘pour enlever 1l'excés
de matiére alcaline. La £ -polylysine est ensuite ob-
tenue par précipitation dans un solvant organique,
lyophilisation ou sé&chage par atomisation.

L'intérét de 1'invention réside en ce qu'une
6-polylysine'libre’peut stre produite industrielle-
ment et avec un haut rendement par un procédé simple
et peu coliteux et &tre fournie aux secteurs des addi-
tifs alimentaires, des produits chimiques pour 1l'agri-
culture, de la pharmacie, etc.

Les exemples non limitatifs suivants illus-
trent plus particulidrement la présente invention,
mais sans en pré&ciser les applications pratiques.

EXEMPLE 1

) On place dans une colonne un litre de ré&sine
échangeuse d'‘'anions AmberliteQ9 IRA-4Q2 {type OH™)
humide et l'on fait passer 3 travers la colonne 1000 ml
d'une solution de chlorhydrate de & -polylysine & 5 %
d un débit de VS (vitesse spatiale) = 0,2. Ensuite, on
fait passer 1000 ml d'eau distill&e au m@me débit 2
travers la colonne. On recueille et lyophilise les
2000 ml de liquide ayant passé et l'on obtient 35,0 g
de é'-polylysine libre. La teneur en chlore du produit
est inférieure 3 0,1 %.
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EXEMPLE 2
On cultive Streptomyces albulus pendant 96
heures dans un petit fermenteur & cuve, on filtre le
bouillon et l'on obtient 2,0 litres de filtrat. La
concentration en & -polylysine du filtrat est de
8,07 g/1.

On ajuste 1,0 litre du filtrat & pH 8,5 et
on le filtre. On fait passer le filtrat & un débit
de VS = 1 & travers une colonne contenant 200 ml de
résine échangeuse de cations faiblement acide Amber-
1ite @ 1Re-s0 (type H') et la & -polylysine est ad-
sorbée sur la résine échangeuse de cations. On lave
la résine avec 800 ml d'une solution d'acide acéti-
que 0,2N, puis avec 800 ml d'eau distillée (dans
chaque cas & un débit de VS = 2). Ensuite, on fait
passer 1000 ml d'une solution d'acide chlorhydrique
0.1N 3 travers la résine &changeuse de cations 3 un
débit de VS = 1, et la £-polylysine est séparée par
&lution. Le volume de solution &luée avec la solution
extraite est de 1000 ml., La teneur en é-polylysine
de la soclution est de 6,06 g/l et le rendement e
é-polylysine est de 75 &. ’
- On dialyse les 1000 ml de solution é€luée
au moyen d'une membrane d'ultrafiltration ayant un
poids moléculaire de seuil de 1000, fabriquée par
Fuji Filter Industry Company, Japon (nom commercial :
Filtron NOVA 1K, surface : 700 cmz). Les conditions
d'ultrafiltration sont telles qu'indiquées ci-des-
sous :
Débit de circulation : 700 ml/min ;
Pression d'entrée : 98,1 kPa ;
Pression de sortie : 58,8 kPa.
Dans l'opération d'ultréfiltration, on con-
centre 1,0 litre de solution éluée venant de la rési-

ne é&changeuse de cations jusqu'd un volume de 400 ml,
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on mélange 600 ml d'eau distillée & la solution con-
centrée, puis on dialyse la solution mélangée au
moyen d'une membrane d'ultrafiltration jusqu'd 1l'ob-
tention de 400 ml de solution concentrée. On répéte
la dialyse trois fois et 1'on obtient 400 ml de solu-
tion concentrée. La concentration en 5'-polylysine

de la solution obtenue est de 14,1 g/1 et le rende-
ment en é -polylysine'est de 93 %,

On fait passer les 400 ml de solution con-
centrée & travers 200 ml de ré&sine &changeuse d'anions
basique Amberlite IRA-402 (fype OH™) & un débit de
VS = 0,2, et 1l'on fait passer 500 ml d'eau distillée
d travers la résine. Le volume de la solution recueil~
lie est de 900 ml. La concentration en & -polyiysine
de la solution recueillie est de 5,99 g/l et le rende- .
ment en ¢ ~polylysine est de 95,6 %.

On lyophilise la solution obtenue. Le poids
du produit lyophilisé est de 5,60 g, sa couleur est
blanche et sa pureté est de 96,0 %. La teneur en chlo-
re du produit est inférieur 3 0,1 %.

'EXEMPLE 3
On cultive Streptomyces albulus vendant 96

heures dans un petit fermenteur i cuve, on filtre le
bouillon et 1'on obtient 2,0 litres de filtrat. La
concentration en &€ -polylysine du filtrat est de
8,07 g/1. A

On dialyse 1000 ml du filtrat au moyen d'une
membrane d'ultrafiltration ayant un poids molé&culaire

-de seuil de 3000, fabriquée par Fuji Filter Industry

Company (nom commercial : Filtron NOVA 2K, surface :
700 cm?). Les conditions d'ultrafiltration sont les

-mémes que celles employées dans 1'Exemple 1 avec la

membrane d'ultrafiltration 3 poids moléculaire de
seuil de 1000. On obtient 1,8 litre de liquide dialysé
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ayant traversé la membrane d'ultrafiltration & poids

.moléculaire de seuil de 3000. La concentration en

& -polylysine du liquide obtenu est de 4,17 g/l et
le rendement en f ~-polylysine est de 93 %.

On dialyse le volume de 1,8 litre de li-
quide obtenu au moyen d'une membrane d'ultrafiltra-
tion ayant un poids moléculaire 3le seuil de 1000, -
fabriquée par Fuji Filter Industry éompany (non com-
mercial : Filtron NOVA 1K, surface : 700 em?) . Les
conditions d'ultrafiltration sont les mé&mes que cel-
les employées dans l1'Exemple 2 avec la membrane
d'ultrafiltration & poids moléculaife de seuil de
1000. On concentre jusqu'ad 250 ml ce volume de 1,8
litre de liquide dialysé qui avait traversé la mem-
brane d'ultrafiltration i poids moléculaire de seuil
de 3000. La concentration en & -polylysine de la so-
lution concentrée est de 26,88 g/l et le rendement
en & -polylysine est de 93 %. _

On fait passer les 250 ml de solution con-
centrée 3 travers 200 ml de résine é&changeuse d'anions
basigue Amberlitecj IRA-402 (type OH ) & un débit de
VS = 0,2, et 1l'on fait passer 500 ml d'eau distillée
3 travers la résine. Le volume de la solution recueil-
lie est de 790 ml. La concentration en £ -polylysine
de la solution recueillie est de 8,56 g/l et le rende-
ment en & -polylysine est de 95,6 %.

On lyophilise la solution obtenue. Le poids
du produit lyophilisé est de 6,70 g, sa couleur est
blanche et sa pureté est de 96,0 %.

EXEMPLE 4 .
On place dans une colonne un litre de fési-

ne échangeuse de cations faiblement acide Amberlite
IRC-50 (type NH4+) humide et l'on fait passer 1000 ml
d'une solution de chlorhydrate de ¢ -polylysine & 5 %
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(contenant 40 g/l de £ -polylysine libre) 3 pH 8,5
d un débit de VS = 1 pour adsorber la & -polylysine
sur la résine. On fait passer 3000 ml d'eau distil-
lée 3 travers la colonne au méme débit pour laver
la colonne. Aprés avoir lavé la colonne, on fait
passer & travers la résine échangeuse de cations
3000 ml d'une sclution d'hydroxyde de sodium O,;1N

3 un débit de VS = 1, et la & -polylysine est sé&pa-
rée par &lution. Le volume de solution &luée avec
la solution extraite est de 3000 ml. La,teneur en
t—polylysine de la solution est de 10,39 g/l et le
rendement en & -polylysine est de 77,9 %.

On dialyse les 3000 ml de solution é&luée
au moyen d'une membrane d'ultrafiltration ayant un
poids moléculaire de seuil de 1000, fabriguée par
Fuji Industry Company, Japon (nom commercial ; Fil-
tron NOVA 1K, surface : 700 cmz). Les conditions
d'ultrafiltration sont données ci-dessous :

Débit de circulation : 700 ml/min ;
Pression d'entrée : 98,1 kPa ;
Pression de sortie : 58,8 kPa.

Dans l'opération d'ultrafiltration, on
concentre 3000 ml de solution é€luée venant de la
résine é&changeuse de cations jusqu'a un volume de
1500 ml, on mé&lange 1500 ml d'eau distillée 3 la
solution concentrée, puis on dialyse la solution
mélangée au moyen d'une membrane d'ultrafiltration
pour obtenir 1500 ml de solution concentrée. On
répéte la dialyse trois fois et l'on obtient 1500
ml de solution concentrée. La concentration en
¢ -polylysine de la solution obtenue est de 19,3
g/1 et le rendement en & -polylysine est de 93 %.

On lyophilise les 1500 ml de solution
concentrée et 1l'on obtient 28,9 g de & -polylysine
libre. La teneur en sodium du produit est inférieu-
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re 8 0,1 %&. ‘
EXEMPLE 5

On cultive Streptomvces albulus pendant
96 heures dans un petit fermenteur & cuve, on fil-
tre le bouillon et 1l'on obtient 2,0 litres de fil-
trat. La concentration en € -polylysine du filtrat
est de 8,07 g/1.

On ajuste les 1000 ml du filtrat & pH 8,5
et on le filtre. On fait passer le filtrat & travers une co-
lonne contenant 200 ml de résine &changeuse de ca-
tions faiblement acide Amberlite IRC-50 (type
NH4+) 4 un débit de VS = 1, et 1la '3 -polylysine est
adsorbée sur la résine échangeuse de cations. On
lave la résine avec 800 ml d'eau distillée (VS = 2).
Aprés le lavage, on fait passer 1000 ml d'une solu-
tion d'hydroxyde de sodium O,1N i travers la résine
échangeuse de cations 3 VS = 1, et la € -polylysine
est séparée par &lution. Le volume de solution &luée
avec la solution extraite est de 1000 ml. La teneur
en & -polylysine de la solution est de 6,06 g/l et
le rendement en £ -polylysine est de 75 &%.

On dialyse les 1000 ml de solution é&luée
au moyen d'une membrane d'ultrafiltration ayant un
poids moléculaire de seuil de 1000, fabriquée par
Fuji Industry Company, Japon {(nom commercial : Fil-
tron NOVA 1K, surface : 700 cmz). Les conditions
d'ultrafiltration sont les mé&mes que cellés employées
a l'Exemple 4.

~ Dans l'opération d'ultrafiltration, on con-
centre 1,0 litre de solution €luée venant de la rééi-
ne échangeuse de cations jusqu'3 un volume de 400 ml,
on mélange 600 ml d'eau distill&e & la solution con-
centrée, puis on dialyse la solution mélangée au
moyen d'une membrane d'ultrafiltration pour obtenir
400 ml de solution concentrée. On répéte la dialyse
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cing fois et 1l'on obtient 400 ml de solution concen-
trée. La concentration en ¢ -polylysine de la.solu-
iion obtenue est de 14,1 g/l et le rendement en
6'—polylysine est de 93 %. )

On lyophilise les 400 ml de solution obte-

‘nue. Le poids du produit lyophilisé est de 5,60 g,

sa couleur est blanche et sa pureté est de 99,0 %.
La teneur en sodium du produit est inférieure &
0,1 %.

EXEMPLE 6*

On prépare 400 ml d'une solution concen-
trée par le méme mode opératoire qu'd 1l'Exemple 5.
On ajoute 6,0 g de dextrine aux 400 ml de solution
concentrée et l'on séche le mélange par atomisation.
Le poids de la poudre obtenue est de 11,0 g, la cou-
leur de la poudre est blanche et sa teneur en & -po- .
lylysine est de 45 % en poids.

EXEMPLE 7

_ On prépare 400 ml d'une solution concen-
trée par le méme mode opératoire qu'd 1l'Exemple 5.
On ajoute 1600 ml d'acétone & la solution et il se
forme un précipité. On recueille le précipité par

centrifugation et le s8che sous vide. Le poids de

la poudre obtenue est de 4,76 g, sa couleur est

blanche et sa pureté& est de 98,3 %.
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REVENDICATIONS :
1. Procédé pour la production de é'-polyly"

sine libre, caractéris& en ce qu'il consiste a faire
passer une solution de 2_-polylysine d travers une
résine échangeuse d'anions basique, & recueillir la

- solution ayant passé et 3 traiter la solution recueil-

lie par une opération choisie entre la précipitation
dans un solvant organique, la lyophilisation et le sé-
chage par atomisation, pour obtenir 1la £ -polylysine
libre.

2. Procé&dé selon la revendication 1, carac-
térisé en ce que l'on utilise une £ -polylysine obte-
nue en cultivant des microorganismes ayant la faculté
de produire de la & -polylysine. '

3. Procédé selon la revendication 2, carac-
térisée en ce que les microorganismes ayant la facul-
té de produire de la € ~polylysine sont de l'esp&ce
Streptomyces albulus.

4, Procédé selon la revendication 1, carac-
térisé en ce qﬁe la solution de & -polylysine est une
solution obtenue en enlevant les microorganismes d'un
pouillon de culture de & -polylysine, ou une solution
d'un sel acide de ¢ -polylysine.

5. Procédé selon la revendication 4, carac-
térisé en ce que la solution de sel acide de £ -poly-
lysine est une solution obtenue en séparant la £ -po-
lylysine d'une résine échangeuse de cations par é&lu-
tion avec une solution acide aprés avoir adsorbé sur
la résine échangeuse de cations le filtrat du bouil-
lon de culture obtenu en cultivant des microorganis-
mes ayant la faculté de produire de la £ ~polylysine.

6. Procédé selon la revendication 1, carac-
térisé en ce que la sblution de 5‘-polylysine est une
solution obtenue en traitant au moyen d'une membrane
d'ultrafiltration ayant un poids moléculaire de seuil
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de 1oéo ou moins une solution obtenue en séparant
les microorganismes d'un bouillon de culture obtenu
en cultivant des microorganismes ayaht la faculté
de produire de la ¢ -polylysine, et en recueillant
les fractions qui ne passent pas & travers la mem-
brane d'ultrafiltration. '

7. Procédé selon la revendication 1, carac-
térisé en ce que la solution de & ~polylysine est une
solution obtenue en traitant au moyen d'une membrane
d'ultrafiltration ayant un poids moléculaire de seuil
d'au moins 3000 une solution obtenue en séparant les
microorganismes d'un bouillon de culture obtenu en
cultivant des microorganismes ayant la faculté de
produire de la £ -polylysine, puis en traitant la so-
lution ayant traversé, contenant la 2-—polylysine, au
moyen d'une membrane d'ultrafiltration ayant un poids
moléculaire de seuil de 1000 ou moins, et en recueil=-
lant les fractions qui ne passent pas & travers la
membrane d'ultrafiltration.

8. Procé&dé selon la revendication 1, carac-
térisé en ce que la ré&sine échangeuse d'anions basi-
que est Amberlite IRA-402.

9. Proc&dé pour la production de & -polyly=
sine libre, caractérisé en ce qu'il consiste & faire
passer une solution de ¢ ~polylysine & travers une
résine &changeuse de cations acide pour adsorber la
¢ -polylysine sur la résine, & séparer la £ -polyly-
sine de la résine par élution avec une solution alca-
line, 3 enlever l'excés de matidre alcaline de la so-
lution au moyen d'une membrane d'ultrafiltration et
d traiter la solution par une opAration choisie entre
la précipitation dans un solvant organique, la lyophi-
lisation et le séchage par atomisation, pour obtenir
la & -polylysine libre.

10. Procédé selon la revendication 9,
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caractérisé en ce que l'on utilise une £ -polylysine

" obtenue en cultivant des microorganismes ayant la

faculté de produire de la & -polylysine.

11. Procédé selon la revendication 9, _
caractérisé en ce que la r&sine &changeuse de ca-
tions acide est Amberlite IRC=50..

“ 2. Procédé selon la revendication 9, '
caractérisé en ce que les microorganismes ayant la
faculté de produire de la £ -polylysine sont de
l'espéce Streptomyces albulus.

13. Procé&dé selon la revendication 9,
caractérisé en ce que la solution de £ -polylysine
est un bouillon de culture de 2'—polylysine ou une
solution d'un sel acide de ¢ -pelylysine.
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