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Beschreibung

Hintergrund der Erfindung

Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Abtrennen einer basischen Aminosäure aus einer 
Fermentationsbrühe.

Verwandter Stand der Technik

[0002] Lysin und andere basische Aminosäuren werden extensiv als Tierfutterergänzungsmittel verwendet. 
Typischerweise wird Lysin durch die Fermentation von Dextrose hergestellt. Über Lysin hinaus enthält die Fer-
mentationsbrühe eine Vielzahl von Verunreinigungen, wie Farbkörper, Zuckerreste, Salze und andere Abfall-
produkte. Der primäre Schritt in der Aufreinigung von Lysin aus der Fermentationsbrühe ist die Ionenaus-
tauschchromatographie (Tanaka et al., US-Patent Nr. 4,714,767 (1985), EP 0 377 440, FR 2 666 966, US 5 
684 190). Die chromatografische Abtrennung kann in einer Charge oder in einem kontinuierlichen Verfahren 
unter Verwendung von Fixed- Bed- oder Simulated- Moving-Bed- Technologie ausgeführt werden (von 
Walsern, H.J., und Thompson M.C., J. Biotechnol., 59:127-132 (1997)). Typischerweise werden kationische 
Austauscherharze mit starken Säuren mit einem hohen Grad an Quervernetzung verwendet.

[0003] Simulated- Moving- Bed- (SMB) Technologie stellt ein geeignetes und effizientes Verfahren der chro-
matografischen Abtrennung von Fermentationsbrühen dar (Broughton D.B., US-Patent Nr. 2,985,589 (1961)). 
Wenn traditionellerweise kationische Austauscherharze mit starken Säuren, mit einem hohen Grad der Quer-
vernetzung im Ablauf der SMB verwendet werden, ist die Reinheit des erhaltenen Lysin nur 80 bis 85% mit 
einer Ausbeute von ungefähr 85 bis 90%. Dieser geringe Grad der Abtrennung erhalten mit den traditionellen 
kationischen Austauscherharzen mit starken Säuren, die einen hohen Grad der Quervernetzung aufweisen, 
kann für eine Produktion im industriellen Maßstab nicht zufriedenstellend sein. Daher besteht ein Bedürfnis, 
die Reinheit und die Ausbeute des Lysins während der Aufreinigung der Fermentationsbrühe zu verbessern.

Zusammenfassung der Erfindung

[0004] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Abtrennen einer basischen Aminosäure aus Fer-
mentationsbrühen unter Verwendung der Simulated- Moving- Bed-Technologie umfassend, das Inkontaktbrin-
gen der Fermentationsbrühe mit kationischen Austauscherharzen mit starken Säuren, die einen geringen Grad 
der Quervernetzung aufweisen und das Eluieren der Aminosäuren aus dem Austauscherharz.

Kurze Beschreibung der Figuren

[0005] Fig. 1 zeigt die Säulenkonfiguration der Aminosäurenabtrennung in einem Simulated-Moving- Bed- 
Arbeitsablauf.

Detaillierte Beschreibung der bevorzugte Ausführungsformen

[0006] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Apparat zum Abtrennen basischer Amino-
säuren aus Fermentationsbrühen. Speziell betrifft die vorliegende Erfindung das Abtrennen von basischen 
Aminosäuren aus einer Fermentationsbrühe unter Verwendung der Simulated- Moving- Bed- Technologie um-
fassend: (a) das Inkontaktbringen der Fermentationsbrühe mit Kationenaustauscherharzen mit starken Säu-
ren, worin besagte Harze zu weniger als 8% quervernetzt sind und (b) das Eluieren der basischen Aminosäu-
ren von den Austauscherharzen, so dass die basischen Aminosäuren aus der ursprünglichen Fermentations-
brühe abgetrennt werden.

[0007] Das Verfahren der vorliegenden Erfindung verwendet einen Simulated- Moving- Bed-(SMB) Apparat. 
Der SMB- Apparat umfasst eine Vielzahl von Säulen, enthaltend Ionenaustauscherharze, die in Serie verbun-
den sind, wie in Fig. 1 gezeigt ist. Vorzugsweise werden die Stellen der Eingangsanschlüsse zur Befüllung und 
für den Eluenten, wie auch die Ausgangsanschlüsse für das Produkt und das Raffinat periodisch in der Rich-
tung des Flüssigkeitsflusses gewechselt, um die Gegenstrombewegung von Harzen im Hinblick auf die Flüs-
sigkeiten zu simulieren. Vorzugsweise wird ein Teil des Produktstromes recycled (bekannt als Anreicherungs-
strom) und zwar zurück zu dem Apparat an dem Anschluss, welcher dem Produktausgangsanschluss benach-
bart ist. Die Anschlüsse unterteilen den Apparat in verschiedene Zonen. Vorzugsweise besteht der Apparat 
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aus drei Zonen, nämlich der Adsorptionszone, der Anreicherungszone und der Eluierungszone. Die Adsorpti-
onszone schließt die Säulen zwischen dem Befüllungseingangsanschluss und dem Raffinatausgangsan-
schluss ein. Die Eluierungszone besteht aus Säulen zwischen dem Eluenteingangsanschluss und dem Pro-
duktausgangsanschluss. Die Säulen zwischen dem Anreicherungseingangsanschluss und dem Befüllungsein-
gangsanschluss konstituieren die Anreicherungszone. Eine vierte Zone, bekannt als Wiederbeladungszone 
wird oft verwendet, um die Lösungsmittelverwendung zu minimieren. Es gibt wenige Typen von SMB- Appara-
ten, die kommerziell verfügbar sind. Diese Apparate können in zwei Kategorien unterteilt werden, nämlich Mo-
ving- Port- System und Moving- Column- System (Barker, P.E. und Deeble, R.E., Chromatographia 8:67-69 
(1975)). Das SORBEX- System, hergestellt von UOP (Universal Oil Products Inc.) ist ein Beispiel eines Mo-
ving- Port- Systems. Beispiele von Moving- Column- Systemen sind das ADSEP-System (Morgart, J.R. und 
Grasskamp, J.M., „Continuous Process Scale Chromatography", Pittsburg Conference on Analytical Chemist-
ry and Applied Spectroscopy, Paper No. 230, New Orleans, LA (February 22, 1988)) hergestellt von Illinois Wa-
ter Treatment (IWT) und das ISEP-System (Rossiter, G.J., "ISEP, A Moving Bed Contractor for Chromatogra-
phic Separations", Fourth Workshop on Preparative HPLC, Salzburg, Österreich (March 28, 1993)) hergestellt 
von Advanced Separation Technologies, Inc. (AST).

[0008] Eine bevorzugte Ausführungsform der vorliegenden Erfindung stellt ein Verfahren zum Abtrennen ba-
sischer Aminosäuren aus Fermentationsbrühen zur Verfügung. Beispiele von Fermentationsbrühen schließen 
ein, sind jedoch nicht limitiert auf Liquors, Brühen erhaltend aus Rübenmolassen, Schilfrohrmolassen, Hydro-
lysaten von Stärke oder Sojaprotein. Eine jede der Fermentationsbrühen kann filtriert oder unfiltriert sein.

[0009] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Abtrennen basischer Aminosäuren aus Fermen-
tationsbrühen unter Verwendung von kationischen Austauscherharzen mit starken Säuren mit niedriger Quer-
vernetzung. Die vorliegende Erfindung betrifft kationische Austauscherharze mit starken Säuren, welche we-
niger als 8% quer vernetzt sind. Mehr bevorzugt verwendet das Verfahren der vorliegenden Erfindung Austau-
scherharze mit starken Säuren, die von 2 bis 7% quer vernetzt sind. Am meisten bevorzugt verwendet das Ver-
fahren der vorliegenden Erfindung kationische Austauscherharze mit starken Säuren, die von 4 bis 6,5% quer 
vernetzt sind, vorzugsweise von 4 bis 6,5%. Beispiele von kationischen Austauscherharzen mit starken Säuren 
mit einem niedrigen Grad der Quervernetzung schließen ein, sind jedoch nicht limitiert auf SK104 (Mitsubishi), 
4% Quervernetzung, und GC480 (Finex), 6,5% Quervernetzung.

[0010] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Abtrennen basischer Aminosäuren aus Fermen-
tationsbrühen unter Verwendung einer Simulated- Moving- Bed- Apparatur, umfassend das Inkontaktbringen 
der Fermentationsbrühe mit kationischen Austauscherharzen mit starken Säuren mit einem Grad der Querver-
netzung von weniger als 8% und einem Eluierungsschritt. Vorzugsweise umfasst der Eluierungsschritt der vor-
liegenden Erfindung das Verwenden von 1 bis 7% NH4OH, mehr bevorzugt 2 bis 5,1% und am meisten bevor-
zugt 2,2%. Eine bevorzugte Ausführungsform der Erfindung stellt ein Eluierungsschritt umfassend ein Eluie-
rungsvolumen von weniger als 3 Bed- Volumina bereit. Mehr bevorzugt umfasst der Eluierungsschritt der vor-
liegenden Erfindung ein Eluierungsvolumen von 1 bis 2 Bed- Volumina. Am meisten bevorzugt umfasst der Elu-
ierungsschritt der vorliegenden Erfindung 1,2 Bed- Volumina. Das Verfahren der gegenwärtigen Erfindung, das 
kationische Austauscherharze mit starken Säuren mit einem Grad der Quervernetzung von weniger als 8% in 
einem Simulated- Moving- Bed- Apparat verwendet, vergrößert die Zeit für die Eluierung der basischen Ami-
nosäuren, verglichen mit stärker quervernetzten Harzen nicht.

[0011] Eine weitere bevorzugte Ausführungsform der vorliegenden Erfindung stellt ein Verfahren zum Abtren-
nen basischer Aminosäuren aus Fermentationsbrühen bereit. Wie hier verwendet, soll die Bezeichnung basi-
sche Aminosäure jegliche Aminosäure bezeichnen (natürlich, synthetisch oder modifiziert), die eine positive 
Ladung bei einem neutralen pH-Wert aufweist. Vorzugsweise werden die basischen Aminosäuren der vorlie-
genden Erfindung, die von der Fermentationsbrühe abgetrennt werden, aus der Gruppe umfassend Arginin, 
Histidin und Lysin ausgebildet. Mehr bevorzugt stellt die Erfindung das Abtrennen von Lysin aus Fermentati-
onsbrühen bereit.

[0012] Wenn sie in Verbindung mit SMB-Technologie verwendet werden, stellen kationische Austauscherhar-
ze mit starken Säuren mit einem geringen Grad der Quervernetzung vorteilhafte Eigenschaften anheim, und 
zwar höhere dynamische Kapazität, schnellere Austauschreaktionsraten und höhere Peakabtrennung als die 
konventionellen Harze zur Abtrennung von basischen Aminosäuren mit hoher Quervernetzung. Der kombinier-
te Effekt der einzigartigen Eigenschaften der kationischen Austauscherharze mit starken Säuren mit einem 
niedrigen Grad der Quervernetzung ermöglichen es, dass diese Harze basische Aminosäuren, im speziellen 
Lysin, effizienter aus Fermentationsbrühen abtrennen. Arbeitsschritte, welche eine Simulated- Moving- Bed- 
Apparatur verwenden, die kationische Austauscherharze mit starken Säuren einsetzt und einem niedrigen 
3/7



DE 601 04 833 T2    2005.03.24
Grad der Quervernetzung, resultieren in einem höheren Durchsatz und höheren Konzentrationsverhältnissen 
im Vergleich zu Arbeitsvorgängen, welche Harze mit einem höheren Grad der Quervernetzung einsetzen. Dar-
über hinaus zeigen Arbeitsvorgänge, die eine Simulated-Moving- Bed- Apparatur verwenden, welche kationi-
sche Austauscherharze mit starken Säuren einsetzt, die einen niedrigen Grad der Quervernetzung aufweisen, 
klar verbesserte Abtrennung mit höheren Ausbeuten und höherer Reinheit im Vergleich zu Experimenten, die 
Harze mit einem höheren Grad der Quervernetzung einsetzen. Eine bevorzugte Ausführungsform der Erfin-
dung stellt ein Verfahren zur Lysinabtrennung aus einer Fermentationsbrühe bereit, welches in der basischen 
Aminosäure von 85% oder mehr Reinheit resultiert. Mehr bevorzugt ist die Reinheit der basischen Aminosäure 
aus dem Abtrennungsverfahren 86 bis 100%, am meisten bevorzugt 85, 93 oder 95%. Eine bevorzugte Aus-
führungsform der vorliegenden Erfindung stellt ein Verfahren zur Lysinabtrennung aus Fermentationsbrühen 
bereit, das in einer Produktausbeute von 94% oder mehr der basischen Aminosäure resultiert. Mehr bevorzugt 
ist die Produktausbeute der basischen Aminosäure 98% oder größer, am meisten bevorzugt 98% oder 100%.

[0013] Experimente, die eine Simulated- Moving- Bed- Apparatur verwenden, die Austauscherharze mit star-
ken Säuren einsetzen, die einen niedrigen Grad der Quervernetzung aufweisen, zeigen klar verbesserte Kon-
zentrationsverhältnisse im Vergleich zu Experimenten, die Harze mit einem höheren Grad der Quervernetzung 
einsetzen. Eine bevorzugte Ausführungsform der vorliegenden Erfindung stellt ein Verfahren zur Abtrennung 
einer basischen Aminosäure aus einer Fermentationsbrühe bereit, welche in einem Konzentrationsverhältnis 
der basischen Aminosäure von 0,8 bis 2,0 resultieren. Mehr bevorzugt ist das Konzentrationsverhältnis der ba-
sischen Aminosäure von 1,0 bis 1,8. Wie hier verwendet, ist die Bezeichnung Konzentrationsverhältnis defi-
niert als die Konzentration der basischen Aminosäure in dem Produkt dividiert durch die Konzentration der ba-
sischen Aminosäure in der Befüllung.

[0014] Die folgenden Beispiele sind nur illustrativ und nicht dazu gedacht, den Umfang der Erfindung, wie in 
den beigefügten Ansprüchen zu begrenzen.

[0015] Alle Patente und Veröffentlichungen, auf die hier Bezug genommen wird, sind ausdrücklich durch 
Querverweis eingeschlossen.

Beispiele

[0016] Die Harze, welche in dieser Arbeit verwendet werden, wurden in zwei Klassen eingeteilt, basierend auf 
dem Grad der Quervernetzung. Eingeschlossen in der ersten Kategorie waren Harze mit einem Grad der Quer-
vernetzung von 8% oder höher, bezeichnet als HX (high cross-linkage)-Harze. Diese Harze werden traditionell 
in herkömmlichen Lysinabtrennungsverfahren verwendet. Beispiele von HX- Harzen sind C100/ 1633 (Puroli-
te) und T311 (Thermax). In der zweiten Kategorie waren Harze mit einem Grad der Quervernetzung von we-
niger als 8% bezeichnet als LX (low cross-linkage)- Harze. Beispiele von LX-Harzen sind SK104 (Mitsubishi) 
und GC480 (Finex).

[0017] Simulated- Moving- Bed- Arbeitsvorgang. Simulated- Moving- Bed- (SMB) Experimente wurden in 12 
Säulen beladen mit 300 ml und starken kationischen Austauscherharzen, welche darüber hinaus in Serie mit 
der Konfiguration, wie in Fig. 1 gezeigt, angeordnet waren, durchgeführt. Die Fliessraten von Wasser und 
14,5% an NH4OH waren 6cc/ min bzw. 33cc/ min. Daher war die Konzentration von NH4OH 2,2% zum Eluieren 
des adsorbierten Lysins. Ein Schritt von 9 Minuten, äquivalent mit einer Harzfließgeschwindigkeit von 33,3 ml/ 
min wurde für alle Experimente verwendet. Die Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. Fil-
trierte Fermentationsbrühe enthaltend 120 g/l Lysin-HCl wurden als das Befüllungsmaterial verwendet. Die 
Fliessgeschwindigkeiten des Befüllungs- und des Produktstroms wurden manipuliert, um die gewünschten Ab-
trennungen zu erreichen.

[0018] Ergebnisse. Die HX- und LX- Harze wurden in dem SMB- System zu zwei Stufen der verarbeitenden 
Kapazität bewertet. Der höhere Level (HL) der Verarbeitung bezieht sich auf 8,0–8,4 gal/ Tag der Befüllung. 
Der niedrigere Level (LL, lower level) der Verarbeitung bezieht sich auf 5,4 bis 6,1 gal/ Tag der Befüllung.

[0019] Tabelle 1 vergleicht die Effektivität von HX- und LX-Säuleharzen bei der Abtrennung von Lysin aus 
dem Fermentationsbrühen, wenn die SMB auf HL-Level durchgeführt wurde.
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[0020] Tabelle I zeigt, dass LX-Harze signifikant höhere Ausbeuten als HX- Harze produzierten. Die Konzen-
trationsverhältnisse, die mit LX-Harzen erreicht wurden, waren auch höher als diejenigen mit HX- Harzen, und 
die Lysinkonzentrationen im Produkt, erhalten von LX-Harzen, war höher als im Befüllungsstrom. Dies ist ein 
signifikanter Nutzen, da es die Kosten der folgenden Eindampfung reduzieren werden.

[0021] Wenn die SMB auf LL- Level mit LX- Harzen durchgeführt wurde, wurde ein Teil des Produktstromes 
recycelt und mit der frischen Befüllung in dem Verhältnis von 1 : 2 bezogen auf das Volumen vermischt. Diese 
Recyclingrate betrug 2,7 bis 3,0 galt/ Tagen, wohingegen die frische Befüllungsrate 5,4 bis 6,1 gal/ Tage betrug. 
Daher wurde mit dieser Anordnung die gleiche Menge an frischer Befüllung zu dem SMB- System sowohl mit 
dem LX- als auch den HX- Harzen hinzugefügt. Tabelle II vergleicht die Effektivität von HX- und LX-Harzen 
beim Abtrennen von Lysin von Fermentationsbrühen, wenn SMB auf LL- Level betrieben wurde.

[0022] Tabelle II zeigt, dass die LX-Harze das Lysinprodukt mit höherer Ausbeute und höherer Reinheit im 

Tabelle I

Tabelle II
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Vergleich zu HX- Harzen herstellten. Am signifikantesten waren die Werte der Konzentrationsverhältnisse er-
halten mit LX-Harzen merklich höher als diejenigen Werten, die mit HX- Harzen erhalten wurden. Herkömmli-
che SMB- Verfahren resultieren stets in einer abnehmenden Lysinkonzentration im Produktstrom, jedoch wenn 
Harze mit einem niedrigen Grad der Quervernetzung verwendet werden, werden die Konzentrationsverhältnis-
se in dem Produktstrom vergrößert. Wie zuvor erlaubte die höhere dynamische Kapazität und die schnellere 
Aufnahmerate der LX-Harze höhere Fliessgeschwindigkeiten in der Adsoptionszone des SMB- Systems mit 
einem minimalen Verlust an Lysin im Abfallstrom. Auch im Falle der LX-Harze reduzierte der relativ reine Re-
cyclingstrom hinzugegeben zur frischen Befüllung den Gesamtgrad der Verunreinigung der vermischten Befül-
lung. All diese Faktoren zusammen trugen zu signifikanten Verbesserungen in der Abtrennung von Lysin aus 
Fermentationsbrühen bezüglich höherer Ausbeute und Reinheit des Lysinproduktes bei.

Patentansprüche

1.  Ein Verfahren zum Abtrennen einer basischen Aminosäure aus Fermentationsbrühen umfassend:  
(a) Inkontaktbringen einer Fermentationsbrühe mit stark sauren kationischen Austauscherharzen in einem Si-
mulated- Moving- Bed- Apparat, wobei besagte Harze zu weniger als 8% quervernetzt sind; und  
(b) Eluieren besagter Aminosäuren aus besagten Austauscherharzen, so dass die basische Aminosäure aus 
der Fermentationsbrühe abgetrennt wird.

2.  Das Verfahren von Anspruch 1, worin besagte stark saure kationische Austauscherharze von 2% bis 7% 
quervernetzt sind.

3.  Das Verfahren von Anspruch 1 worin besagter Eluierungsschritt die Verwendung eines Eluierungsvolu-
mens von weniger als 3 Bed-Volumina umfasst.

4.  Das Verfahren von Anspruch 3, worin besagter Eluierungsschritt die Verwendung eines Eluierungsvolu-
mens von 1 Bed-Volumen bis 2 Bed-Volumina umfasst.

5.  Das Verfahren von Anspruch 3, worin besagter Eluierungsschritt die Verwendung eines Eluierungsvolu-
mens von 1,2 Bed-Volumina umfasst.

6.  Das Verfahren von Anspruch 1, worin besagter Eluierungsschritt die Verwendung von 1 % bis 7% 
NH4OH umfasst.

7.  Das Verfahren nach Anspruch 6, worin besagter Eluierungsschritt die Verwendung von 2% bis 5% 
NH4OH umfasst.

8.  Das Verfahren von Anspruch 1, worin besagte basische Aminosäure von besagter Fermentationsbrühe 
in einer Reinheit von mehr als 85% abgetrennt wird.

9.  Das Verfahren von Anspruch 8, worin besagte basische Aminosäure von besagter Fermentationsbrühe 
mit einer Reinheit von mehr als 90% abgetrennt wird.

10.  Das Verfahren von Anspruch 1, worin besagte basische Aminosäure von besagter Fermentationsbrühe 
in einer Konzentration von 0,8 bis 2,0 abgetrennt wird.

11.  Das Verfahren von Anspruch 10, worin besagte basische Aminosäure von besagter Fermentationsbrü-
he in einer Konzentration von 1,0 bis 1,8 abgetrennt wird.

12.  Das Verfahren von Anspruch 1, worin besagte basische Aminosäure ausgewählt ist aus der Gruppe 
bestehend aus natürlichen basischen Aminosäuren, synthetischen basischen Aminosäuren und modifizierten 
basischen Aminosäuren.

13.  Das Verfahren von Anspruch 1, worin besagte basische Aminosäure ausgewählt ist aus der Gruppe 
bestehend aus Lysin, Arginine und Histidin.

14.  Das Verfahren von Anspruch 13, worin besagte Aminosäure Lysin ist.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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