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Menetelmd aminohappojen valmistamiseksi ja uuttamiseksi

lannasta

Keksinndn kohteena on menetelmd aminohappojen, erityisesti
L-aminohappojen, kuten L-lysiinin (kutsﬁtaan jdljempédnd ly-
siiniksi) tai L-metioniinin (kutsutaan jdljemp&nid metionii-
niksi) valmistamiseksi lannasta, erityisesti puolineste-

miisestd sian lannasta.

Lidnsimaisessa yhdyskuntaeliméssi@imme eldinten ulosteet muo-
dostavat yhd uhkaavamman ongelman. Voimaper#dinen karjankas-
vatus, erityisesti siankasvatus, tuottaa suuria mddrii lan-
taa, jota ei voida riittdvdssd midrin kdyttdi maanviljelyk-
sessd tuotantopaikan vdlittdmdssd ldheisyydessd. Kuljetus
kauempana oleviin jakelupisteisiin tuotantopisteistid aiheut-
taa suuria kustannuksia. Toinen mahdollinen tapa lantaongel-
man ratkaisemiseksi tai sen pitdmiseksi jollain tavalla
kontrollissa, on lannan sopiva kdsittely, jolloin lanta
muunnetaan tuotteiksi, jotka eivdt ole haitallisia tai ovat
vihemmdn haitallisia ympdristdlle tai joita voidaan mahdol-
lisesti jopa kdyttdd hyddyksi. Tdssd yhteydessd kannattaa
pitdd mielessd esimerkiksi anaerobinen fermentointi, aerobi-
nen stabilointi ja biomassan tuotanto.

Anaerobisessa fermentoinnissa syntyy metaanirikasta kaasua,
jota voidaan k&dyttdd kattamaan mainitun prosessin kustannuk-
set kokonaan tai osittain. Tdmd ei kuitenkaan ratkaise typ-
piongelmaa eikd muita lantaongelmaan liittyvii ongelmia, ku-
ten fosfaattiongelmaa. Anaerobisessa puhdistuksessa syntyvi
effluentti sisdltdd edelleen typped, pidiasiassa ammoniakin

muodossa ja lisdksi fosfaatteja ja kuparisuoloja.

Aerobinen stabilointi on suhteellisen kallista, koska pro-
sessissa tarvitaan happea. Typpi on osittain sitoutunut so-
lumateriaalin muodossa. Tuotettua lietettd voidaan tietyissi

tapauksissa kdyttdd eldinrehun aineosana.



Biomassan tuotanto lannasta proteiinirikkaiden mikro-orga-
nismien, esimerkiksi hiivojen avulla, on erddnlainen aerobi-
nen stabilointimenetelmd, jossa kdytetddn valittuja mikro-
organismeja. Se on suhteellisen kallis prosessi. Tuotteella
(lietteelld) on tietty ravintoarvo, mutta hyddyllisten ra-
vintoaineiden pitoisuus on suhteellisen pieni, joten sen
kdyttd ei ole houkuttelevaa ja tietyissd tapauksissa, kuten
esimerkiksi modernissa tehdasmaisessa maanviljelyssd, siitd
syystd kdyttd jopa estyy. Jos lannasta biomassaa tuotettaes-
sa on tarkoitus saada tuote, jolla on suurempi ravintoarvo,
lanta on ensin erotettava esimerkiksi vesiliukoiseen ja ve-
teen liukenemattomaan osaan ja biomassa on tuotettava vesi-
liukoisen osan avulla, jotta td11d tavalla saataisiin erot-
tumaan arvokas biomassa kiinteistd aineista, joilla on al-

hainen ravintoarvo.

Pddosa sianrehusta koostuu viljasta, soijasta, tapiokasta ja
muista hiilihydraatti- ja proteiinilihteistd. Viljan prote-
iineissa on suhteellisen vdhdn vdlttidmdttomid aminohappoja

lysiinid, metioniinia, treoniinia ja tryptofaania. Tiettyjen
vitamiinien ja kasvua edistdvien aineiden lisdksi niitd ami-

nohappoja sen vuoksi usein lisdt33n rehuun. Tdhin tarvitta-

Via_EEiEEEEPPQja tuotetaan usein mikrobiologisesti L-muodos-
sa kﬁyttaenméggivaa mikro-organismia erityisesti t&hdn tar-
koitukseen valmistetussa ravintoalustassa (ks. esimerkiksi

FR-A-2,541,867 ja US-A-3,729,381). Myds kemiallinen synteesi
Bﬁmmahdéliiﬁen, silloin kuitenkin joudutaan tekemisiin ste-
reoisomeeriongelmien kanssa, jotka pyrkividt nostamaan kus-

tannuksia. Kemiallisilla synteeseilld pdddytddn tavallisesti
rasemaatteihin, siten ettd rasemaattien erottaminen on vidlt-

tamdtontd optisesti puhtaiden aminohappojen valmistamiseksi.

Nyt on ylldttden havaittu, ettd tiettyjd arvokkaita amino-
happoja, kuten lysiinid ja metioniinia voidaan tuottaa mik-
robiologisesti kdyttden lantaa ravintoalustana.



Keksinntn kohteena on siten menetelmd arvokkaiden aminohap-
pojen, kuten vidlttidmidttdmien aminohappojen lysiinin tai
metioniinin valmistamiseksi ja uuttamiseksi kotieldinten
(siat, nautakarja ja siipikarja) lannasta pastdroimalla tai
steriloimalla ja sen jdlkeen ymppddmédlld lanta bakteereilla,
jotka kykenevdt tuottamaan mainittuja aminohappoja, ja anne-
taan bakteerien kasvaa lannassa, mink#3 jdlkeen mainitut ami-

nohapot eristetddn seoksesta.

Bakteerit, jotka kykenevidt tuottamaan aminohappoja, joihin
viitattiin, kuuluvat sukuihin Arthrobacter, Bacillus, Brevi-

bacterium, Corynebacterium, Escherichia, Microbacterium,

Micrococcus ja Pseudomonags. Erityisesti "coryneform"-bak-

teereihin kuuluvat lajit, joita ovat Arthrobacter, Brevibac~
terium ja Corynebacterium, ndyttdvdt olevan erityisen sopi-
via. Sopivia lajeja ovat esimerkiksi Brevibacterium flavum,
Brevibacterium lactofermentum, Corynebacterium glutamicun,
Arthrobacter SP B-1 ja niiden mutantit. Spesifisid esimerk-

kejd lysiinin ja metioniinin valmistamiseksi ovat lajit,
joilla on seuraavat talletusnumerot: Brevibacterium flavum
ATCC 21475, Brevibacterium flavum ATCC 21518, Brevibacterium
lactofermentum ATCC 21798, Corynebacterium glutamicum ATCC
21608, Corynebacterium glutamicum ATCC 21516, Arthrobacter
SP B-1 ATCC 21859.

Kotieldinten lanta ndyttdd olevan erityisen sopivaa kiytet-
tdvdksi keksinnén mukaisessa menetelmissd. Puolinestemiinen
sian lanta ndyttdd antavan erinomaisia tuloksia. Puolineste-
mdinen lanta pastdroidaan tai steriloidaan ensin mikro-
organismien ei-toivottavan kasvun estimiseksi ja patogeenis-
ten mikro-organismien tappamiseksi. Keksinndn mukainen
menetelmd voidaan haluttaessa suorittaa niin kutsutulla puo-
linestemdisen lannan "supernatantilla", ts. vesipitoisella

nesteelld, joka saadaan dekantoimalla laskeutumisen jidlkeen



tai sentrifugoimalla puolinestemdinen lanta, ja joka sisdl-

td3 puolinestemdisen lannan kaikki vesiliukoiset aineosat.

Lannan koostumus voi vaihdella laajoissa rajoissa ja se
riippuu mm. eldintyypistd, josta lanta on perdisin (esim.
siat, nautakarja, siipikarja), ja tavasta, jolla lanta kerd-
tddn. Sikojen tai lehmien puolinestemdisen lannan kuiva-
ainepitoisuus on tavallisesti pienempi kuin 10 paino-%,
tavallisesti 8-9 paino-%; orgaanisten aineiden pitoisuus on
tavallisesti 5 paino-%:n paikkeilla; kokonaistyppipitoisuus
vaihtelee 0,35:n ja 0,65 paino-%:n vdlilld ja fosfaattipi-
toisuus on 0,4 - 0,5 paino-% (P205). "Kiintedmmdn" lannan
kosteuspitoisuus on 65-85 paino-%, orgaanisten aineiden pi-
toisuus 10 - 20 paino-%, kokonaistyppipitoisuus 0,6 - 1,0
paino-% ja fosfaattipitoisuus (P20g5) 0,5 - 0,9 paino-%.

Ottaen huomioon puolinestemiisen lannan C/N-suhteen, puoli-
nestemdiiseen lantaan kannattaa lisitd tietty m33rd hiilil&h-

dettd, jotta ldsndoleva typpimddrd voitaisiin kdyttdd hyvak-
si niin ideaalisesti ja tdydellisesti kuin mahdollista, Esi=-

merkiksi melassia, glukoosia tai sakkaroosia voidaan kdyttadi

lisdttdvdnd hiilildhteend. Tdmd menetelmd tekee myds mahdol-
liseksi kd3yttdd sokeria sisdltdvii jdtemateriaaleja, kuten
sokerijuurikasmassaa, Jja tarkemmin sanottuna, sellainen mida-
rd, joka vastaa aina 200 g glukoosia kiloa kohti lantaa,
edullisesti vdhemmdn kuin 100 g glukoosiekvivalentteja kiloa
kohti lantaa.

Jos menetelmd suoritetaan koko lannalla eikd vain superna-
tantilla, voi olla edulllszgﬁiiééga lantaan tlettyja
entsyxggja ja erityisesti tdrkkelystd hajottavia ja/tai sel-
iuiéésaahhajottavia entsyymejé, esimerkiksi amylaasia ja/tai
sgllulaasia. Tdlld tavoin suurempi osa lannassa ldsniolevas-
tawhlllllahteesta voidaan edullisesti kdyttd& aminohappoijen
mikrobiologiseen synteesiin. Tdllaisten entsyymien lisiys

voi jopa tehdd tarpeettomaksi edelld mainitun hiililidhteen



tee moa

éykﬁﬁgﬁ

lisddmisen lantaan. Tdlld tavoin lantaan on my&s mahdollista
lisdtd halpaa tdrkkelystuotetta tai selluloosaa sisaltdvad
materiaalia (esimerkiksi maatalousjédtettd) ylld hiilildhtei-
nd mainittujen sokereiden lisdksi tai niiden sijasta. Mene-
telmin tehokkuutta voidaan tdlli tavalla lisdtd edelleen ja
pienentdd lantaongelma minimiin. Kuvattu menetelmd tekee
mahdolliseksi entsyymien vaikuttamisen ennen kdymisproses-
sia, mieluummin kuitenkin sen aikana. Entsyymikustannuksissa
voidaan edelleen sd&stdd lihtem&lld mikro-organismeista,
jotka itse kykenevdt amylaasi-, pektinaasi-, hemisellulaa-
si- ja/tai sellulaasituotantoon, mahdollisesti kloonaamalla

niihin ensin tarvittavat geenit.

Keksinndn mukaisella menetelmilld valmistetut aminohapot

ovat reaktioseoksessa liukoisessa muodossa. Loppukisittely

aiheuttaa sen vuoksi joitakin ongelmia. Kiinteit aineosat
erotetaan ensin lietteestd, esimerkiksi sentrifugoimalla tai
suodattamalla. Aminohappo voidaan eristdid vesifaasista esi-

merkiksi sopivan ioqipyaihtajan, kuten voimakkaasti happaman
H- tai NH4-muodos§;mblevan kationinvaihtajan avulla. Amino-
happo voidaan saada puhtaassa muodossa eluoimalla tavanomai-
seen tapaan ioninvaihtajasta. Tuotetun aminohapon sisdltiavi
vesipitoinen neste voidaan myds konsentroida ilman edelleen-
puhdistusta, esimerkiksi membraanimenetelmilli tai konsent-
roimalla jd&dyttdmdlls. Haluttaessa aminohappo voidaan 1i-
sdksi eristdd puhtaassa muodossa konsentraatista, joka
keksinndén mukaisella menetelm@lli tuotetun aminohapon 1lisdk-
si sisdltdd myds lannan vesiliukoisia aineosia, joita ei ku-
luteta menetelmdssd, kuten fosfaatteja sekd natrium-,
kalium- ja kuparisuoloja. Tdllaista aminohappoa voidaan sit-
ten kdyttdd eldinrehun lisHdaineena. Konsentraattia voidaan
kuitenkin k&dytt#dd ilman lisipuhdistusta elidinrehun lisdai-
neena, jolloin tarpeen vaatiessa ensin poistetaan toksiset

alineet.

Kuparia esiintyy lannassa yleensd koska kuparisuoloja lisi-
tddn eldinrehuun kasvun edistidjidksi. Se ei itse varastoidu
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kehoon, mutta pddtyy lantaan ja tavallisesti sen vuoksi ym-~
pdristdon. Seurauksena siitd, ettd konsentraattia kdytetdin
eldinrehun lisdaineena, kupari tulee kierrdtetyksi. Siten ei
ole tarvetta, tai on vidhemmin tarvetta lisdtd kuparia rehuun

ja ympdristdon levidd vdhemmdn kuparisaastetta,

Fosfaatti on eldinrehussa osittain fygiiﬂig_ygo§9§§a, joka

on perdisin esimerkiksi soijasta. Kotieldimet eivdt kykene
riittdvasti kdyttamdin fytiinissd olevaa fosfaattia. Vaikka
ohutsuolessa fytiinistd vapautuva fosfaatti voi vield
absorboitua eldimeen, paksusuolessa fytiinistd vapautuva
fosfaatti ei endd voi absorboitua, joten tdmid fosfaatti
yhdessd muuttumattoman fytiinin kanssa pddtyy lantaan. T&l-
laisen fosfaatin ja muuttumattoman fytiinin kierrdtys ylla-
mainitun konsentraatin kautta voi myos johtaa ympdristdn
fosfaattisaastumisen vihenemiseen. Rehuun pitdd siten lisdtd

vihemmdn fosfaattia kuin nykyisissd ruokintamenetelmissd.

Fytaasientsyymi voi muuttaa fytiinin fosfaatiksi, jonka
eldin Qoi absorboida. Siten jos fosfaatti vapautuu fytaasin
avulla lannassa olevasta fytiinistd ennen aminohappojen tuo-
tantoa lannasta keksinnén mukaisella menetelmdlld, aminohap-
pojen tuotannon yhteydessd, tai sen jdlkeen, ja tdmd fos-
faatti tulee kierridtetyksi, esimerkiksi ylldmainitun kon-
sentraatin kautta, ympdristdn fosfaattisaastuminen vdhenee
edelleen. Keksinnén mukaisen menetelmd erityinen toteutus-
muoto on siten sellainen, jossa fosfaatti vapautuu fytiinis-
td fytaasin avullé ennen vilttamdttdmien aminohappojen tuo-
tantoa lannasta, tuotannon aikana tai sen jdlkeen, ja se tu-
lee kierrdtetyksi tdssd muodossa muiden ravintoaineiden
kanssa. Fytiinifosfaatin vapauttaminen tapahtuu mieluiten
aminohappojen tuotannon aikana. Tdtd tarkoitusta varten fy-
taasia lisdtd3n reaktioseokseen ja tarkemmin sanottuna sel-
lainen madard, joka on riittdvd hajottamaan fytiinin. Jos
fermentoinnin aikana on l3snd mikro-organismi, joka tekee

riittdvdsti fytaasia, lisdystd ei tarvitsee suorittaa. Voi-



daan kdyttdd esimerkiksi sellaisia mikro-organismeja, jotka,
sen jdlkeen kun niihin on kloonattu tarvittavat geenit, ky-
kenevdt itse tuottamaan fytaasia., Yll&mainittu konsentraat-
ti, joka voidaan saada mainitun menetelmd3n lopputuloksena,
sisdltdd tuotettujen aminohappojen lisdksi ei ainoastaan re-
hun lisdaineena kdytettdvdd kuparia vaan myds fosfaattia
tdysin "vapautetussa" muodossa. Tdllaisen konsentraatin
kdyttd eldinten rehun lisdaineena johtaa tuntuvaan véhenemi-

seen ympdristdn typpi-, kupari- ja fosfaattisaastumisessa.

Jos lietteen vesifaasi konsentroidaan membraanimenetelmidlls,
esimerkiksi ultrasuodatuksen avulla, saadaan jidtevettd, joka

voidaan pddstid suoraan yleiseen viem3riverkkoon.

Keksinnén mukainen menetelmd suoritetaan edullisesti lampod-
tilassa 10-70 °C ja se suoritetaan mieluiten lampdtilassa
15-50 °C, 24-144 tunnin reaktioaika on tavallisesti riittd-

va.

Keksinndn mukaista menetelmdd kdyttden on mahdollista val-
mistaa arvokasta eldinrehun lisdainetta hankalasta jateai-
neesta. Kaikki se mitd jdd jdljelle kdytetystd puolineste-
midisestd lannasta tuotetun aminohapon tai saadun konsentraa-
tin lis8ksi (suodatetut lannan aineosat, vesipitoiset liuok-
set) on paljoﬁwggﬂéhﬁaﬁ>ongelmallisté kuin alkuperdinen puo-
linestemdinen lanta. Mainittuja kiinteitd jd#nndksid voidaan
kdyttdd lannoitusaineena tai maanparannusaineena maatalou-
dessa ja puufggﬁébiijelmillﬁ. Kul jetuskustannukset vdhenevdt
pienemmdn tilavuuden vuoksi. YmpdristBsaasteiden, kuten fos-
faatin, kuparin ja typenmméaréwdﬂmﬁQSS-pienempi kuin alku-
béréisess& léhnassa, niin ettd mainitulla menetelmillid tuo-
tetut, useammista sioista perdisin olevat kiinteidt jitteet
voidaan sdilyttdd maaseudulla pienemmissi tilassa tuotanto-
toiminnan yhteydessd aiheuttamatta ympdrist6n ylikuormitus-
ta. Jdljelle jddvat vesipitoiset liuokset voidaan usein

pddstdd pois suoraan. Riippuen jilkikdsittelymenetelmistd ne



voidaan tarvittaessa edelleen kdsitelld biologisessa puhdis-

tamossa.

Td11ld menetelmdlld kyetddn (jossain mdirin kdytetyistd
mikro-organismeista riippuen) tuottamaan 0 5 15 g amlnohap—
poa kilogrammaa kohti puol1nestemalsta 31an lantaa tai 0, 2- 8
g amlnohappoa kllogrammaa kohti siitd saatua supernatanttia.
éhurempla saantoja saadaan 1isddmdlld reaktiosekseen lisd-
hiilildhde. Vield suurempia saantoja saadaan lisd&mdllid lan-

taan lis&typpildhde.

Keksintdd kuvataan seuraavilla esimerkeilli. Keksintdi ei
ole kuitenkaan tarkoitus rajoittaa erityiseen toteutusmuo-

toon.

Esimerkki I: Arthrobacter SP B-~1:td (ATCC 21859), joka kyke-
nee tuottamaan 1y311n1a, viljeltiin 24 tuntia 30 °C:ssa
BHI:ssd (Difco) ja silld ymp&ttiin (2%:inen ymppi) 1,5 kg
puolijuoksevan sian lannan supernatantt1a, joka o0li etukd-
teen steriloitu (45 min, 120 °C).

Supernatantin pelkistivien aineiden pitoisuus (ilmaistuna
glukoosiyksikéind) oli 1,2 g/kg, kokonaistyppipitoisuus oli
2,7 g/kg ja ammoniumpitoisuus 2,1 g/kg.

Viljelmdsi ilmastettiin ja sekoitettiin. 144 tunnin kuluttua
fermentointi lopetettiin ja reaktioseos jélkik&siteltiin ta-
vanomaisella tavalla. Solujdinteet poistettiin sentrlfuugls—
sa ja lysiini eristettiin vesifaasista 1on1nva1hta3an avulla
(Amberlite IR-120 H-muodossa). Saanto: 0,9 g 1y511n1a.

Esimerkki II: Esimerkki I toistettiin silli erotuksella,

ettd supernatanttiin lisdttiin steriloinnin jdlkeen 30 g

gluk0031a Saanto: 4,2 g lysiinig.

Esimerkki III: 4 kg:a glukoosia vastaava midrid melassia li-

sdttiin 100 kg:aan fermentorissa olevaa puq%&qestema1sta
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sian lantaa. Puolinestemiinen lanta sisdlsi 3,7 g pelkistd-
vdd ainetta, ilmaistuna glukoosiyksik®ind, 5,5 g Kokonais-
typped, 4,3 g ammoniumtypped, 4,2 g Py0g:a ja 55 mg kuparia
kg:aa kohti. Kun oli steriloitu pH:ssa 6 (1 tunti, 120 °C),
fermentori ympdttiin 1 litralla Brevibacterium flavumia

(ATCC 21475), joka kykenee tuottamaan lysiinid. pH sdddet-

flavum-vil jelmd saatiin kasvattamalla kasvualustassa, joka

sisdlsi 10 g hiivauutetta litraa kohti ja 20 g glukoosia
litraa kohti, 30 °C:ssa ja pH:ssa 7,5 24 tuntia. Fermento-
rissa olevaa seosta ilmastettiin ja sekoitettiin 72 tuntia
30 °C ssa ja pH:ssa 7,5, jonka jdlkeen fermentointi 1opé€ét~
t11n Ja liete jdlkik&siteltiin. Kiintedt aineosat erotettiin

vesifaasista sentrifuugissa. Vesifaasi konsentroitiin ultra-

suodattamalla 10 litran tilavuuteen. Saatu konsentraatti,

joka sisilsi 0,6 kg lysiinidi, kiytettiin eliinrehun lisdai-

leena.

Esimerkki IV: Esimerkki III toistettiin silli erotuksella,

ettd ldhtdseokseen lisdttiin myﬁsﬂgLéngfytaasia (sigma, erd
n:o 61F-8025). Saatiin konsentraatti, jofgmggééisi 0.6 kg

1y511n1a, 0 15 kg "kulutettav1ssa olevaa“ fosforla Ja 510 mg
kuparia. Kulutettav1ssa oleva fosfor1 llsatt11n vapalna epéa-

St amem e

orgaanisina fosfaatteina.

Esimerkki V: Esimerkit I ja II toistettiin silli erotuksel-
la, ettd mikdli mikro-organismina kiytettiin Corynebacterium
glutamicumia (ATCC _21608), joka kykenee tuottamaan metionii-

nia, saatiin 0,5 ja vastaavasti 2 1 1g met10n11n1a.

I g
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Patenttivaatimukset:

1.} Menetelmd aminohappojen, erityisesti L-aminohappojen, ku-
ten L-lysiinin tai L-metioniinin valmistamiseksi ja uuttami-
seksi lannasta, tunnettu siitd, ettd kotieldinten
lanta pastéroidaan tai steriloidaan ja sen jdlkeen ympdt&dn
bakteereilla, jotka kykenevidt tuottamaan mainittuja amino-
happoja, bakteerien annetaan kasvaa lannassa ja reaktioseos

jdlkikdsitelldsn fermentoinnin j&lkeen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet -
t u siitd, ettd menetelmd suoritetaan puolinestemdiselld

sian lannalla.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd menetelmd suoritetaan puolinestenmdi-

sestd lannasta saadulla supernatantilla.

4. Patenttivaatimusten 1-3 mukainen menetelmd, t unne t -
t u siitd, ettid menetelmd suoritetaan lampdtilassa 10~70
°C, mieluiten lidmpétilassa 15-50 °C:ssa, 24-144 tunnin ajan.

5. Patenttivaatimusten 1-4 mukainen menetelmi, t unne t -
t u siitd, ettd puolinestemdiseen lantaan lis&td&n hiili-
lidhde, kuten melassia, glukoosia, sakkaroosia, sokerijuuri-
kasmassaa tai jotain muuta sokeria sisdltdvdia maatalousja-
tettd.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelm&, tunnet -
t u siitd, ettd hiilildhdettd lisHt&d&n vihemmidn kuin 200 g
glukoosiekvivalentteja kg:aa kohti lantaa, mieluiten vdhem-

médn kuin 100 g glukoosiekvivalentteja kg:aa kohti lantaa.

7. Patenttivaatimusten 1-6 mukainen menetelm3, t unnet -
t u siitd, ettd L-lysiinin saanto fermentoinnin j3#lkeen on
ainakin 1 g litraa kohti lantaa tai 0,5 g kg:aa kohti super-
natanttia,
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8. Patenttivaatimusten 1-6 mukainen menetelmd, t unne t -
t u siitd, ettd L-metioniinin saanto fermentoinnin jilkeen

on ainakin 0,5 g kg:aa kohti tai 0,2 g kg:aa kohti superna-

tanttia.

9. Patenttivaatimusten 1-8 mukainen menetelm3d, t unnet -
t u siitd, ettd bakteereina kdytetdidn "coryneform"-baktee-
rien ryhmddn kuuluvia lajeja, joita ovat Arthrobacter, Bre-
vibacterium ja Corynebacterium.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmdi, t unne t -
t u siitd, ettd lajeina kidytetddn Brevibacterium flavumia,
Corynebacterium glutamicumia, Arthrobacter SP B-1:td tai
niiden mutantteja tai variantteja.

11. Patenttivaatimusten 9-10 mukainen menetelmi, t un -
nettu siitd, ettd kdytetdin kantoja, joilla on seuraa-
vat talletusnumerot: ATCC 21475, ATCC 21608, ATCC 21859,

12. Patenttivaatimusten 1-11 mukainen menetelmi, t u n -
nettu siitd, ettd reaktioseokseen lisdtdidn fytaasi-

entsyymid 10-50 mg Kg:aa kohti lantaa.

13. Patenttivaatimusten 1-12 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd reaktioseos jHlkikdsitelldidn erotta-
malla ensin kiintedt aineosat sentrifugoimalla tai suodatta-
malla ja sitten uuttamalla aminohappo vesifaasista tai suo-

doksesta ioninvaihtajan avulla.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmdi, t unne t -
t u siitd, ettd ioninvaihtajana kidytetdin voimakkaasti ha-
panta kationinvaihtajaa H-muodossa, josta aminohappo uute-

taan eluoimalla.

15. Patenttivaatimusten 1-14 mukainen menetelmi, t u n -

nettu siitd, ettd reaktioseos jHlkikdsitelldsn erotta-
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malla ensin kiintedt aineosat sentrifugoimalla tai suo-
dattamalla ja sitten konsentroimalla vesifaasi membraani-

menetelmdlld tai jaddyttdmills.,

INE,

Patentkrav:

1. Forfarande for framstidllning och extraktion av amino-
syror, speciellt L-aminosyror s8som L-lysin eller L-
metionin ur dyhga, kdnnetecknat dirav, att
man pastdriserar eller steriliserar dyngan fran husdjur
och ddrefter ympar densamma med bakterier, som kan produ-
cera de nidmnda aminosyrorna, later bakterierna vidxa i
dyngan och upparbetar reaktionsblandningen efter fermen-

teringen.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k@& nneteck-
n a t dirav, att forfarandet utfdrs med halvflytande

svindynga.

3. F6rfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k @& nne -
tecknat dirav, att forfarandet utfors med en su-
pernatant erhallen fré&n halvflytande dynga.

4. Forfarande enligt patentkraven 1-3, k d nne -

t ecknat didrav, att forfarandet utfdrs i en tempe-
ratur mellan 10-70 °C, fdretrddesvis i en temperatur mel-
lan 15-50 °C, under 24-144 timmar.

5. Forfarande enligt patentkraven 1-4, kX & nn e -
tecknat Hgéqquﬂﬁgp”mgpjgiiiggggggﬂﬁen halvflytan-
de dynganV@Hwiolkilla, sdsom melasé;’;iukos, sackaros,
sockerbetsmassa eller ndgot annat lantbruksavfall som
innehdller socker.

6. Forfarande enligt patentkravet 5, k d n neteck-
n at dirav, att man tillsitter kolkallah\ mindre &n "
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200 g glukosekvivalenter per kg dynga, helst mindre dn
100 g glukosekvivalenter per kg dynga.

7. Forfarande enligt patentkraven 1-6, kX d n n e -
tecknat dirav, att utbyte av L-lysin efter fermen-
teringen ir 3tminstone 1 g per en liter dynga eller 0,5 g
per kg supernatant.

8. Fbrfarande enligt patentkraven 1-6, k d nn e -
tecknat ‘darav, att utbytet av L-metionin efter
fermenteringen #r dtminstone 0,5 g per kg eller 0,2 g per
kg supernatant.

9. Fbrfarande enligt patentkraven 1-8, k d nn e -
tecknat dirav, att man anvinder som bakterier ar-
ter som tillhdr gruppen "coryneform"-bakterierna, vilka
arter ar Arthrobacter, Brevibacterium och Corynebacte-

rium.

10. Forfarande enligt patentkravet 9, k @& nne -
tecknat dirav, att man anvinder som arter Brevi-
bacterium flavum, Corynebacterium glutamicum, Arthrobac-
ter SP B-1 eller mutanter eller varianter d&rav.

11. Forfarande enligt patentkraven 9-10, k d nn e -
tecknat ddrav, att man anvdnder stammar med fol-
jande depositionsnummer: ATCC 21475, ATCC 21608, ATCC
21859.

12. Fdrfarande enligt patentkraven 1-11, kdnne -
tecknat dirav, att man(%lllsatteﬁ i reaktions-
blandnlngenyﬁytas-enzym 10-50 mg per kg dynga.

13. Forfarande enligt patentkraven 1-12, X & nn e -
tecknat ddrav, att man upparbetar reaktionsbland-
ningen genom att férst atskilja fasta komponenterna genom

centrifugering eller filtrering och sedan genom att ex-
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trahera aminosyran ur vattenfasen eller filtratet med

hjdlp av en jonbytare.

14, Forfarande enligt patentkravet 13, k @& nne -

R

tecknat dirav, att man anvandééJéﬁﬁwjonbytar en

starkt sur katjonbytare i H-form, varifran man extraherar

aminosyran genom att eluera.

15. Forfarande enligt patentkraven 1-14, k @& nne -
tecknat dirav, att man upparbetar reaktionsbland-
ningen genom att forst &tskilja de fasta komponenterna
genom centrifugering eller filtrering och sedan genom att
koncentrera vattenfasen med membranmetoden eller genom

frysning.
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