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@ Resumen:

Procedimiento para la fabricacién de L-carnitina a
partir de crotonobetaina.

Consiste en la obtencién de una manera econémica-
mente ventajosa, de L-carnitina a partir de crotono-
betaina, sales de crotonobetaina o derivados a través
de células inmovilizadas de Fscherichia coli 044 K74
en un reactor de reciclado de células que funciona
de forma continua. Las células en crecimiento o en
reposo de E. coli son retenidas en un reactor de reci-
clado de células que funciona de forma continua, por
medio de membranas de micro o ultrafiltracién, que
estan dispuestas como médulo de membrana plana
o de fibras huecas.

La L-carnitina tiene numerosas aplicaciones clinicas,
entre las que destacan la profilaxis y tratamiento de
las enfermedades cardiacas.
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DESCRIPCION
Procedimiento para la fabricacién de L-carnitina a partir de crotonobetaina.

La invencion se refiere a un procedimiento para la fabricaciéon de L-carnitina a partir de crotono-
betaina, a partir de sales de crotonobetaina, otros derivados de crotonobetaina o similares.

Se conoce que la L-carnitina, un compuesto que se encuentra en todas partes, juega un papel impor-
tante en el metabolismo -especialmente en el transporte de acidos grasos de cadena larga a través de la
membrana mitocondriana interna. A partir de la funcién de la carnitina en el metabolismo de eucariontes
se derivan numerosas aplicaciones clinicas, por ejemplo en el tratamiento de pacientes con sindromes de
deficiencia de carnitina, en la profilaxis y terapias de diferentes enfermedades cardiacas asi como en el tra-
tamiento de pacientes de hemofilia. Ademas, la L-carnitina tiene importancia como substancia nutritiva
complementaria y favorece, como aditivo a medios de fermentacién también el crecimiento de levaduras y
bacterias. La necesidad creciente de este enantiémero de L-carnitina biolégicamente activo para éstas y
otras aplicaciones ha conducido a una investigacién en todo el mundo de vias de sintesis para esta betaina
en una forma dpticamente pura, de manera que racemato quimicamente sintetizado no se puede utilizar
en virtud de la inhibicién de la acetiltransferasa de carnitina como también de la proteina portadora de
carnitina.

Para el aislamiento del L-isémero se utilizan hasta ahora procedimientos, que se basan en la diso-
ciacién de racemato por medio de cristalizacién fraccionada utilizando acidos épticamente activos (por
ejemplo, la patente US 4.254.053, 1981), donde se obtiene D(+)carnitina como producto de desecho. Este
problema se puede solucionar por medio de diferentes procedimientos biolégicos, partiendo de etapas pre-
vias aquirales econémicas (Adv. Biochem. Eng. Biotechnol., 1993, 50, 21-44). De especial interés es la
hidratacién estereoespecifica de trans-crotonobetaina en L-carnitina aplicando cepas de Genera FEscheri-
chia (ED 0121444.1984; DD 221 905, 1987; EP 0320460, 1989) o Proteus (Agric. Biol. Chem., 1988, 52,
2415-2421; patente US 5.300.430, 1994). La ventaja de este método consiste en que esta etapa previa
aquiral se puede obtener también mediante deshidratacién quimica del producto de desecho D-carnitina.

Los numerosos procedimientos descritos en la bibliografia con microorganismos inmovilizados en un
sistema de reactor que funciona de forma continua tienen la ventaja de que:

- se pueden utilizar medios de reaccién puros y de esta manera se facilita la extraccion asi como el
proceso de purificacion,

- mediante el empleo de elevadas concentraciones del biocatalizador en el medio de reaccién se con-
sigue productividades elevadas y al mismo tiempo se reduce la posibilidad de contaminaciones,

- se obtiene una reduccién de la sensibilidad frente a inhibidores o una deficiencia de substancia
nutritiva,

- se consigue una estabilidad elevada del biocatalizador.
Las ventajas mencionadas se pueden utilizar también en un proceso utilizado comercialmente.

Un reactor que funciona de manera continua, en el que se retienen microorganismos por medio de
membranas de micro o ultrafiltracion, es un procedimiento de inmovilizacién, que posee, ademds de la
ventaja mencionada anteriormente, también el coste reducido para la inmovilizacién y al mismo tiempo
posibilita un incremento de escala muy facil.

De acuerdo con ello, la invencién tiene como objeto un procedimiento para la produccién de L-carnitina
a partir de crotonobetaina, sales de crotonobetaina u otros derivados de crotonobetaina en un reactor
continuo con células libres o inmovilizadas, células en crecimiento o en reposo de Escherichia coli 044K74
(DSM 8828), que son retenidas por medio de membranas de micro o ultrafiltracién en médulos de mem-
brana plana o de fibras huecas.

E. coli se mantiene en el reactor mencionado a temperaturas entre 20 y 40°C, valores-pH entre pH
6,0 -8,0 y en condiciones anaerobias, que son necesarias para la induccién de enzimas metabolizantes
de carnitina. Como medios de reaccién se emplea un medio minimo o complejo. En ambos casos se
anade crotonobetaina, sales de crotonobetaina u otros derivados de crotonobetaina en concentraciones

entre 25 mmol y 1 M. El medio minimo contiene diferentes concentraciones de hidrolisato de caseina y
sales (NH4)2S0,4, KHyPOy4, KoHPO,4, MgSO4 x THy0, MnSO4 x 4H50, FeSO4 x TH20), mientras que el
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medio complejo contiene diferentes concentraciones de peptona pancreitica y NaCl. Para la mejora del
crecimiento de E. coli se anaden glicerina, glucosa, ribosa, sacarosa o lactosa. Adicionalmente se anaden
al medio inhibidores, que impiden la transformacién de crotonobetaina en +-butirobetaina (fumarato,
glucosa o nitrato) e inductores de enzimas metabolizantes de carnitina como D-; L-, DL-carnitina, sus
sales y derivados o crotonobetaina, sus sales y derivados.

El desarrollo de la reaccién en el reactor de reciclado de células continuo utilizado aqui se puede dividir
en dos secciones. Una seccién consta de un deposito de reactor, en el que células de E. coli junto con
el medio de reaccién transforman la mayor parte de la crotonobetaina en L-carnitina. Este depdsito de
reactor posea elementos de control para valor-DH, temperatura y velocidad de agitacién asi como para el
control y correccién de la concentracion de oxigeno. La alimentacién del medio de reaccién en el reactor
se realiza por medio de una bomba dosificadora. Cuando es necesario, debe realizarse una descarga del
depésito del reactor de medio excedente. La segunda seccién consta de un circuito de retorno externo, que
estd conectado en el depésito del reactor y que conduce por medio de una bomba el contenido del reactor
a través de una unidad de filtro. Mientras el filtrado se acumula, para aislar L-carnitina como producto
de reaccién del mismo, el residuo de la filtracién se alimenta de nuevo al reactor. Para la filtracién de la
suspensién de células se pueden emplear sistemas de filtros comerciales de diferente procedencia, mientras
posean un tamano de poro, que estd por debajo del tamano de las células de E. coli. La velocidad de la
bomba de retorno permanece inalterada, para conseguir las mejores velocidades de filtracién posibles y
para reducir al minimo la formacién de una membrana de polarizaciéon durante el proceso de filtracién.

La expresién células de E. coli libres designa el estado, en el que todas las células estdn suspendidas
en el medio de reaccién, sin que se impida una salida de células a través de la solucién de salida. La
expresién células inmovilizadas describe el estado, en el que todas las células estan ligadas a polimeros
solubles o soportes insolubles, o estdn encerradas en sistemas de membranas (en Methods in Enzymol.
1987, Vol. 135, 3-30).

El concepto condiciones de crecimiento se define como la situacion, en la que todas las células con-
sumen substrato durante su ciclo de vida y forman productos. Por condiciones en reposo se entienden
células intactas, pero que no crece, que muestran en determinadas condiciones prestaciones de meta-
bolismo especiales (En “Biotechnology” (Kieslich, K.; Eds. Rehm, H.J. y Reed, G.), Verlag Chemie,
Weinheim, Alemania. 1984. Vol. 6a, 5-30).

El procedimiento se explica a continuacién en ejemplos de realizacién propios:
Ejemplo 1

Se cultivé Escherichia coli 044 K74 en un matraz Erlenmeyer lleno hasta el borde, cerrado
herméticamente a 37°C en condiciones anaerobias sobre un vibrador giratorio (150 r.p.m.). El medio
complejo empleado tenia la siguiente composicién: 50 mM de crotonobetaina, 50 mM de fumarato, 5 g/1
de NaCl y diferentes concentraciones (entre 0,5 y 10 g/1) de peptona pancredtica. El pH se ajusté por
medio de KOH a pH 7,5. En la Tabla 1 se agrupan las velocidades de crecimiento especificas en diferentes
concentraciones de peptona.

TABLA 1

Velocidad de crecimiento especifica mdxima de Escherichia coli 044 K74

(Peptona/g/l) | 0,5 1,0 2,5 5,0 10,0

pmax (h=1) | 0,224 | 0,296 | 0,351 | 0,372 | 0,325

En las condiciones mencionadas, células en crecimiento de E. coli estan en condiciones de producir de
20 - 30 mM de L-carnitina hasta la terminacién del ensayo.

Concentraciones superiores a 5 g/1 de peptona dan como resultado tanto pardmetros de crecimiento
y cinéticos como también contenidos de biomasa (OD 600 nm). En oposicién a ello, en concentraciones
de peptona maés bajos se obtienen parametros de crecimiento reducidos.
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Ejemplo 2

Se cultivé Escherichia coli 044 K74 en un matraz Erlenmeyer lleno hasta el borde, cerrado
herméticAmente a 37°C en condiciones anaerobias sobre un vibrador giratorio (150 r.p.m.). El medio
complejo empleado tenia la siguiente composicién: 50 mM de crotonobetaina, 5 g/l de peptona pan-
credtica, 5 g/1 de NaCl asi como concentraciones escalonadas (entre 0 y 75 mM) de fumarato. El pH se
ajusté con KOH a pH 7.5.

La Tabla 2 muestra que una adiciéon de fumarato condiciona elevadas velocidades de crecimiento de
E. coli 044 K74 y una OD a 600 nm de aproximadamente 1,0 en estado estable. Ademas, el fumarato
provoca una formaciéon de L-carnitina de 20 - 30 mM hasta el final del crecimiento. En ausencia de
fumarato se obtiene una concentracién de carnitina de sélo 5 mM.

TABLA 2

Biomasa (ODgoonm,) en diferente concentracion de fumarato después de 10 h de ensayo.

Fumarato (mM) 0 25 50 |75

pmax (h~1) 02 1037 |0,38]0,39

Biomasa OD (600 nm) | 0,980 | 0,910 | 1,00 | 0,950

Ejemplo 3

La aptitud de Escherichia coli 044 K74 para formar L-carnitina a partir de crotonobetaina, se induce
por medio de crotonobetaina. Los estudios de induccién se realizaron con crotonobetaina entre 5 y 75 mM
utilizando células en reposo. En concentraciones elevadas de crotonobetaina se obtuvieron proporciones
de conversién de sobre 60 % de L-carnitina (Tabla 3).

TABLA 3

Dependencia de la produccion de L-carnitina por medio de células en reposo de Escherichia coli 044
K7/ en funcion de diferentes concentraciones de crotonobetaina.

Crotonobetaina | 5 | 25 | 50 | 75
(mM)

Produccién de
L-carnitina (%) | 55 | 60 | 62 | 65

Ejemplo 4

Se cultivé Escherichia coli 044 K74 en un matraz Erlenmeyer lleno hasta el borde, cerrado
herméticamente a 37°C en condiciones anaerobias sobre un vibrador giratorio (150 r.p.m.). El medio
complejo empleado tenia la siguiente composicién: 50 mM de crotonobetaina, 5 g/l de peptona pan-
credtica, 5 g/l de NaCl y 50 mM de fumarato. El pH se ajusté con KOH a 7,5.

Para elevar la concentracion de biocatalizador en el reactor y posibilitar una produccién de L-carnitina
en proporciones de dilucién mayores que la velocidad de crecimiento especifica maxima, se utilizé6 un
reactor de membrana. Las células se retuvieron por medio de una membrana de microfiltracion de
polisulfona con un limite de desecho de 0,1 um y se utilizaron repetidas veces. Las membranas se
dispusieron en un médulo de placas. En la Tabla 4 se resume el contenido de biomasa y en la Tabla 5 la
produccién de carnitina, la conversién de crotonobetaina y la productividad en este sistema.
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TABLA 4

Contenido de biomasa de E. coli 044 K74 en un reactor de membrana que funciona continuamente

Proporcién de

dilucién (h=1) 0,0 |02 ] 1,0 | 2,0

Biomasa

(g pesoen seco/l) 075 271 974 2770
TABLA 5

Produccion de L-carnitina, conversion de crotonobetaina y productividad en un reactor celular que
funciona de forma continua con Escherichia coli 044 K74

Proporcién de
dilucién (h™1) 0,0 05 | 1,0 1,5 2,0
Produccién de
L-carnitina (%) | 0,0 | 38 | 42 | 42 | 38
Conversién de
crotonobetaina | 0,0 | 24 | 26 | 26 | 30
Productividad
(g/lreactor/h) 0,0 1,75 3,5 5,5 6,5

A vpartir de las tablas se deduce que con células inmovilizadas de Escherichia coli 044 K74 se un
reactor de reciclado de células se consigue una formacién de L-carnitina a partir de crotonobetaina de
6,5/1/h con una proporcién de metabolizacién de aproximadamente 40 %.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la fabricaciéon de L-carnitina a partir de crotonobetaina, caracterizado por-
que un microorganismo inmovilizado en un reactor celular que funciona de forma continua convierte la
substancia de partida crotonobetaina como tal o en forma de sus sales o derivados en L-carnitina.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque el microorganismo es FE.
coli 044 K74 (DSM 8828).

3. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque E. coli se inmovi-
liza en material de soporte, que no perjudica su viabilidad.

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 3, caracterizado porque como material de soporte
se utiliza ceramica, perlas de vidrio, discos de poliuretano.

5. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la mezcla de
reaccion se filtra de ceramicas, que llevan el microorganismo, se separa la L-carnitina de una manera
conocida y se retorna la crotonobetaina al circuito.

6. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque la concentracién
de crotonobetaina en el medio de reaccién esta entre 25 mM y 1 M.

7. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque al medio complejo
comercial usual que afluye al reactor o al medio minimo E. coli bien definido se anaden aceptores de
electrones de la respiracion de los inhibidores como fumarato, nitrato, oxigeno, 6xido-N o glucosa, que
impiden la hidrogenacién de la crotonobetaina en ~-buritobetaina.

8. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque al medio minimo
se anaden inductores de enzimas metabolizantes de carnitina como L-, D-,; o DL-carnitina, derivados y
sales de las mismas asi como crotonobetaina, derivados y sales de la misma.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque se cultiva E. coli 044 K74
de forma anaerobia o parcialmente anaerobia en un medio complejo, manteniendo una concentraciéon de
fumarato de 50 mM.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque se cultiva E. coli 044 K74
de forma anaerobia o parcialmente anaerobia en un medio complejo, donde el medio complejo contiene
50 mM de crotonobetaina, 5 g/l de peptona pancredtica, 5 g/1 de NaCl y 50 mM de fumarato, presenta
un pH de 7,5 y la reaccién se desarrolla en un reactor de membrana que funciona continuamente.

11. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el retorno de las
bacterias al reactor se realiza de forma continua utilizando mdédulos de filtracién de corriente transversal
o de fibras huecas comerciales, que estan constituidos por membranas de ultra o microfiltracién conocidas
en si de diferente composiciéon quimica como celulosa, polisulfona o polisulfona polisalfonada con un limite
de desecho de 300 kDa o 0,2u.

12. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque la sintesis se
realiza en condiciones anaerobias o parcialmente anaerobias.

13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque la produccion de car-
nitina se realiza en un reactor que funciona de forma continua a diferentes proporciones de dilucién,
que se ajustan por medio de dos bombas, la bomba dosificadora y la bomba de filtracién, y a diferentes
velocidades de agitacién y concentraciones de biomasa.

14. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 13, caracterizado porque la velocidad de salida
de la corriente de filtracién se controla mediante la direccién del proceso.
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