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MEMORIA DESORIPTIVA
para solici ter
PATENTE DE INVENOCION
e n
~ ESPANA
por VEINI!E eiios .
a nombre de KYOFA HAKKO KOGYO KABUSHIKI KAISHA, entidad
jeponesa, estéhlecida en 9, Yurakacho—l-chome, Chiyode~ku,
Tokyos por:
»UN METODO DE PRODYWIOION DE A7IDO 1~GLUTAMINO™
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Este invento se refiere a tn metodo 4e pro-
duceidn de &cido l-glutéamico por fermentesidn, Perticular~
mente se refiere a un método de prodweidn y acumulecidn
de 4cido l-glutémico en una centidaed considersble median-.
te cultivo de una nueva cepa de Mlerocoosus en un medio
de oultivo en condiciones epropisdas de femmenteeidn.

Es bien aebido que los microorgmismos pueg,

den proiucir en un medlo sproplado diversas cleses de ami..
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noacidos. Sin embargo, le centided producida ha sido extre-
mademente pequeila y nunca se ha descrito que ningr'm tipo
particulermente de sminodcido se soumule en una gran can-
tided en el medio, mediente procesos de fermentecidn.

La razdn de la enorme dificultad de scumu-
leoidn de cualquier aminoéecido en un medio de fermentasidn
se ha atribufdo al hecho de qze los gminossidos son los
componentes de les prote{nas y ouel quier eminoicido que
se produzca en un medio es & to para ser resintetizedo f£a0il~
meute & proteinas, polipéptidos o eimilares o es cepaz de
convertirse o descomponerse en otras su.stancia‘sv por diversas
reecoiones biogui{micas. En otras palebras, un eminoacido pue-
de scumularse dificilmente en un medio de cultivo em la for—
rma de estedo mondmero., La palébra "estado mondmero® se utili-
ze en le& presente solicitud aignificando estado moimmolecular.
independi entemente de gue pueda ser un Acido libre o una sal.

Este es 6l motivo por el are nunca se ha pro-
pussto hasta ehora un proceso de fermentaci on, un empleo di-
recto de las e tividades bvioquimicas de una poblecidn vivien—
te de microorgenismos, pare la bilosintesis y acumulacidn de
écido l-glutamico, Le conocida bios{ntesis se efectia en el-
gin sistema enzimatico, esto esy un tipo particular de enzima
ge extrae de los microorganisnos, o de algunos tejidos anima—
les o vegetsles y la enzime se hace regccioner oon sttst:atos
adecuados, por ejemplo, acido o ~cetoglutarico y compuestos

andnicos, en condiciones de reaceidn muy limitadas.
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Uno de los objetos del presente invento es
proporoionsr un método para producir directsmente una cen~
tided considershble de asido l-glutamico medi exte cultivo
de un detemminado microorganismo en un medio liquido.

Otre objeto mas del presente invento es pro-
poroioner un método pare acumular una gran centided de ami-
noacido, pertiocularmente acido l~glutamico, en forma de es—
tado mondmero medi ante cultivo de un determinado microorga-

nismo en un medio 1iquido,

Otro objeto mas del presente invento es pro~
porei onar un método para redusir al minimo cuslquier tipo
de reacciones secuniarias como la polimeri zecidn o descom-
podsicidén de acido l-glutamico que tendr{sn lugar durante el
cultivo de un determinado microorgemismo en wn medio ligui-
do,

Todevia un objeto mas del presente invento
es proparcionar un método de acumular acido l-glutamico en
un redio ligido en forme de estado monémero, es decir, em
forma facilmente recupersble,

De gcuerdo con €l presente invento, se culti-
va Una nueva oe;pa de Miorococcus en un medio gropiadoy en
condiciones de fermentsoidn adecuadas, y se acumula en el
medio una cantided considersble de acido l-glutemico.

Hemos deaxubiefto gue un microorgenismo que
satisfaga dos exigencias bioquimic emente espec{fices; esto
es, (1) que tenge capecidad de producir acido -cetoglutari-
co a partir de materias agzucaradas y (2) que tenge una po~

tente sotivided de dehidrogenasa del acido l-glutamico, per-
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tioularmente una fuerte actividad herie la reaccidn inversa
de la reaccidn enzimatica reversible snterior, es decir, la
aminecidn redwtora de acido & —cetoglutarisco, es epropiedo
para la produncoidn directa de una ¢antidad considersble de
a0ido l-glutamico medi ente un roceso de rfermentacidn,

El rasgo carecter{stico del rresente invento
se halls en la produceidn y ecumulacidn de #cido l-glutémi-
6o en el medio de cultivo mediante las ec tividedes b:l.o,qﬁimi-
cas entes indicadas durante el desarrollo y multiplicecidn
de la cepa, As{ es evidente 1la dl ferensia esenciasl del pre-
sente invento de la produceidn enzimatica dessrita en la gze
se sintetiza acido l-glutémico mediante la reaccidn de mna
enzima extrafda y con sustretos especificos,

Los invemtores del presente invento hem em.-
contrado una nueva cepa qre pertenece al género Micrococous
¥y la cepa se designara como Micrococcus N¢ 534, Las Csrscte-
risticas gonerales de la cepa se describiran como sigue, La
mayor parte de los ensgyos se efectuaron de scuerdo oon el

*Menual of Methods for Pure fulture Study of Becteria®(go-

ciety of Americen Bacteriologlsts, novens edicidn).

A. Observeciones morfoldgicas:
I. Observaciones microscépicas:

(Ager nutricio, 372 0,y 18 horas)

1. Foma! miocroscocos, existen ealsledemente, en varejag o

masas irregulares, esférices o ligeremente elip-

soideales, Taméﬁb de la mayor parte: 0,6 - 1,2

micras,
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2, Movilidaed: ninguna

3+ Esporas: ninguna

4, Mencha de Grem: positiva
II. Raya en agar
< 5 (Agar nutricio, 372 ®,, 18 hores)
'.l l. Desarrollo: moderado

. 2, Farma del desarrollo: filiforme

3. Brillo: mate ,
7 4, Oromogénesis: blanso lechoso a blanco debilmente ema-
10 rillento.
5« Olor: emsente
6+ Sonsistencia* mantecosa o debilmente viscosa.
T« folor del medio* insl terado.
ITTI. folonias del agar:
. 15 (agar nutricios, 372 %.y 20 horas)
l. Forma: circuler
2, Superficiet lisa
3. Bardet entero
4, Elevecidn: ligeremente levantado
20 5. faracter Optico: opaso
IV, Barra de agar
(Ager nutrieios 37¢ 7., 20 horas)
1. Desarrollot dptimo en la oabezas
V. Celdo nutriciot
25 - (Caldo nutrieio, 372 74y 18 horas)
1 Desarrollo superficial: siroular

2, Qscurecimiento: débil
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3+ Olor: ausente

4. Sedimento: flosulento, escaso

Be. Propiedades fisioldgicas

l, Tempergtura de desarrollo: no hay desarrollo por en-—

2.
3.

cima de 472 1, desarrollo

débil hecia 422 7, buen de-

sarrollo entre 27-378 s Op-

timo heria 302 %M.
Oxigenoz estrictanente aerobhio

Reducoidn de nitrato: intensa

4, Produceidn de indol: susente

5
6.

To
8.
9.
10,
11,

13
14,
15,
16,

Sulfuro de hidrdgenot no se produce

Reduccidn de indiocador: se reducen el azul de metilenos

2,6-dfclorofenoclindofencl, ver—

de yanuse, cloruro de 2, 3,5-tri |

] feniltetrazolio,
Licueacidn de gelatine: negativa o muy débil
Digestidn de casefne: daébil
Reaooic"n de Voges~Proskauer: megativa
Reaccidn don rojo de metilo: acida débil
Utd lizaci én de acido oftricot negastiva
Liouaoidn de almiddn: ningrna
Leche: no camblia o debilmente aloelina
NMatalasa: muy débil
Ureaga: fusrte

actividad de dehidrogenses de 4cido glutémico: wuy fuer-
e.




17, Produwcidn de &cido: Se formsn acido 4 -cetoglutdri-
oo, acido lactico. Otros &cidos
organicos,; trazes

18, Fermentacidn de azfcars

Acido gas
erabinosa * -
xilossa x -
glucose + -
fructosea 4- -
galectosa = -
mannose & -
lactosa - -
dextrina - -
glicerol - -
sasarose + -
maltose + -
trehalosa - -
rafi nosa - -
melicitosea .. -
almidon - -
mannita - -
sorbita - -
salicina - -
inulina - -
glicégeno - -

A la vista de las propiedades y obsgervacio-

nes enteriores, los inventores admitieron que la presente
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cepa pertenecia a une nueva especie del género de Microco-
ccusy puestio que no heb{a nada que pudiera identificerse ocon
ninguna del menual de Bergey. '
Procedimientos de ;ermmtaciénﬁ

La composicidn del medio puede ser cualquie-—
ra de las conoccidas adecusdas para el desarrollo del Miscro-
coocus, “omo fuente de carhono puede utilizarese ousl quiera
de los ezficares ferrentables que se aclaran con la tebla
enteriormente indiceda, En cusmmto a les fuentes ds nitrc')ge-;-
no y otros nutricios no existen limitaciones especificas
igualmente que eon la faente de ¢arbono, Para obtener un
potente metabolismo de hidretos de carbono del cultivo, de-;
ben siiadirse &l medio de cultivo verios tipos de materiales
nitrogenados organicos o inarganicos y diversos productos
minereles necesarios por el arganismo, El oult_ivo ge inoecu~-
la y se multiplica en condiciones aerobias a 27-302 M, Tomo
durente el curso de la fermentecidn los acidos organicos
tienden a acumularse y vuelven el medio acidos se ha des—
oubierto que la yrcluccidn de dcido l-glutémico se sfecta
congl dergp lemente por el valor del pH del medio durante el
curso de la fem;ntaci én. La produooién de acido 1—g1uté.-;
mico se efectua fayrareblemente cwando el valor del pH se
controla entre 6,0 y 950y y el valor dptimo del pH parece
estar desde unos 7,0 & unos 8y5. De wuerdo con 4. presente
inventoy €l valor del. pH se shusta y mentiene en el inter~
velo de 6,5 & 895 por adicidn de un compuesto que contemga
un radical nitrogenedo basicom As{y, par la eccidn catal{ti-
ca de fuerts aminacidn redwtora de la Behidrogenass del
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Acido l-glutamico contenida en la cepay, el asidod —~cetoglu-
tarico producido se hgre reactionar oon €l ion amonio deri-
vado del radical nitrogenado basico d&iedido y se da lugar

e la formocidn de &cido l-glutamico. Debido a la fuerte ao—
tividad de aminecidn redwtora de la dehidrogenasa de acido
l-glutanico de la presente cepe, y manteniendo el valor del
PH en el intervalo dptimo, se redwcen al minimo las diver-
sas reacciones secunderigs desfavarebl es. De egte modosy la _
rescoidn de formacidn de acido l-glutéamico supera a las reac-
olones secunderias y da lugaer a ls acumulecidn de acido l-glu
tamico en una gren centided.

Pera la neutralizacion del medio de cultivo
son utiligables diversos procedimientos. En cualquier caso,
debe suministrarse al medio une(oan'tidad indi spenseble de
ion amonio. El empleo combineds de sskes emdnicas y alcalis
se halla tambiédn dentro de los l{mites del presente inventos
Por lo menos es esencial para el presente invento que las
condici ones de oultivo no se hallen muy slejadas de los 1{-
mites gpropliados para el desarrollo de la presente cepa, 7O~
mo comprendera facilmente cual quier prictioo en la materia,s
tembién se halla dentro de los l{mites del rresente invemto
el empleo de mutsntes de la presente cepa.

El gcido l-glutémico o su sal ecumuleda en el
medio se recuperan medi ante un método conocido epropiedos co-
mo 6l método de resinas cembisdares de ion, no siendo tal ‘
procedimientos par si mismo, una parte impartente del presen~

te invento,




El presente invento se aclarsra mediamnte
los ejemplos siguientes,
Ejenplo 1. Fermentacidn de un cultivo con sgitacién mediante :

un medio aintético.

5 Fl Microccocus N2 534 se oultivd durente 24
horas en caldo de zlucosa mediente un oultivo con egitecidn
e 282 7, y se uti1lizd camo medlo de inoculacidn. 30 ml de
medio de fementacidn se dispugieron en un matraz de 250 ml,
se inocularon con el medio de inoculacidn emterior y se agj.-

10 taron mediante un sgitador rotatorio de 220 r.psme La com-
posiaidn del medio de fermentacidn fué la al guiente: gluno;
sa 50 grf_s urea 8 gTes KZHPO4 015 grey MSBO4o7HZO Osl gre
y Feﬂl3.5H20 5 mg por litro, '

Los resultaedos anal{ticos se dan en la tsbla 1,

15 TABLA I
papperstura Durscién pH Glucosa 8cigo  Rendimiento
de oultivo del cultivo resiatal l-glutamico referido a
o ¢ des gr/io0 ml mg/100 ml la glucosa
consumida ﬁ
: 1 846 2,8 660 30,0
33 ‘
20 743 1,9 700 22,0
2 8,2 2,3 610 22,6
28 3 6+8 1,2 810 21,3
8,7 042 1130 T 235
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Ejemplo 2, Fermentacidn de un cultivo con agitaciln mediente

%n medio complejo.

El medio de inooulacidn y los procedimientos
.o fueron los mismos que en el ejamplo 1, EL medio de fermente~
< 5 01dn fué el siguiente: glucosa 100 gr.; extracto de carne
' 5 gfes emine NZ 5 gres urea 15 gry KpHPO4 1 gres ¥ MeSO04.THO
) 0425 gre por litro. Temperstura a 282 ¥,

Los resultedos analiticos se dan en la tebla 2

N Y .

10 Duraoic'm PH Azuocer ﬁoidg Rendimiento referido
del ocultivo reazidual l-glutamioo al azuc songvmido
. dias &r /100 ml mg /100 ml ai
€

e 1 8¢4 T2 370 13,6
J 2 842 545 1280 28,4
15 3 Te 3 35 1960 30,1
4 692 2,9 2480 35,2

Los €jemplos anteriores son sclamente aslera—
torios yy en lugar de los materiales mutricios del medio de
fementacién mencionedo en el ejemplo 2, son también utili-

20 zebles otros varios materiales azusammdios y otras fuentes
nitrogenedes inarganices u orgfmicas, por ejemplos emoniaco,
sales emdnicas como por ejemplo 6loruro eamdnico, sulfato emd-
nico, carbonato emdnico, sretato amdnito y similares, pepto=-
na, herina de sojas dLgerida, harina de pescado, digeriday

25 hidrolizados de caseina y dquidos de mao.eracién de maiz,
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Gomo es evidente de las dessripciones anterio-
resy en un medio sintético, as{ como en un medio organico,
una oentidad ten elevaia como 20-30F de ezficar consumido pue-
de convertirse en acido l~glutémico,

Esta eolicitudy qze corresponde a la presente~—
da en el Japénvel dfa 17 de Mayo de 1956} bajo el nfmero ‘
12979 /56, se ecoge a los benefiocios-del erticulo 51 del vi-
gemte Estatuto-Ley sobre Propiedad Industrial,

=000= NOTA =000O=

Los puntos de invencidn propia y nueva que
se presentdr para que sean objeto de esta soliocitud de Pe-
tente de Invena dn en Esp afiay poar VEINTE eflosy son los si-
guienteg:

12, - Un método de produceidn de écido 1~glu
témico qie comrende el oxltivo de una nueve cepa de Mioro-
coccus N2 534 entes definide en un medio de cultivo que con=-
tenga fuentea de Garbono fermentshbles, fuentes de nitrdgeno
y materias inorgénioa,s, en condiciones serobias y controlam—
do o1l valor dsl ph del medio de cultivo en el intervelo de

6 a 9 por adloidn de sgentes neutralizantes, eson lo cual se

-12 -
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ecumula en el medio de ocultivo Una cantidaed sustancial de
écido l-glutémico y la sal del mismo,

29, = El método de mcuerdo con la relvindi~
cecidn 1, en el gue la fuente carbonasda del medio de oulti-
vo comprende por 1o menos uno de los hidretos de carbono ele-
gldos del grupo que oconsta de glucosa, fructosa, sacarosa
maltosa, xilosa, y elmiddn hidrolizado,

32, - El método de acuerdo con la reivindica—
oidn 1, en el que las fuentes de nitrogeno del medio de cul-
tivo comprenden por 1o menos una de las fuentes de nitrdge~
no elegides del grupo que consta de urea, amonieso, sales amé-
nicas, peptona, 1{quido de maceracidn de maiz, caseina hidro-
lizeda, harina de pescado digerida, extracto de carne y heri-
ne de soja digeridae ' |

4¢, - El método de scuerdo con la reivindi-
cacidn 1, en el que el agente neutralizsnte es amoniaco,

52, - El método de spuerdo con la reivindi;
cecidn 1, en el gue el sgente neutralizante es urea,

62, - El método de aouerdo con la reivindica-
oidn 1, en el que €l agente neutralizante es por lo menos uno
de los compuestos elegidos de entre los compuestos que con-
tienen redicales nitrogenados basicos,

72, - El método de acuerdo con la reivindica-
0idn 1, en el que los agentes neutralizentes son alcalis
oéusticos,

82, - El método de acuerdo con la reivindica-

oidn 1, en el que el orgenismo utilizedo es cualquier mu~-

tente de Miorococcus N2 534,

- 13 =



92. ~ Un método de produceidn de goido 1-gln

* témico,

< Tal y como se ha descrito em la Memoria que
: enbecede y para los fines que se han especificado,

3¢ 5 Esta Memoria consta de catorce hojas escri-

. tas a méquina por Mna sole Cearfe

‘,.
“ Medrid

rlds
# TENE 195%
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