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MTM03IA DBS1HIPTÍVA 

p ara  s o l i c i t a r

P A T E N T E  D E  I N V E N C I O N  

e n

 ̂ E S P A Ñ A  

por VEINTE años

a  nombre de KY0#A HAKKO KOGYO KAB^SHIEI KAISHA, entidad
11

japonesa# e s ta b le c id a  en 9# Y^rakucho-l-chome# ehiyoda^ku, 

Tokyo# por:

"UN METODO DE PROD^OION DE Al*IDO I-CL^TAMI^ÍT

E ste invento se  r e f ie r e  a  Bn método de pro­

ducción de ácido 1 -g lu tá a ic o  por fermentación# P a r t ic u la r -  

incite se  r e f ie r e  a  un método de producción y acumulación 

de ácido i -glutam ic o en una can tidad  co n sid erab le  median—

5 t e  c u lt iv o  de una nueva cepa de Microooocue en un medio 

de c u lt iv o  en condiciones aprop iadas de fermentación#

Es b ien  sá s id o  que lo s  microorganismos pu&*. 

den producir en un medio apropiado d iv e r sa s  c la s e s  de ami-
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n oácidos. S in  esbargo# l a  can tidad  producida ha sid o  e x tre ­

madamente pequeña y nunca ae ha deas r i t o  que ningún t ip o  

particu larm en te de aniño ácido se  acumule en una gran can­

tid a d  a i  e l  medio y mediante p rocesos de ferm entación .

La razón de l a  enorme d if ic u lt a d  de acumu­

l a d  ¿n de cu alq u ier aminoácido en un medio de ferm entación 

se ha a trib u id o  a l  hecho de que lo s  aminoácidos so& lo s  

componentes de l a s  p ro te ín as  y cu alq u ier  aminoácido que 

se  produzca en un medio e s  apto p a ra  s e r  re s in te t iz a d o  f á c i l ­

mente a  proteín as#  p o lip e p tid o s  o s im ila re s  o e s  capaz de 

co n v ertirse  o descomponerse en o tr a s  su s ta n c ia s  por d iv e rsa s  

reacc ion es b ioqu ím icas. En o t r a s  palabras#  un aminoácido pue­

de acumularse d ifíc ilm e n te  en un medio de c u lt iv o  en l a  fo r ­

ma de estado monómero. La pale& ra "e stad o  monómero" ge u t i l i ­

za  en l a  presen te  so l ic i tu d  s ig n ific a n d o  estado  monomolecular# 

independí entórnente de que pueda se r  un ácido l ib r e  o una s a l .

Este e s  e l  motivo por e l  que nunca se  ha pro­

puesto  h a sta  ahora un proceso  de fermentación# un empleo d i­

re c to  de l a s  a c t iv id a d e s  bioquím icas de una pob lación  v iv ien ­

t e  de microorganismos# p a ra  l a  b io s ín t e s i s  y acumulación de 

ácido 1-gLutámioo. La conocida b io s ín t e s i s  se  e fe c tú a  en a l ­

gún sistem a enzimàtico# e sto  es# un t ip o  p a r t ic u la r  de enzima 

se  ex trae  de lo s  microor ga lian os#  o de algunos t e j id o s  animar­

l e s  o v eg e ta le s  y l a  enzima se  hace reacc io n ar con su s tr a to s  

adecuados# por ejemplo# ácido a (-c e to g iu tá r io o  y compuestos 

amónicos# en condiciones de reacc ió n  muy lim ita d a s .
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Uno de lo s  o b je to s del p resen te  invento es 

proporcionar un método p ara  producir directam ente una can­

tid a d  c o n s id e r ó le  de ácido 1-gLutámico mediante c u ltiv o  

de un determinado microorganismo en un medio l íq u id o .

Otro ob jeto  más del p resen te  in v a ito  es pro­

porcionar un método p ara  acumular una gran  can tidad  de ami­

noácido y particu larm en te ácido 1-glutám icot en forma de es­

tado menémero mediante c u lt iv o  de un determinado micro orga­

nismo en un medio l íq u id o .

Otro o b je to  más del p resen te  invento es pro­

porcionar un método p a ra  red u cir a l  mínimo cu alq u ier t ip o  

de reaccion es secundarias como l a  p o lim erización  o descom­

p o sic ió n  de ácido 1-gLutámioo que ten drían  lu g ar  durante e l  

c u ltiv o  de un determinado microorganismo en un medio l íq u i­

do.

Todavía un o b je to  más del p resen te  invento 

e s  proporcionar un método de acumular ácido 1-gLutatmico en 

un medio líq u id o  en forma de estado  monomero # e s  decir# en 

forma fácilm en te recu p erab le .

De acuerdo con e l p resen te  invento# se  c u l t i ­

va una nueva cepa de M icrococcus en un medio q? ro p iado t en 

condiciones de ferm entación adecuadas# y se  aoumula en e l  

medio una o an tidad  considerab l e  de ácido l-g lu tám io o .

Hemos d escu b ierto  que un microorganismo que 

s a t ia f a g a  dos e x ig a io ia s  bioquímic amante e sp e c íf ic a s#  e sto  

es# (1 )  que tenga capacidad  de producir ácido  - c e to g lu tá r i-  

co a  p a r t i r  de m aterias azucaradas y (2 )  que tanga una po­

ten te  a c t iv id a d  de dehidrogenasa d e l ácido  1-gLutámico# p ar-
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tictelanaente una fu e r te  ac t iv id a d  h ac ia  l a  reacc ió n  in v ersa  

de l a  reacción  enzim atica r e v e r s ib le  an terior#  e s  decir# l a  

sm inación red u ctora  de ácido ^  -ce to g lu tário o #  e s  apropiado 

p ara  l a  producción d ir e c ta  de una can tid ad  c o n s id e r a b a  de 

ácido  1-gL u t antico medi ante un proceso de ferm entaci ón.

EL rasgo  c a r a c t e r í s t ic o  del p resen te  invento 

se  h a l la  en l a  producción y acumulación de ác id o  1-gLutámi- 

co en e l  medio de c u ltiv o  mediante l a s  a c t iv id a d e s  bioquím i­

ca s  an tes in d icad as durante e l  d e sa r ro llo  y m u ltip licac ió n  

de l a  capa# A sí es evidente l a  d ife re n c ia  e se n c ia l  d e l  p re ­

sen te  in v e ito  de l a  producción en zim àtica d e s c r i t a  en l a  que 

se  s in t e t iz a  ácido  1 -g lu tamico mediante l a  re a c c ió n  de una 

enzima e x tra íd a  y con s u s t r a to s  e sp e c íf ic o s#

Los in ven tares d e l p re sen te  invento h a i  en­

contrado una nueva cep a  que pertenece a l  género M icrococcus 

y l a  cepa se  d e sig n ará  como M icrococcus NS 534# Las c a rac te ­

r í s t i c a s  gen era le s de l a  cepa se  d e sc r ib irá n  como sigue# La 

mayor p a rte  de lo s  ensayos se  e fectu aron  de acuerdo con e l  

" Manual o f Methods íOr Pure C ulture Study o f  Bacter^ So­

c ie ty  o f American B a c te r io lo g is t s ,  novena e d ic ió n ) .

A# Observaciones m orfo lóg icas:

I#  O bservaciones m icroscóp icas:

(Agar n u tric io#  373 3 .#  18 horas)

1 . Fon&a: miorooocos# e x is te n  aisladam ente# en p a re ja s  o 

masas ir re g u la re s#  e s f é r ic a s  o ligeram ente e l ip ­

s o id a le s .  TsmaSo de l a  mayor p a r te : 0#6 -  1#2 

m iera s.
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2 .  M ovilidad: ninguna 

3* Esporas: ninguna 

4# Mancha de Gram: p o s i t iv a  

I I *  Raya en agar

(á g a r  n u tr ic io , c . ,  i g  horas)

1 * D esarro llo : moderado

2 .  Forma d e l d e sa r ro llo : íH ifo rm e

3. B r i l lo :  mate

4 . Cromogónesis: b lanco lechoso  a  blanco débilmente ama­

r i l l e n t o .

5 * Olor: ausente

6 . C on sisten cias m antecosa o débilmente v is c o s a .

7 . C olor d el medios in a lte ra d o , 

m .  C olon ias d e l ag ar :

(a g a r  n u tr ic io , 373 c . ,  20 horas)

1 .  Forma? c ir c u la r

2 .  S u p e r f ic ie : l i s a

3 . Borde: entero

4 . E levación : ligeram ente levantado

5 . C arácter ó p tico : opaco

IV . B arra de agar

(Agar n u tr ic io , 373 c . ,  20 horas)

1 . D esarro llo : óptimo en l a  cabeza.

V. Caldo n u tr ic io :

(Caldo n u tr ic io , 373 C ., 18 h oras)

1 D esarro llo  s u p e r f ic ia l :  c iro n la r

2 .  Oscurecimiento: d é b il

- 5 -
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3* Olor: ausente

4 . Sedimento: flo o u la n to , escaso  

B. Propiedades f i s io ló g ic a s

1 .  Temperatura de d e sa rro llo : no hay d e sa rro llo  por en­

cima de 47s f!, d e sa rro llo  

d óh il h ac ia  423 1 , buen de­

s a r r o l lo  en tre  27-373 3# óp­

timo h ac ia  30B

2 .  Oxígeno: e stric tam en te  aerobio

3. Reducción de n it r a to : in te n sa

4 . Producción de in d o i: gasen te

5+ Su lfu ro  de hidrógeno: no se  produce

6# Reducción de in d icador: se  reducen e l  azu l de m etí leño?

2 , 6-d ic lo ro fen o lin d o fen o l?  ver­

de yanuse, c lo ru ro  de 2 ,3 ,5 - t r i  

f e n i l t e t r a z o l io .

7 . L icuación  de g e la t in a : n ega tiv a  o muy d é b il 

8* D igestió n  de ca se ín a : d é b il

9 .  Reacción da Voges-Proskauer: n ega tiv a

1 0 , Reacción don ro jo  de m etilo : a c id a  d é b il

11 , U tiliz a c ió n  de acido c í t r i c o :  n eg a tiv a

12, L icuación  de almidón: ninguna

13# Leche: no cambia o débilm ente a lc a l in a  

14# ^ a t a l  a sa : muy d é b il  

15# I&easa: fu e r te

16, A ctiv idad  de dehidrogensas de acido  giutém ico: muy fu er­
t e .

- 6 -
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17. Producción de áci do: ge forman ácido  c< -ce to g lu tari­

co , ácido l á c t i c o .  Otros ácidos 

orgánicos? t r a z a s

18 . Fermentación de azúcar:

5
Acido gas

a ra t in o sa -

xí lo s a -

g lu co sa 4 - -

fru c to sa 4 - -

10 g a la c to sa 4 - -

mannosa 4 - -

la c to s a - -

d ex trin a - -

g l ie e r o i - -

15 saca ro sa + -

m altosa + -

tre h a lo sa - -

r a í l  nosa - -

m e lic ito sa - -

2 0 almidón - -

marmita - -

s o r t i t a - -

s a l i g n a - -

in u lin a - -

2 5
glicógeno - -

A l a v i s t a  de l a s  propiedades y otservaeio-

nes an te r io re s?  lo s inventores adm itieron que l a  presen te

7
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cepa p erten ec ía  a  una nueva e sp ec ie  d e l  género de Microoo— 

ccnsf puesto  que no h ab ía  nada que pu d iera  id e n t i f ic a r s e  con 

ninguna del manual de Bergey.

Piocedim ientos de ferm entación:

La conrposición del medio puede se r  cu alqu ie­

r a  de l a s  conocidas adecuadas p ara  e l  d e sa r ro llo  d e l Micro­

coccu s. ^omo fuen te de carbono puede u t i l i z a r s e  cu alq u iera  

de lo s  azúcares ferm entables que se  ac la ran  con l a  tab l a  

anteriorm ente in d icad a . En cuanto a  l a s  fu en tes de n itró ge­

no y o tro s  n u tr ic io s  no e x iste n  lim itac io n e s e s p e c if ic a s  

igualm ente que con l a  fuente de carbono. P ara obtener un 

potente metabolismo de h id ra to s  de carbono d e l c u lt iv o , de­

ben añ ad irse  aL medio de c u ltiv o  v a r io s  t ip o s  de m ate r ia le s  

n itrogenados orgán icos o in orgán icos y d iv erso s productos 

m inerales n e c e sa r io s  por e l  organism o. EL c u lt iv o  se  inocu­

l a  y se m u lt ip lic a  en condiciones aero b ias a  27-303 3 .  3omo 

durante e l  curso  de l a  ferm entación lo s  ác id o s orgán icos 

tienden a  acumularse y vuelven e l  medio á c id o , se  ha des­

cu b ierto  que l a  producción de ácido 1-glutám ico se  a fe c ta  

considerablem ente por e l  v a lo r  d e l pH del medio durante e l  

curso de l a  ferm entación . La producción de ácido 1 -g lu tá ­

mico se  e fe c tú a  fa r  arablemente cuando e l  v a lo r  d e l pH se 

co n tro la  en tre  6 ,0  y 9 *0 , y e l  v a lo r  óptimo d e l pH parece 

e s t a r  desde unos 7*0  a  unos 8 *5 . De acuerdo con el p resen te  

invento, e l v a lo r  d e l pH se ah u sta  y mantiene en e l  in te r ­

valo  de 6 ,5 a  8)5 par a d ic ió n  de un compuesto que contenga 

un r a d ic a l  nitrogenado básicon  A sí, par l a  acción  c a t a l í t i ­

c a  de fu e r te  aa in ación  red u ctora  de l a  dehidrogenasa d e l

- 8 -
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ácido 1-glTitánico oontenida en l a  cepa# e l  á c id o s  -oetog lu - 

tá r ic o  producido se  hsP*e reaccion ar con e l ion  amonio d e r i­

vado d e l r a d ic a l  nitrogenado "básico áíad ido  y se  da lu gar  

a  l a  form ación de ácido 1-g lu tám ico . Débido a  l a  fu e r te  ac­

tiv id a d  de animación red u ctora  de l a  dehidrogenasa de ácido 

1-glutándco de l a  p resen te  cepa# y manteniendo e l  v a lo r  d e l 

pH en e l  in te rv a lo  óptimo# se  reducen a l  mínimo l a s  d iver­

sa s  reaccion es secu n d arias d e s fa v a r a l ie s .  De e s te  modo# l a  

reaoción  de formación de ácido  1-glutám ico su pera a  la a  reac­

cion es secu n darias y d a  lu gar  a  l a  acum ulación de ácido  1-g lu  

tán ico  en una gran c en tidad .

P ara l a  n e u tra liz ac ió n  del medio de c u ltiv o  

son u t i l iz a d le s  d iv e rso s  procedim ientos. En cu a lq u ier  caso# 

dede su m in istrarse  a l  medio une^centidad in d isp en sad le  de 

ion  amonio. E l Copleo combinado de s a l e s  amónicas y a le  a l i a  

ae h a l la  también dentro de lo s  l ím ite s  d e l p resen te  in ven to . 

Por l o  menos es e se n c ia l p a ra  e l  p resen te  invento que l a s  

condiciones de c u lt iv o  no se  h a lle n  muy a le ja d a s  de lo s  l i ­

m ites apropiados p a ra  e l d e sa r ro llo  de l a  p resen te  cep a . Ho­

mo comprenderá fácilm en te cu alq u ier p rá c t ic o  en la  materia# 

también se  h a l la  dentro de lo a  l im ite s  del p resen te  invento 

e l  empleo de mutantes de l a  p resen te  cep a .

El ácido 1—glutém ico o su s a l  acumulada en e l  

medio se  recuperan  mediante un método conocido apropiado# co­

mo e l  método de r e s in a s  cam biadoras de ion# no siendo t a l  

procedimiento# por s i  mismo# una p a rte  im pórtente dad presen ­

te  in ven to .
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EL p resen te  invento se  a c la r a r a  mediante 

lo s  ejem plos s ig u ien te s#

Ejemplo 1 .  Fermentación de un c u lt iv o  con ev itac ió n  mediante ; 

un medio s in t é t ic o .

E l Microooocus i?R 534 se  c u lt iv o  durante 24 

horas en cosido de g lu cosa  mediante un c u ltiv o  con a g ita c ió n  

a  283 <5+ y se  u t i l i z ó  o orno medio de in o cu lac ió n . 30 mi de 

medio de fcim entación  se  d isp u sie ro n  en un m atraz de 2$0 mi, 

se  inocularon  con e l  medio de in ocu lac ión  an te r io r  y se  a g i­

taron  mediante un ag itad o r r o ta to r io  de 220 r .p .m . La com­

p o sic ió n  del medio de ferm entación fu á  l a  s ig u ie n te : g luco­

s a  50 g r . ,  urea 8 g r . ,  KgHPO  ̂ 0,5 g r . ,  Mg80^.7H^0 0 ,1  g r .  

y Feálj.SH^O 5 mg por l i t r o .

Los re su lta d o s  a n a l ít ic o s  se  dan en l a  t a l l a  1

15 T A B L A

Temperatura Duración pH 
de c u lt iv o  d e l c u lt iv o  

e (3 d ía s
g lu co sa  acido  Rendimiento
r e s id u a l  1-glutam ico re fe r id o  a
gr/L00 mi mg/100 mi l a  g lu co sa

20 33
1

2

8,6

7 ,3

2,8

1 ,9

660

700

30.0

22.0

2 8,2 2 ,3 610 22,6

28 3 6,8 1 ,2 810 2 1 ,3
4 8 ,7 0,2 1130 23,5

10 -
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Ejemplo 2 ,  Ferm entación de un c u lt iv o  con a g ita c ió n  mediante 

Un medio com plejo.

EL medio de in ocu lac ión  y lo s  procedim ientos 

fueron lo s  mismos que en e l  ejem plo 1 .  EL medio de ferm enta­

c ió n  fu e  e l  s ig u ie n te : g lu co sa  100 gr,#  ex trac to  de carne 

5 gr amina NZ 5 g r,#  urea 15 gr# KgHPÔ . 1 g r.#  y t^O^.THgO 

0 ,25  g r ,  por l i t r o .  Temperatura a  282 3 .

Los re su lta d o s  a n a l í t ic o s  se  dan en l a  t a b la  2

T A B L A  2

10 Duración 
d el c u ltiv o  

d ia s

PH Azúcar 
r e s id u a l  
g r / l0 0  mi

aoid<2
1 -g lu t amico 
mg/l00 mi

Rendimiento re fe r id o  
a l  azucg^ consumido

€
1 8*4 7 ,2 370 13*6

* 2 8#2 5#5 1280 2 8 ,4

15 3 7# 3 3#5 1960 30,1

4 6#2 2 ,9 2480 35 #2

Los e j  ampios an te r io re s  son solamente a c la r a -

to r io s  y# en lu gar  de lo s  m ate r ia le s n u tr ic io s  d e l medio de

20

25

fcim entación  mencionado en e l  ejemplo 2 , son también u t i l i ­

z ad le s  o tro s  v a r io s  m ate r ia le s  azucarados y o tra s  fu en tes 

n itrogenadas in o rgán icas u orgánicas# por ejemplo# amoníaco# 

s a le s  amónicas como por ej ampio c lo ru ro  amónico# su lfa to  amó­

nico# carbonato amónico# ace ta to  amónico y sim ilare s#  pepto— 

na# h arin a  de so ja#  d igerida# h arin a  de pescado# d igerida# 

h id ro lizad o s de c a se ín a  y líq u id o s  de m aceración de m aiz,

-  n
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3omo es evidente de l a s  d e scrip c io n es an terio ­

r e s ,  en un medio s in t á t ic o ,  a s i  como en un medio orgánico? 

una can tidad  tan  e levad a como 20-35%* de azáear consumido pue­

de co n v e rtir se  ^  ácido 1-glu tám ioo .

E sta  so lic itu d ^  que corresponde a  l a  p re se n ta * 

da en e l  y apon e l  d ia  17 de Moyo de 1956, t a jo  e l  numero 

1 2979^6 , se  acoge a  lo s  b e n e fic io s  d e l a r t ic u lo  51 d e l v i­

gente E statuto-Ley sobre Propiedad I n d u s t r ia l .

=o0o=s N O T A  =oOo=s

Los puntos de invención p ro p ia  y nueva que 

se  presentan  p a ra  que sean  o b je to  de e s t a  s o l ic i tu d  de Par- 

ten te  de Invención en España, p ar VEINTE sRos, son lo s  s i ­

gu ien tes:

i s .  -  Uh método de producción de ácido 1 -g lu  

técnico que comprende e l  c u lt iv o  de una nueva cepa de Micro­

coccus NS 534 an tes d e fin id a  en un medio de c u lt iv o  que con­

tenga fu en tes de carbono ferm en tábles, fu en tes de n itrógeno 

y m aterias in o rg án icas, en condiciones aero b ia s y controlan­

do e l  valor del ph d e l medio de c u lt iv o  en e l  in te rv a lo  de 

6 a  9 por ad io ión  de agentes n e u tra liz a n te s , con lo  cu a l se

- 12 -
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acumula en e l  medio de c u lt iv o  una can tidad  su s ta n c ia l  da 

ácido 1-glutám ico y l a  s a l  d el mismo.

22, -  E l método de acuerdo con l a  re iv in d i­

cación  1 ) en e l  que l a  fuente carbonada del medio de c u l t i ­

vo comprende por lo  menos uno de lo s  h id ra to s  de carbono e le ­

g id o s del grupo que co n sta  de glucosa? fru c to sa ?  sacarosa? 

m altosa? x ilo sa ?  y almidón h id ro liz ad o .

3a . -  E l método de acuerdo con l a  red v in d ica­

c ió n  1 ? en e l  que l a s  fu en tes de n itrógeno del medio de c u l­

t iv o  comprenden por lo  menos una de l a s  fu en tes de n itró ge­

no e le g id a s  del grupo que co n sta  de urea? amoníaco? s a l e s  amó­

n icas? peptona? liq u id o  de m aceracién de maíz? c a se ín a  h id ro- 

liz ad a?  h arin a  de pescado d ige rid a?  e x trac to  de carne y h a r i­

na de s o ja  d ig e r id a .

43 , -  E l método de acuerdo con l a  r e iv in d i­

cación  1 ? en e l  que e l  agente n eu tra liz an te  es amoniaco.

-  E l método de acuerdo con l a  re iv in d i­

cación  1 ? en e l  que e l  agente n eu tra lizan te  e s  u rea .

63 . -  E l método de acuerdo con l a  re iv in d ic a ­

c ión  1 ? en e l  que e l  agente n e u tra liz an te  es por lo  menos uno 

de lo s  compuestos e le g id o s de entre lo a  compuestos que con­

tien en  r a d ic a le s  n itrogenados b á s ic o s .

73.  -  E l método de acuerdo con l a  r e iv in d ic a ­

c ió n  1 ? en e l que lo s  g e n t e s  n e u tra liz a n te s  son á l c a l i s  

c á u s t ic o s .

— El método de acuerdo con l a  re iv in d ic a ­

c ión  1 ? en e l  que e l  organismo u t iliz a d o  e s  cu a lq u ier mu­

ía n te  de Micrococous N3 534*
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9 s .  -  Un método de producción de ¿oído 1-g lu
tám ico.

T al y como se  ha d e sc r ito  en l a  Memoria que 

antecede y p a ra  lo s  f in e s  cpe se  han e sp e c if ic a d o .

E sta  Memoria con ata de catorce  h o ja s  e s c r i ­

t a s  a  máquina por una s o la  o a r a .

Msdrid, ^ 7 p ^ , g g t
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