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PATENTE DE I WVENCION

AJINUGLOTO CO. IiC. ¥y SANRAKU DISTILLERS 0., INC., de
nacionalidad japonesa, domiciliadazs ambis en N¢ 7, l-chome,
Tgkara-cho, Chuo-ku, TUKY0O (Japon),

por:
”Procedimiento par: obtemer productos sazonadores, par-

tiendo de sacaridos”.

emoris descripitiv a.

nl presente invento se refiere a un procedimiento
bloguimico paura la preparacibn de productos sazonadores,
partiendo de sacaricos o materias azucaradas. Este proce-
dimiento comprende las siguientes operaciones: Preparar un

medio de cultivo afladiendo a los sacaridos o materias agu-
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caradas, un materiel nitrogenado elegido del grupo gue com-
prende sales aménicas, amoniaco, urea, aminodcidos, nitra-
tos y nitritos, en cantidad superior & la necesaria para el
crecimiento de wmicroorzanismos como nutricidén; inocular uno
o varios microorganismos elegidos entre los dotados de gran
capacidzd de produccidn de £cido o--cetoglutdrico, como Pseu-

domonas, tactobacillusg, Acetobacter, derobacter, Escherichia,

Serratia, Saccharomyces, dAspergillus v B. subtilisg; cultivar

tales nicroorzanismos en condiciones aerdbicas o anaerdbicas
a temperaturas de 10¢ a 50¢C, a fin de prodvcir dcidoX -ce-—
toglutédrico por la uccién fisioldgica de dichos microorga-
nismos y dec aminar al mismo tiempo el material por la accidén
de lcs enzimes producidas por los microorganismoy formar
aminodcidos por el consumo gradual de dcido a-cetoglutérico
al asimilzr el contenido cn nitrégeho, y sevarar dcido glu-—
tdmico después de conceirtrar el medioc, o por métodos corrien-
tea, 2 fin de obtener material sazonador. El objeto de este
invento es producir un material sazonador bioquimico compues-
to en gran proporeibn, de dcido L-glutédmico, efectuando la
produceién de £cido d-cetoglutdrico y de aminodcido en un
solo proceso continuo.

Ye es sabido gue es posible producir d-cetodcidos
tales como 4cido a—cetoglutdrico, 4cido oxalacético y 4dcido
piroglucénico, como productcos intermcdios o finales en el
metabolismo del azdear, por la funcidn de diversos micro-

organismos, porticularnente Pseudomonas, Aerobacter, B.sub-

tilos, Serratic, Luctobacillus, Acetobacter, Gluconobacter

entre otros. Sin embargo, estos cetodcidos no se han
utilizado con fines comerciales, porque no son bioquimica-

mente estables (se transforman en el proceso metabolizan -
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te), o resultan diffciles de separar del liguido de Ter-
mentacidn.

Tarbidn se he desostralo amplismente cn teorfa que
ios x-aetodcidos se combinan con ﬁTB en el proceso del me-
tabolismo, nor obra ce yicroorganismos, para formar & —ami -
no-acidos, y se sintetiza proteina, y hoy se admite como
teorfa bien patente, para explicar el crecimiento del cuer-
po de los microorganismos, que éste crece y se reproduce
a expensas de azldcar y cales de HH4.

Sin embarzo, en los experimentos cientificos son
muy pocos los casos, si hay alzuno, en que se haya estu-
diasdo e investigado el metabolismo del aroniaco producido
conjuntamente con el metabolismo del azicar agregando gales
de amcnio, urea, nitratos o nitritos en cantidad superior
a la necesaria pera el crecimiento de microorganismos, ¥
creemos gue nadie ha ihtentaco hasta ahofa producir mate-
rial sazonador por tal procedimiento, y aue somos los pri-
meros en intentarlo.

llemos ensayado utilizar la teorfa de la sintesis
de protefna fisioldrica - la teorfa de la sintesis biogquimie
camente importante—, transformando el «—-cetofcido en a-—ami-
nodcido, rara preperar dcido glutdrico, el material més in
portante pora sazonar, y hewos cescublerto, al culiivaer
uno o varios :dicroorganismos muy productores de 4cido &x—ce-—

oglutdrico en un melio - ue contenfa azdcar y sales de anro-
nio, urea, nitratos o nitritos en cuntidades diferentes,
gue el médulo de corecimiento y multiplicacién del microor-
genismo no rebasa cierto 1imite, sungue se aumente la can-
tidad de compuecto nitrogenado, Lero gue el consumo del

compuesto nitrogenado afladido al medio awenta graduszlmente
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a nedida gque se agrega mayor cantidad de este compuesto.

Zn otras palabras, eleompuesto nitrogenado afiadido se con-
sume en parte pura el crecimiento de los microorganismdg
pero el exceso de dicho coumpuesto se metaboliza aparte del
asimilado para el crecimiento, y se forra aminodcido.

‘ En general, basta 0,1-0,2% cde sulfato aménico como
fuente de nitrdzeno en elmedio cultivo para el crecimiento
de microorzanismos o pare loz fines de la industria fermen-
tativa ergeneral, y hasta ahora se ha considerado imitil

0 nocivo utilizar mds de esa proporcién. Por el contrario,
en el procediniento te esia patente, se eleva esta propor-
cidn haste el 15% del medio de cultivo, por lo gue el inven-
to difiere por completo 2el concepto mantenido hasta ahora
respecto 2l cuitivo de microorganismos.

Como se ha indicado anteg, el excegso de meterial
nitrogenado no se ewplea para el cultivo de los microorga-
nismos como substancia nutritive, porgue sy credimiento cesa
al alcanzar cierto limite, siné gue se utiliza exclusivamente
para continuar la produccidén de fdcido X~cetoglutdrico, que
se transforms en awinodcido. A continuacién se exponen los
resultados de ensayos realizados para hallar la relacién en-
tre la cantidad <e material nitrogenado afiedido y la de 4ci-
do glutémico producido, y el crecimiento del cuerpo bacte-
rianc.

Ensayvo L%,

Medio de cultivo: Glucosa, 8%; KH2PO4, 0,05%; KéHP04,
o,oS%;mgso4.2H20, 0,0%%; NaCl, 03012, Mn012 y
CuSO4, 0,001% respectivamente.

A este medio bdsico se aflade sulfato de amonio, en

las proporeciones sigulentes: 0,01, 0.02, 0,05, 0,1, 0,2,
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0,3, 0,5, 1, 3, 5, 6 y 8%.
Los medios aszf preparados se e.terilizan calentdn-
dolos a 1302C durante veinte minutos, y se utilizan luego.
I'icroorganismos:

.

a) Dos cspecies de Aerobacter,

b) Una especie de scetobacter y dos de Gluconobacter.

c) Una especie de Pgeudomonag y otra de Serratia.

Meétodo de cultivo: EL cultivo se resliza en condiciones
aerdéfivmas durante 48 horas, a 32¢C, yel mecio se¢ deja en
reposo doce nores, ¥ sc decanta. Il cuerpo vacteriano se
separa rediante centrifuga. La cantidad de liquido es de
10 litros en cada ensayo.

Advertencizs: En la Tabla 1, de la pdgina siguiente,
en la cue se expone el resultado de estos ensayos, las ci-
fras de fcido glutdiico indican tantos por 100 del clor-
hidrato; las del cuerpo bacteriano, tantos por 100 ded
cuerpo becterizno seco, y la marca *-"” indica que por cro-
matogreffa sobre papel , no se ha descuvierto ningin indi-
cio de dcido glutdmico, mientras gue la gefial P+” signifi-

ca el caso opuesto o pogitivo.
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TABLA 18.
Acido glutdmico % Cuerpo bacteriano
Bacterias (a) (v) (c) (a) (b) (c)
enénico %

0.01 - - - 0.017 0.019 0.008
0.03 - - - 0. 050 0.062 0.031
0.05 + - - 0.071 0.081 0.068
O.1 0.03 - + 0.113 0.1%4 0.101
0.2 0.12 + 0.04 0.165 0.153 O.114
0.3 0.24 0.19 0.13 0.159 0.160 0.125
0.5 C.T5 0.31 0.53 0.174 0.168 0.122
1.0 1.07 1.12 0.92 0.146 0.167 0.110
3.0 1.15 1.24 1.08 0.157 0.169 0.113
5.0 1l.23 1.29 1.16 0.160 0.176 0.104
6.0 1.20 1.36 1.21 0.145 0.152 0.098
8.0 0.98 1.19 1.05 0.119 C.135 0.076

Como se desprende de lo expuesto, el crecimiento y

la multiplicacidn de bagcterias se suspenden substancialmente

al llegar & cierto limite, pero la produccién de dcido gluté-

mico aumente al haccr mayvor la adicién de sulfato amdnico.

A continuacidbdn se indica la relacibn ée lsz cantida-~

des producidas de £cido o—-cetoglutdrico y decido glutémico

respecto al tiempo, mediante el

Ensajo 22.

Medio de cultivo: Se emplea 1fgquido de almidén sacarifi-

cado, a razén de 5,47 de daucar reducido, en lugar de glu-

cosa del medio bésico del ensayo 12, y se afinde a este me-

dio bédsico, sulfato aménico al 2%, y ademés se aflade 0,2%



de sulfato aménico solamente gl medio de cultivo de los mi-
croorganismos de C);
Hicroorganismos:

A). Una especie de Acetobacter y otra de Serratia.

B). Una especie de hcetobacter, dos de Acetogluconobacter,

y otra de Saccharomyces cerevisgiae.

C). Dos especies de Iseudomonas.

Método de cultivo: Como medio de cultivo se emplean porciones

de 20 litros, a 322C, agitando y dejando en reposo, y se to-
man muestras de vez en cuando.

Advertencias: En lags Tablas 2, 3 ¥y 4 siguientes se exponen las
proporciones (%) de 4cidos glutémico y de dcido X—cetoglutd-
rico. El cuerpo bacteriano se suspendid en agua sometiendo
el 1fquido a centrifugucibn, y se calculd mediante un fotone-
felbmetro; el valor volvidé a calcularse a base del cuerpo

bacteriano seco.

TABLA 28

Acido glutémico

Mieroorganismo F's B - C

Sulfato amdnico % 2 2 2 0.2

1l5 horas 0.02 + + —
30 0.25 | 0.17 | 0.30 +
50 0.96 0.24 0.71 0.01
Tiempo  qg 1.53 | 1.33 | 1.08 | o0.01
100 1.60 1.52 1l.45 0.02

125 1.61 1.53 | 1.47 0.03
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TABLA 2.
Acido -cetoglutdrico
Microorganismo A B C
Sulfato aménico % 2 2 2 0.2
15 horas 0.01| 0.02 t 0.01
30 0.23] 0.31 0.12 0.18
50 0.72 0.98 | 0.03 0.74
Tiempo g 0.18] 0.20| 0.01 | 0.95
100 0.02| 0.01 + 1.02
125 + - + 1.02
TABLA 4%8.
Cuerpo beacteriano
¥icroorganismo A B C
Sulfato aménico % 2 2 2 0.2
15 horas 0.04 | C.05 | 0.02 0.03
30 0.12 | 0.10 ]| 0.11 0.13
50 0.14 | 0.14 | 0.15 0.15
Tiempo
7% 0.14 | 0.15| 0.16 0.15
100 0.14 | 0.15| 0.16 0.16
125 013 | 0.15} 0.15 0.16

Como se ve por lo gque antecede, el 4cido glutémico
no se produce précticamente por adicién de sulfato amdénico
en proporcién de 0,2%, pcro afladiendo 2.04 de sulfato and-

nico la produccién de dcido glutdmico se contimia con la
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de dcido X=cetoglutérico al cabo de 50 a 75 horas de cultivo,
y luezo aumenta la de dcido glutdmico al consumirse dcido
x-cetoglutdrico, con lo gue el rendimiento de 4cido glutd-
rico aumenta nucho més que cuando se afiade 0,2% de sulfato
arnénico. Dicio en términos néds concretos, el erecimiento

del microorganismo o el aumento del cuerpo bacieriano viene
a ser el mismo, indenendientemente de cue se agregue 2i o
0,2% de sulfato zxénico, pero le cantidad de 4cido O—-ceto-
glutérico producide cumenta mucho, y en su mayor parte se
transforma en 4dcido glutdmico. En la Tabla 3, lazs cifras

de 4cido a-cetoglvtéirico son posteriores a su transformacidn,
¥ no representan los valores reales del 4cido producido: pe-
ro si tomamos en cuenta la cantidad de dcido glutémico re-
sultante segin la Tabla 2, se advierte que la produccién de
dcido cetoglutédrico aumenta clrededor de 50 a 60% en total),
si se efiade 2% de sulfato zmdnico en vez de 0,2%, y este
eurento en lgproduccidn de dcido cetoglutérico contribuye

e aumentar la produccién de dcido glutdmico.

Seguidemente sce degceribirdn unos ejemplos de la a-
plicacidn del proccdimiento del invento, pars la mejor com—
prensién de este Wltimo, pero ha de entenderse que los ejem-
plos no tienen cardcter limitativo.

ZJENPLO 18,

Se aflade 107 de (NH4)ZSO4 a una golucidn acuosa de

melaza sacarina al 10%, v le mezcla 1fquida se inoecula con

una especie Ce Aerobacter y otra de Egeudomonas, o sea conds

clases Ge rlcroorganisway; luego se cultiva durante siete
dias a 73eC. Se obtiene un matericl sazonsicr de sabor a—

gradable refinando y concentrando el liquido cultivado.
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EJEMPLO 28,
Se emplean 10 litros de 1{gvido de cultivo gue con-
tiene 57 de ureca, chregado a sacarosz al 8% (con adicién

ultericr de 0,1% de Ki,FO,, ¥ 0,05/ de 1gSO, como substan—

4
cia mutritiva). Le centidad de urea aiadida a este liquido
corresponde & un 2,34, & bese del nitrdgeno.

n 10 litros del medio de cultivo antes descrito
se siembra: una especie de Aerobacter y otra de Gluconoa—
cetobacter, 7 se cultivan en condiciones aerdébicas a 30¢C,
durante 72 hores. &1 1fquido cultivado se concentra, sin
retirar el cuerio bacteviuno, se trata con HCl concentrado,
v se sepura fcido glutdmico en forma de clorhidrato, confor-
me gl método habitual, pares obtener 105,6 g. del producto.
Cuando se examina separadaxente la muestra que contiene
cuerpos bacterviscnos, se calcula gue contiene so0lql8,5 g. de
estos cuerpos, a base del mzterisl seco, 1o axal denuestra
gue el dcico glutdmico obtenido no procede solo de los cuer-
pos de les bacteriasz, sinéd gue es producido de nuevo bio-

quinicamente en el 1Iquido, & expensas del exceso de urea.

[[#]

LIEIPLO 38,

Se prepara un medio de cultivo afiadiendo 15% de
(NH4)2804 (3,15 en X) y 55 de CaC0; a mosto (10% en azdcar),
y a 10 litros de este medio de cultivo se agrega un trozo de
gueso (alrededor de 1 g.), ¥ se cultiva a 33¢C. En este 1I-

guido se encueniran una especie de Fseudemonas, dos de Aero-

bacter, dos de Jaccharomyces, una de Aspergillus, una de

B.subtilis ¥y una de B. coazulans.

Lo proporcién de nitrér-eno del compuesto ambnico se
calcula de vez en cucndo durante quiince dias de cultivo, ¥y

se observa que lieza al mfnimo el dfa 139, Susyendiendo el
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cultivo en este punto minimo, retirandc el exceso de CaGO3
y el CaSO, producidco, concentrando el 1liquido, sepasrando
log iones de Ca y el amonio en exceso por adicidn de NaZCOB’
neutraliszando el liquido medisnte adicidén de HCl y concen-
tréndolo, se obtiene un materizl de buen sabor, &propiado
para sazonar. En esta operacién se demuestra gue se consu-
ne 67,4 de nitrdgeno del compuesto amdnico, y que el ni-
trézeno del aminocompuesto obtenido asciende hasta 34% del
total del nitrézeno agregado al principio, pues este com-
puesto asimila aproximadamenie la mited del nitrégeno meta-
bolizado (67,4%), mientras que la cantidad total del cuer-
po bacteriano es sélc de 3,1 g., o sea Unicamente 1% del
nitrbseno total (310 g. en nitrégeno) afiadido al 1fguido,
aiin suponiendo gue estos 3,1 g. de cuerpo bacteriano sean
en absoluto protefna. Isto indica gque la mayor parte del
nitrézeno incorporade en exceso se metaboliza, y la mayor
parte del nitrdgeno metabolizado se acumula como aminodeci-
dos en el liquido.

EJELPLO 49,

Una especiec de Aerobagter se inocula en un medio de
cultivo que contiene 54 de glucosa, 0,14 de KéHPO4, 0, 05%
de MgSO,, v 2% de }IaNO3 cono fuente de nitrdgeno, y se cul-
tiva a 3020 durante cinco dfas. Terrinado este plazo, se
analiza e}medio cultivado y se encventra 1,50% de 4cido
slutdmico (alrededor de 30% de azicar). Para comparar, se
agrega 1,54 de 1&}1401 en vez de NaNOB. (La cantidad de ni-
trégeno es la wivma de antes, 0,33%). Se inocula el mismo
germen, el cultivo se efecctda en izvesles condiciones, y el

rendimiento obtenido esta vez es de 1,48%.
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EJELTLO 5%,

Se prepera un medio {e cultivo afiladiendo 0,1% de

K, HPO,, 0,04% de mgso4 v 25 de W !03 a liguido de aimidén

N

43
sacerificado (5% en azdcar), ¥ se inocula con una especie

de Pseudomonas, para cultivarlo como en el ejemplo prece-

derte. 41 guinto dfea de cultivo se obtiene 1,25#% de 4cido
zlutérico (254 en azdcar).

EJELTLO 62,

- . - . P - 2
Se prepara un redlio de culiivo eafladiendo 0,757
de NH401 v L4 de iTaI\IO3 como fuente de nitrédzenc a un 1i-

quido gue contiene 5% de saczrosa, 0,17% de KH2P04 y 0,05%

de MgS0,; se inocula con una mescla de Serratia y B.sub-
tilie, y sc cultive & 33¢C durente cinco dfas. Terrinada
la fsrmentacién, el 1iguiio ée cultivo contiene 1,704 de

f£cido glutdmico (345 en zzidcar).

Se reivindica como objeto cde egta patente:

1) Procedimiento para obtener productos sazonado—
res, p;rtieléo “e gacaridos, mediante la inoculacién de
mieroorsanismos muy productores de a-cetofcidos de los sa-
caridos, a un medio preparcdo efladiendo un corpuesto nitro-
renado del grupo gque comprende sales aménicas, amoniaco,
urea, arinodcidos, nitratos y nitritos, en cantidad mayor
de la necesaria pere el crecimiento y la rerroduceidn de
dichos microcrganisme, ¥ cultivando estos microorganismos
a tenperaturas de 102 a 509C para producir 4dcido x—-cetoglu-
tdrico por lz scecidn fisioldézice de los micrcorganismos y
amingr a la vez el material por obra de la enzima de los

mismos, con lo gue el material nitrogenado en exceso se
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asimila para suscitar le produccidén de 4cido x-cetoglutd-
rico, ¢l cuul se transforue en dcido glutdmico aumentando
asi la produceidn ce este Ultimo.

2) Procedimiento para producir material sazonador
segin la reivindicacién 1, en el gue los microorganismos
muy productores de x~cetodcidos de lzs substancias azucara

dag, se eligen del grupo gue comprenie I'seudomonas, iacto-

bacillus, Acetobacter, aserobacter, Serratia, Escherichia,

B. subtilis, Gluconobacter, Saccharomyces y Aspergillus, y

el materizl sazonador contiene 4cido glutémico como ingre-
diente principal.

%3) Procedimiento para obtencr productos sazona-
dores, pertiendo de sacaridos.

Zszta mevoria consta de trece pdginas escritas por

una sola cara.

JOSE M,
[N
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