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Memorises descoriptiva

Este invento se refiere a la sfntesie del 4cido Lwglu=
témico, y m4s concretemente s la produccién de este decido por
fermentacibn, sobre todo s la preperacidn de &cido L-glutémico
en estado libre, con exclusién substancisl del D-glutémico, por

fermentacidn de un medio nutritive con midroorgéniamos del




10

15

20

25

30

248196

género Bacillus. Con nés precisién afin, atefie s la produccidn

N e e T AT Y e s 2

de &cido L-glutémico por fermentacién con microorganismos del
tipo intermedio de Bacillus megateriumesreus.

El dcido I~glutémico es un aminodeido que, en forma de
su ssgl monosédica; se emplea mucho como sazonedor de productos
el imenticios. Se conocen sfntesis quimicas do la substancis,
pero con el inconveniente de que en la mayorfa de 10s casos
den la forme racémlos de &cido flutémioco. o

Tembifn es conocido el alslamiento de 4cido L~glutémico :
o partir de celdos. En la gran meyoris de estos casos, sin em=
bargo, el producto inmediato es un complejo de &cldo glutémico
que ha de degradarse o hidrolizerse pera obtener el &oido libre,fl'
0 una mezcla de las formas L y D del &cido. Las sinfesis micro=
bioldzicas que dan complejos de glutamsio, mezcles o isémeros,
no son satisfactorias como métedos comerciales de preparacién
de &cido L-glutédmico, por las operaciones complementarias re- .
sueridas pera recuperar el producto deseado en forma puras. Ade- '
més, en muches de las sintesis microbloldgicas publicedas hasta '
ghora en la bibliograffas, 86lo se forman o pueden recuperarse
pequefias cantidades de &cido Ie=glutémico, por 1o que no resul=
tan comerfislmente prioticas.

Se ha descublerto ahora gue es posible obtener elevados

rendimientos de &cido I~glutdmico libre mediante fermentacién

en tn medio nutritiw agpropiado con cepas de microorganismos
gelocoionados del ghnero Bacillug, y en particular con cepas

del tipo intermedio de Bacillus megaterium-cereus. Cuendo ls

fermentacidn se lleva a cabo en las condiciones y con los mi-
oroorganismos que sSe describen con detalle nds adelesnte, de
formg directamente &cido L=glutfmico en el ocaldo de fermenta~ .
cién, substancialmente libre de &cido D-glutdmico, econ propor- ,
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clones relagtivemente bajas de &cldo glutimico combinadoe
Los mioroorgmiamos del tipo lntermedio de Bmzoillus

megaterium-cereus que sirven para producir &cide Ie-glutfmioco, ¥

que se incluyen dentro del marco de este invento,'ae caracte~
rigan por su vegetaoidn en medios nutritivos de glucoearextrab-i??
to de levadura-ssles. fultivadas en tal medio nutritiw, las
células gparscen hinchadas, deformes y de tamaffo irregular, O
sega muy diferentes de las especles de Bacillus conocidas hasta
shora, cuyas células presentan el aspecto de bastoncillos com-
pactos normales. B

Un nuevo microorganismo productor de écidq L~glutémico
que cae dentro de la esfera del invento fue elgledo del suslo
en Austin, Texas, y mantenido en oultivos inolinadob en agar
de un medio de glucogawextracto ds levadure=-sales conservado
8 49C., Por sus propiedades morfoldgicas, se parece mucho al

ggoillue megateriun y al Bacillus cereus, pero, como se indlca

més lejos, es distinto de una y otra especie; por °°n81guiente,‘f;
el microorgeniamo se ha designado como cepa del tipo interme=

dio de Bacillus megaterium~cereus. Un cultivo de esta nueva

oepa Se ha depositado en la Coleccidén Americans de Cultivos
Tipo, en Washington, D.C., con 2l nfmero ATCC 13062.

Las caractsristicas morfoldgicas del nuevo cultivo
ATCC 13062 son las sigulentes:

08lulas vesotativag. Cultivos jévenes procedentes de

ager nutritivo: bastoncillos de 049~1,2 x 2,0-5,04, sueltos o
en oortas cadenas, con extremos redondeados y protoplasms
moteado (fucsine bhsice); de aspecto perlado o jaspeado, no
méviles, encapsylados, sin flagelos; gramnegativos (cultivo de
6=12 horas).

En'agar nutrlitivo gluw sado, los bastoncillos eran
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meyores, mis largos, y contenfan muchos glébulos refringentes
voluminosos. Cultivos viejos en ambos mediost: filementos o ca-
denas, largos y enredados; células de tamafio rregular, sl gunas

con extremos spuntados.

En un medio de glucosa~extracto de levadura-sales, 1i-
quido o sobre agar, las células jévenes eran mayores, con més
vacuwolas, y contenfan glébulos refringantes grandes. La morfo-
logla del medio lfquido es distintiva, totelmente diversa de
la do las cepas de referencia de Bacillus megaterium y Bacillug

cereus. El cultivo ATCC 13062 en este medio es t{picemente pleo-;?;
morfo, con la mayorfa de las células de tamaﬁo'irregular y de= T
formes, y conaslderablemente hinchadas.
Zgporangiose No hinchados distintamente.
Esporag. De 0,8~1,2 x 1,2-2,27L, ¢ilfndricas u ovales,
centrales o paracentrales; formacién abundente al cebo de 48
horas en agar nutritivvo; resistentes a uﬁa hora de calor g 602
Ca o
Qoloniags En place de ager nutritive, despuds de 48 ho- ;'
ras a 3020: lisas, circulares (1,5-2 mm), @nteras, convexas, 10 Ef
difusibles, translficidas, relucientes; de color blanco oremoso.

Cultivos inclinados de agar nutritivo. Vegetacidn mode-

rade; lisos, suaves, reslucientes, translfcidos, ligeramente di=
fuglbles; himedos, de color blance cremoso y olor a amonfaco.
Celdo nutritivo. Turbio, con sedimento'{ sin pelfcula.

Cultivos inclinados en sgar nutritivo y glucoss. Vegee

tacién més suave y glutinosa que en agar nutritivo, con puntos
di4fanos,.
Cultivos inclinados en agar con sales, extracto de

lovedura y glucosa. Vegetacién sbundante, butirosa, realzeda,

hfmeda, reluciente, opaca, de color blanco grisdceoc.
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Celdo con glucossa, sales ¥ extracto de 1evadura.'muy

turbio, con sedimento y ma'berial capsular filan't;e, pero sin
pelicula.
En le teble siguiente se exponen los caracteres fisio-

1égicos y bloquimicos del Bacillus megzsterium, del Becillus

cereus y de la cepe ATCC 13062

Caeracteres Bemeget. Be.cereus ATCC 13062

Vegetocibn sobre eger
con glucose=nitrato
Vegetacidn s/patata

Lk
+ 1
i

Pormacién de doido en
Glucosa

Bacarossg

Manite

Argbirosas

Xilosa

Glicerins

Salicine

Reacciln de Voges=-Proskguer -
Hidrélisis de

Tt i

+ FE111 ]+
A ISR

AMmidbn + + . +

Gelatine + + +
Caseins + + +
Reduceién de nitrato - + +
Formaeibn de urease + - +
Utilizacibn de oitraxof + + +
Vegetacibn anserdbica en

celdo glucosado - + +
Formacifn enserédbica de :

ga8 a pertir de nitrato - + -
Reaceidn en yems de huevo - + -

¥ Medio de ager cltratedo, con 0,2% de extracto de levadura.fl
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El medio nutritvivo empleado pars el cultivo de log
microorganismos del tipo intermedio de Bacillus megaterium-—

T BT T P I TR O T T TG,

cereus conforme a este invento, para producir &cido Imglutémi-
co, debe contener un manentiel de carbono y otro de ﬁitrégeno,
y sales. La dextrosa es la mejor proveedoras de carbohidratos,
pero pueden utilizarse otras fuentes, tales como glmidén, sa-
carosa, levulosa, lactoga, dextrine, melazas y sus andlogos, L
si se quiers, con resultado sstisfactorio. e cantidad de &oido =
L~glutfmico producido depende, =l menos en parte, de la de -
azficar contenida en el medio. Para una produceién éptima, pre-
ferimos emplear un medio nutritivo que contenge uns centidad de iﬁ
azficar inferior a la concentracién vegetative 1fmite, o un
medio al que se agregue continuamente dextrosa manteniendo wn
nivel inferior & la concentracién que limita el crecimiento.
Aungue se pueden afladir al medio concentraciones de dextrosa
el 10% y més, preferimos emplear un medio nwtritivo oon 4 a &%
de dextrose.

Ejemplos de fuentes adecuadas de nitrdgeno son urea,
galos de amonio, como sulfato embénico, sminodcidos y andlogos.
De elles, preferimos emplear urea o sulfato aménico, pues asi
ﬁegetan bien los cultivos y se logra consecuentemente wna ele=
vade producoidn de écido L~glutémico. Es corriente asimismo

incluir en el medio clertas seles, como fosfato potésico, o se- fﬂ

[ZR

les de maegnesio, einc, hierro y menganeso, en centidedes mini-
mas. Estos minerales en indiclos, requeridos por los organismos i?
pars su desarrollo, suelen encontrarse en grandes cantidades .
en las fuentes de carbono y de nitrdgeno. Preferimos incluir
igudl mente en ol medio nutritive carbonato chleico, porque de
este modo se obtiene habituslmente un rendimiento mayoxr en

foido I=glutdmico.
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Se ha comprobado que el pH del medio de fermentacién
e8 esenclal pare una produccidn elevada de fcido I=glutémico.
El eminodcido se forma muy satisfactoriemente y en sbundancia
cuendo ol pH del medio estd comprendido entre 6,5 ¥ 7,5 apro=-
ximgdemente, A medida que vegeta el cultiwo y se produce fecido
I-glutémico, el pH del medio se vuelve més 4cido, ¥y, &l no se
vigila, puede llegar a ser bastante &cido para retarder o de-
tener el desarrollo del microorganismo. Por eso, el pH se gjus~ f?
ta a neutralidad esencicl periddicemente, en el curso de la fa~ ix
se de fermentacidn, por adicibén asdptice de una base, con pre-
ferencle hidréxido embnico. Un reajuste del pH glrededor de
7,0 a intervalos de unas seis horas, durante la fase de vege-
tacidn active del microorganismo, ha remltado adecuads para
el buen desarrollo del oultivo y une gran scumulacidn de &cido
Le-glutémico.

Bl vultivo de este nuevo microorgmismo se efectfia en
condiciones aeréblees. Cuando se practicen fermentaciones a
pequefis escala, como en matraces de Erlemnmeyer, se obiiense uns
aireacidn suficiente agiténdolos durante el periodo de fermen=
tacibn. Para operaciones a mayor escale, el caldo nutritivo
se agite mecénicamente, y se introduce en el medio sire este~
rilizedo, aplicendo técnicas blen conocides en este ramo. Para
rendimientos 8ptimos en &cido I-glutémico, se incubs la cepa
ATCC 13062 en el medio nutritivo a unos 28-322(C, y con prefe-
rencie a unos 302(, durente 36-84 horas. Se oEtienen rendi-
mnientos nmuy satiéfactorios de écido Le~glutémico &l cebo de
48=T2 horas de incubecién en las condiciones gpuntades.

Une pecullarided especial del invento aquf descrito
es el elevado rendimiento en fcido L-glutémico libre producido

por el nuevo microorganismo del tipo intermedio de Bacillus
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megaterim~cerens, tel ecomo ATCC 13062. Empleando las condi-

ciones ya expuestes, se logran uniformemente conversiones abun~ ;
dantes de cerbohidrato en &cido L-glutémico, hasta de 60% del g
carbohidrato consumido, en centidades superiores a 25=35 mg. def;
4cido glutémico por mililitro de celdo de fermentacidn. Ademds :
de las grendes cantidesdes de &cido Im~glutémico producido, se
forme vnea centidad reletivamente pequefia de &cido I-glutémico
combinado, que se convierte fhcilmente em el deido 1ibre hidro~ ii
lizéndolo con un 4cido minerel, preferiblemente con &cido ;
clorhidrico. ' |

El 8cido I=glutémico producido mediante cultivo de
nuestras nvevas cepas de Baclllus en un medio nutritivo,
segln se deja descrito, se puede recuperar del lfquido de fer=
nentacidn después de retirsr el material sblido por filtracién
o por cemtrifigacién. En genersl, este procedimiento comprende .
lg acidificacibn de un filtrado de cultivo con 4cido clorhidri-égf
co, ¥ la adsorciln del fcido Leglutémico contenido en el 1i~ i
quido acidificado sobre une resine de intercembio de eniones
débilmente bésicos, como IR-4B, resine comercigl expendida por
la Rohm & Heas Compsny. El eminodcido se retira de la resina
por elucién con fcido clorhfdarico ailufdo y concentracién del
elugto a volumen reducido. El clorhidratc de &cido Leglutémico
se obtlene por cristelizacidn en esta filtima solucién.

La cantidad de &cido I~glutémico contenide en un osldo
de fermentecidn particular puede determinarse tembién, sin
recwerir el aislemiento efectivo de aminodeido, por uno de dos
métodoss wno quimico, que utiliza le crometogreffe sobre tirsas
de pepel, ¥y otro enzimético. 4 continuscién detdl lemos smbos
procedimientos de vel orgciln.

A.~ M&todo gufmico. Filtrados de cultivwo que contienen
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fcido glutdmico se marcen sobre papel de filtro Whetmen nt 1, &
gradvendo el volumen de modo que contengsn 10 a 90 mmg. de
dcido glutémico. Una solucién tipo de dcido glutémiqo se merca
en le miems hoja dé papel a niveles de 10, 30, 50, 70 y S0 mmges
pere poder trazer una curva de graduscidn. Se pasar por duplicaf,
do en diferentes hojas de papel soluciones probleme y petrén J
de ddido glutémico. Se revelen los papeles durante 20~24 horas, C
por el método descendente, empleando oomo diec lvente revelador
fenol seturado con una solucién ecuosa que contiene 6,3% de
citrato sédico y 3,7# de fosfato monosédico. 4sf se obtiene
una buene separacidn de las mercas de &cido glutémico frente
g otres reactivas a lg ninhidrina contenidas en los filtrados.

Despuds de secarlog durente la noche en wae corriente
de aire, los cromatogrames se rocfan ligeramente con solucién
de ninhidrine al 0,1% en n~-butenol setursdo de agua. Las mar- -
ces de bcido glutémico se locelizan a velores Rf de zlrededor
de 0,23, después de colentar los pspeles a 80-1002C durente
wnos dos minutos. | ' |

El glutamato de las mercas se vglors por medics descri- ?j
tos en lg bibliografia. Cede marca de éecido glutémico se corta
lvego en trocitos v se colocs en 1 ml. de sgua, en un tubo de
enseyo graduado. A cada tubo se afiaden sucesivamente 2 ml. ce
solucién tope de citrato (pH 5) ¥y 2 ml. de ninhidrina reasctivo.
Los tubos se ponen en agus hirviente, ¥ a cada uno de ellos
8o sgrega 1 ml. de solucién recifin preparada de Snc;l2 al 0,2%
(en solucidn tope de citrato de pH 5). Despuds de celentaer .
quince minutos, los tubos se retiran y se enfrien en la oscuri-~ iii

ded durente diez minutos. Se completa el liquido de cade tubo

haste 10 ml. gfiadiendo una solucidn ssturade de NaCl. E1 com=

plejo que contiene color se extrae de la fase acuosa sgitendo
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con 5 ml. Ge n~butenole Ia solucidn clera de butenol se pase
con pipete a un tubo de Klett, y le intensidad del color purpl- r
reo se mide con un fotoelectrocolorimetro de Klett-Swmmerson, e
empleando un filtro verde. Después de corregii‘ pare la lecturs
de ma muestre en blanco preperada del cromatogramae, pero sin
&cido glutémico, se encuentra umae relaecidn rectilines entre le
intensided de color y le concentracién de &cido glutémico en
wna escele de 10 & 90 mmg., El contenid® en &cido glutémico de
los filtrados desconocidos se celcula e partir de sus curvas
tipo de calibracidn respectives. .

Be~ Método enzimético. De pulpa blance reciente se
obtiene vne descerboxilesa I (& )-lutémica especifice. Ls en-
zime crude se vrepara mezcléndo A90 &» de pulpa con 30 ml, de
solucién tope de fosfato (pE 5,75) m/1l5, frie como hielo, du~-
rente wnos tres ﬁinutw, en vn mezclador Wering. El1 materisl se
pone en &l refrigerador durante une hors, y luego se filtre por
una gasa. Despuds de centrifugar el filtredo en frfo, se obiie-
e un 1iqv:l.do ligeramente turbio. La prepaeracién de enzima orue=
de oongelads retiene su mctividad sblo doe o tres dfas.

El €O, producido por descerboxilecién de 4cido glutémi-
co se mlde megnomé&tricemente en respirdmetros Waerburg a 3?90. la
cémere principal del recipiente de Werburg contenfe 2 ml. de :
preparacién de enzima. Unae rsma lateral contenfa 0,2 ml. de wne
muestra que representaba 0,5-1,0 mg. de 4cido glutémico, ¥y la 7
del otro lado, 0,2 mls de &cido sulffrico 1,2n. Se obtiene una
nuestra en blanco svbstituyendo la desconoclida por 0,2 mle. de
sgue. Ie eficiencle de la preparacién de enzima se comprueba
substituyendo le muestra que ha de angligzarse vor 0,2 m. de =
wne solucién neutrelizeda de I (-I-)-glutaﬁato gl 0,50%. Los fil~-
tredos de cultivo se acidificen oon &cido clorhfdwico 6n, pere
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eliminar el €0,y y luego se neutralizen con hidréxido embnico
gl 28%. Los experimentos se practicen en aitmbsfera de &l re.

Despuds de equilibrar ls temperaturs, las soluciones
de glﬁxamato se vierten en lg enzima. La resceidn se prolonge
hesta que no se desprenda més 002, porklo reguler 60 minutos.
Se hacen luego lecturas, y el &cido sulffirico se vierte en el
reciplente principsel, pera dejar O, (combinado) en solucién.
Un tratemiento de comprobacién permite determiner la centidad
de CO, (oombinado) en solucidn al principio del experimento,
y este valor se deduce de la cifra fingl de 092.

Los siguientes ejemplos se exponen con fines de iluse
trecidn, sin le menor ides limitativa.

EIBEIO 12,

Se efectuaron varies fermentaciones en matraces de
irlenmeyer de 500 ml., tapados con algodén esterilizado, em=

pleando wn medio nutritivo estéril de la siguiente composici&n:}i '

Dextrosa 30y == g/litro
(N, )o504 2464 M
FE,PO4 2938
K,HFO, 5y65
MgS0, o TH,0 - 1,00 #
Fo0,, « THp0 0,0011 ¢
FnCl, 450 ¢,0079
IniCs.THZO 0,0015 M
ixtrecte de levedure (Difco) " 0,25 "
CaC03 - 0,10

Lz dextrose y el 03003 se esterillizaron por separadoe.
El pH se'ajustd a 6,9 por ser necesario.
Se inocularon 100 ml. del medioc precedente con 2% am

volumen de una slembra vegetativa del cultivo de Bagillug

T T e W gk ae  an
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megeteriun~cersus ATCC 13062, y la formentacidén se efectud en ?

un sgeudidor giratofio mecénico, a unos 30eC, dursnte 72 horas. f,
Los celdos de fermentacién se ajustaron pefiﬁdicaﬁente a un pH
&e 6,5~7,5, a base del color del azul de bromotimol indicadork
efiadiendo hidrédxido embnico concentrados

Al terminar la fermentacidn, las células bacterianas y
el residuo de CaCO3 me retiraron por centrifugacién, y se deter-
mind el contenid de Acido L-glutémico en el centrifugado oclaro f
por el método enzimftico descrito enteriormente, con los resul- i}

tados que siguent

Filtrado Acido I lutémioo e

nfmero 1ibre (mg/ml.) e
1 | 5,42
3 5,86
4 5,05

2T PLO 28

Je efectuéron varias fermentaciones segfin la técnica
del ejemplo 12, para determinar los rendimientos en &cido L=
glutémico con diferentes fuentes de carbono en el medio nutri~-
tivo, Bste era el mismo del ejemplo 1R, pero reemplazandovla

dextrosa por la fuente de carbono indicada en la tabla de re-

sultados que sigue. Los productos en fcido L-glutémico se de~
terminaron por el método quimico antes descrito.

Tugnte de Acido Leglutfmico
cerbono libre-?mg/ble)
Glucosa 5,80 .
Sacarosa 5,04
Lactosa 5,20

Almidén 5,05
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Se eféotuéron fermentaciones en matraces de Zrlenmeyer :
de 250 ml., empleendo wn medio nutritivo esterilizado de igusl
composicidn que el del ejemplo 18, pero reemplazendo por saca- 4
rosa la dextrosa, y con ums concéntracidn de extracto de levadusi
ra de 0,1 g/litro. Las concentraciones de sacarosa y de Cal0, ‘
se variaron como indica le bablae de resultados gue sigue; estos‘;
dos ingredientes se esterlilizaeron por separado, y se afiadieron
a los otros medios nutritivos estériles. :
El cultivo utilizado y el método de fermentacién fueron 5
los mismog descritos en el ejemplo 1R. Ti
Se valoreron musstres de fermentacién por un método b1°ﬂéi
18gico y otro de electroforesis. g
Il primero es un procedimiento de difusidn, con Lac-

tobgeillus erobinosus como microorganismo de ensayo. Bste se

efectlla en un medio de agar con aminodcido y mezcle de vitemi-
nas, que favorsce la vegetaeciln del oultivo ensayado s8lo en
presencia de foido L-glutémico o de glutamina. Despuds de wn
periodo de incubacibn adecuado, las zonas de exhibicidn glre- .
dedor de las placas se miden, y se comperan con las de un 4cido :f
L-glutémico tipo. v
| Se realizé un ensayo por electroforesis en tiras de
papel, para seperar fcido L-glutémico de otros componentes del
caldo de fermentacidn, incluso glutemina. Empleando un potenw
cisl de corriente continua ¥ un electrdlito adecuado, el &cido
L=glutfmico emigrd hacis el &nodo positivo (+). Revelada la
tira ds napel, despuds de la electroforesie; con el reactivo
ugugl de ninhidrine, en condiciones vigiladas, se obtuvieron

zonas plgmentedas con densidedes, lefdas directamente en um

densitémetro Photovolt, proporcionales a le centidad de dcido
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Experimento A¥ _ o
Acido I-glutémico producido b

3 Valor.bioldzice Valor.Electroforétiggj;
a) 45 0,1 13,7 11,6 -
b) 45 1,0 14,6 12,0
¢) 45 5,0 16,5 16,1
a) 45 10,0 19,1 18,7
Experimento_B%*
Secarosa >caGO3 | Acldo Leglutémico produeido -
Jelor.biolégica _Valor.electroforética.
a) 60 1,0 21,9 16,2 .
b) 60 10,0 2443 19,4
e) 60 20,0 30,3 30,4

X Qifras en gramos por litro de lfquido de fermentacibn.
EJEMPLO 48

Ias fermentaciones se efectuaren en recipientes de 5

litros, empleando el mismo medio descrito en el ejemplo 18, pe= '

ro con 45 g/litro de sacerosas en luger de dextross, 0,1 &/litro 3?;

de extracto de levedurs en vez Ge Cy25 g/litro, y 1,0 g/litro

de 03003 en vez de 0,1 g/litro. En el exjerimento 28, Bé agregd

més sacarosa durente las fermentacidn, como se indice més ade-

lante.

Lgs fermentaciones se efectueron como sigue:

Cultivo
Volvmen
Agitecibn
Airescibn:

Ajuste de pH

-~ Bacillus megaterivm—~cereus ATCC 13062.

34200 ml.

~ Dos impulsgores de turbine de 3 pulgedes, &

[

561 rpm.
Tres litros por minuto.

Se sfindid solucidn concentrada de smoniaco cade

sels horas, pare mentener el pH entre 6,5 y 7,2-;?&
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Tempergtura -~ 288C. L
Antiespumoso - Se efindld el silicln entiespumoso GE-66 necesa- i
Veloracién - Biggégica, por difusibn (tubos y placas). :
Resultados -

Experimento_12

T4 empo Sacarose " Velor.de &cido glutémico
horas_ mg/ml . mg/ml .

0 49,5 0

24 46,5 : 0

48 5552 0

72 43,6 5,9

06 2392 1C,0
120 10,8 12,4

‘ Experimento_g¢

T empo Sacarose " Valorede £cido glutémico®
horas mg/ml, mg/mle

0 375 0

24 43,5 0

48 43,2 0

72 36,0 3,8

96 43,6 8y 3
120 53,6 14,0

X Gon un tiempo de fermentscién de 60 horas, se empezb a

do en
nutril
wendo

de de

cergar sacerose & razén de 0,08% por hora, y asl se con-
tinud hasta el final.

Le siembra vegetetive del cultivo de ATCC 13062 emplea-;}i

los enteriores ejemplos se deserrolld emplesndo un medio
tivo similar el descrito en el ejemplo 12, pero reempla-
los 30 g/litro de Gextrosa a1l empleadés por 10 g/litro

xtrosz. Los cultivos de slembres se dejaron vegebtar en

este medio 18-24 kovas, egitendo continuamente, & unos 308(,
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Se aislé del caldo de fermentscibn el &cido L-glutdmico f
producido seglm el presente invento, proéediendd como =igue: .

Se concentraron a reducido volumen en vacfo 50 ml. de
filtrado de cultivo, y se acidificaron con 20 ml. de 4cido
clorhfdrico 6n. Esta solucién se neutralizb sgitemdo durente .
una & tres horas con unos 100 g. de resinae interiénice Amberli- A
te IR 4B himeds, hesta que el PH de la solucién fue de 6-5. i
(La resina interiénica se preperd lavendo sucesivemente con
sbundantes porciones de 4cido clorhfdrico al 4%, sgus, carbo-
nato sédico al 4% y agus; al terminar este lavedo, la resing 3
estebs en su forme bésica)s Le solucidn se decantd de la resinaféj
éste se lavé repetidemente, y se decenteron las lavaduras. Las i
soluciones y las aguas Ge lavedo reunidas se filtrasron y con=-
centraron en vaclfo haste un volumen aproximado de 50 ml. Estg
solucidn se aclidificé de nuevo con 20 ml. de &cide elorhfdrico
6n, y se neutralizé con 100 g. de nueve resina. El mismo ciclo
ge repitid une vez més.

Los tres lotes de resina, con el fcido L-glutémico ade~

sorbido, se extractsron sgitendo con 4cido clorhfdrico 0,25n
hasta reducir el pH del extracto a menos de 2. Los extractos
que contenfan el feido Leglutémico se reunieron y concentraron
hagta congistencia siruposa, en vacf{o. Al jarabe resultante se i
afiedieron wios mililitros e &cido clorhfdrico concentredo. De-é?i
jendo reposer esté golucién en frfo 24 horas, se formeron cris-%f;
tales de clorhidrato de fcido I-glutamico, los cuales se reco- '.’
gleron mediante filtracién y se lavaron por separado con etanoli?"
¥ éter.
ezl 0 1 Atesreow

Se reivindics como objeto de esta petentes
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1.- Procedimiento para la preparacién de 4cido L-gluté-
mico substancialmente libre de fcido Dmglutémico, el cual com~ °

prende cultivar un microorganiemo dsl tipo intermedio de Bacil- f_

lus megaterium—cereus en un medio nutritivo acvoso, en condi-
ciones aerébices, s vn pH sproximedo de 6,5 a 7,5.
2.= Procedimiento seglin le reivindicecién 1, en el que
el microorganiemo se caracterize por formar células hinchedes
vy de forme irreguler cuando se cultive en un medio nutritivo
con glucosa, extracto de levedure y sales.
3.~ Procedimlento segfm le reivindicacién 1, en el que
el medio awtritivo contiene un carbohidrato y une fuente de
nitrégenc.
4.~ Procedimiento segln la reivindicaciln 3, en el que .
lg fuente de nitrégenc es hidréxido eménico. ;i
5.= Procedimiento segfn le reivindicecidn 3, en el que -
le fuente de nitrégeno es urea.
6.~ Procedimiento pars la preparacién de fcido Le~gluté- ?;
mico que comprende cultiver especies de tipo intermedio ATCC .

13062 de Bacillus megateriume—cereus en un medio nutritivo acuo-?}f

g0, en condiciones aerébicas, e un pH eproximedo de 6,5-7,5.

7.- Procedimiento segln le reivindicecién 6, en el que
el medio nutritivo contiene un cerbohidrate y uns fuente de
nitrbgeno,

8.~ Procedimiento segfin la reivindicecibn 7, en el que
le fuente de nitrégeno es hidréxido amépicol

9.~ Procedimiento segln la reivindicecibén 7, en el que

la fuente de nitrlgeno es urea.

10.~ Procedimiento para la preperacién de fcido I-




- 18-

248196

glu‘témi CQe
Este memorias consta de dleciocho péginas, escritas i;

Por une s0la cara.

BARCELONA, = 6 MAR. 1959
Pe Ae
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