1 MEMORTA DESCRIPTIVA

]

pars soliciter
PATENTE DE INVENCION

-

en
ESPAN A
por VEINTE ajios

e -

& nombre de AJINGMOTO CO,, INC,, entidad Japonesa, establecida en
N° 7, Takaramcho-lechome, Chuo-ku, Tokyo, Japbn, por:

*

U PROCEDINIENTO PARA PRODUCIR ACIDO GLUTAMICO"

La presente invencibn se refiere a un procedimiento pars la produc-
oibn de &cido glutfmico y especialments a un procedimiento para la obtenciln
de fcido glutfmico en forma de oristales, o sus sales (al que se aludird em
las 1fneas siguientes, eon la denominacién de™fsido glutmico", simplemente)

5 a partir del ocaldo de fermentacidn. ,

El objeto principal de esta invencién es cristalizar fcido glutémi-
#0 en un estado preferible, evitando la formacin de cristales de &cido gluté-
moo de hibito eristalino inferior y de dimensiones pequefias, con el fin de
separar facilmente foido glutémioo del caldo de fermentacidn del mismo. _

10 Otro objeto es obtener oristales ae Scido'glubimioo de la mayor pu-

v

reza, sin e8lulas acompafientes y ni otras impurezes a partir del caldo de fer-



(£}

5
.
10
~
< 45
—y
A
20
25

9592970

montanifn,

v

Otro objeto mis, es obtener écido glutdmico a partir del caldo,

con facilidad, eon buen rendimiento y a bajo costo.

Otros objetos se desprenderin lfgicamente de la lectura de la si-
gulente descripcidn y de les reivindicaciones, .

‘I,ou caldos que contienen fcido glutémico obtenido por fermentacibm,
en la que se ha utilizado somo materias primes carbchidratos tales como gluw
cosa, fructosa, sacaross, maltosa, almiddn y anflogos, contienen siempre cé-
lulas dificilmente filtrables y corbohidratos que quedan después de la fer-
mentacién, Un caldo de esta naturaleza suele contener de 2 a 8% do las eé-
lulas (en himedo) y 0,3-3 ;b de los carbohidratos remanentes al lado de 3~15 7
de #cido glutémico. Las o8lulas se convierte en pseudo-nficleos de cristales
de #oido glutémico que alteran el hébito cristelino y se mezolan con el Aci-
do glutimieo oristalizado disminuyendo su pureza. Por lo tanto, debe evitar-
se su coexistencia en la etapa de eristalizacifén del proseso. FPor otra par-
te, los sarbohidratos residuales contrarrestan la oristalizacién y el creci-
miento de los oristales, formando cristales tan minfisculos de &cido glutfmie
co de hibito ocristalino tan extraordineariamente defieiente, que dificilmen-
te puede llevarse a cabo la separacién de oristales en una operacifn indus-
trial. In esta Memoria, la expresidn de hibito eristalino inferior, signi-
fioca la formacifn de eristales tan minfisculos de forma acicular, delgads o
tabular d& menos de 1@ 4 o depbsito amorfo. La seperacién previa, tanto de
las células eomo de los carbohidratos residunles, que determina el hibito
cristalino inferior y la casi imposibilidad de la separaciln industrial de
oristales, es, pues, indispensable en el tratamiento del caldo de fermenta~
eifn de #cido glutfmico.

Para separar las sélulss y los carbohidratos residuales del caldo
de fermentacifn, 1los inventores han ensayado un procedimiento en el que al

ealdo de fermentacibn se adicionaba un #cido inorgénico como agente hidroliw
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zante y las oflulas bsoterisnas se hidrolizaban parcialmente, convirtiéndo-
se los oarbohidratos residuales en sustancias himices, Sin embargo, somo
defecto mhs importante de este procedimiento, es inevitable el consumo de
una gran proporcidn de #oido inorgdnico para la hidrélisis, Il caldo de
fermentacibn de foido glutdmieo es casl neutro y el 4cido glutimioco eonte-
nido se encuentra generalmente en estalo de glutamato monosédico o gluta-
mato monoambnico, Para acidificar fuertemente dicho caldo, es praclso agre-
gor al mismo un dcido inorgdnico en una cantidad tal, que primeramente se
elimine el sodio o el amonio de los glutamatos, se combine despuds eon fci-
do glutfmico para former la mal del Scido inorgdnico del fcido glutdmieo,
por ejemple, el clerhidrato o el hidrosulfato de dcido glutdmico, y sdemis,
para hidrolizar las células 5.V que sonvierta después los carbohidratos re-
manentes en sustancia hiimica, n reslidad, se necesitaba una gran cantidad
de 8cido inorgdnico, del orden de 350 partes de dcido slarhfdrico concentra~
do o 300 partes de #cido sulflrico concentraio, calculads eon relacién a 100
partes de #cido glutamico contenido en el caldoe

81 las c8lulas pueden separsrse del caldo de fermentacibn, por
ejemplo, por centrifugacibn o filtrando, mediante la ayuia de tierra de dia~
tomeas u otros materiales afecuados, los carbohidratos residusles represen-
tan la Onica sustancia que puede principalmente obstaculizar y degradsr la
cristalizacibn de #cido glutdimico en el mencionalo ealdo. Sin embargo, no
es la cantidad absoluta de los carbohidratos residuales lo que contrarresta
1a oristalizacibn del &cido glutimico sino la eantidad relativa, es decir,
la relacifn de los carbohidratos restantes al 3cido glutfmico.

De acuerdo con las investigaciones de los inventores, la relacifn
entre el cociente de la cantidad de carbohidratos residuales a la de cido
glutfmico y el cociente de velocidad de crecimiento cristalino, se indican
en la tabla 1. ILa "razén de hibito oristalino” significa la razfin de la

cantidad de aguss madres retenidas a la de 3cido glutdmico cristalizado y
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separado en condiciones definidas, Por ejemplo, "50" significa que la can-
tidsd de aguas madres retenidas y la de los cristales ob'beniq.os, estén en
una relecién de 4:2, Muchos experimentos han demostrsdo que, cuanto menor

es dicho coclente, mejor es el habito eristalino,

TABLA 1
Relacidn de glucoss. a
fs1d0 plutémico _45:100  _25:100  _ 35:100  _ 45:100  _60:100
Razfn de velocidad de
crecimiento ocristalino 110 90 65 50 2
Razbn de hibito oris- .
+alino, 18 28 35 58 55

Los inventores han encontrado que, si al caldo de fermentacién del
cual se han separado las células, se aliciona una solucidn de dcido glutémi-
co para disminuir la relacién de la cantidad do los earbchidratos residusles
a la del #oido glutdmico so-existente, el #cido glutdmico que ha existido en
la forme propia (1la forma propia se refiere a #0ido glutémico y sus sales,
mientras que la forms no-propis se refiere a foido pircglutémico, glutemina
coexistente y andlogos) se oristaliza ajustando el pH a 3,0 y, despuds de se-
pararlo, las aguas madres se tratan oon un #cido inorgfnieo y se calientan pa-
ra convertir los carbohidratos restantes en sustancia himmica que se puede 86~
parsr ficilmente de la scluoibn, el filtrado obtenido no contiene ys més car-
bohidratos ni ninglin otro cbstésulo, sino que contisne #cido glutdmico produ-
.o:i.do a partir de la glutamina, Scido piroglutfmico y anflogos oitados por hi-
drlisis y ahora puede samsterse a oristalizacibn de 8cido glutémico de buen
hébito. Adems, si el filtrsdo ultimamente mencionado se utiliza como la sc-
luocibn de asido glutémico srribs. indicada para rebajar la relscién de carbo-
hidratos a #cido glutdmico, pusde realizerse mas ventajosamente el procedi-
miento de acuerdo con esta invencifne Esto es debido a que el #oido gluté~
mico existfa originalmente en la fomafpmpia y el #cido glutémico proiueido
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a partir del que existis en la formas no propia, oristalizan primero en una
fase operatoria y, par otra parte, dicho filtrado contiene todavia el Jei-
do inorgfnico que se agregd pars la fase de hidrSlisis de la (ltima opers-
cibn y puede utilizdse para la fase de ajuste del pH de la operacién si-
guiente como resctivo de acidificacién, Cuando se pone en prictica un pro-
cedimiento de acuerdo eon esta invencidn de sste modo, la cantidad necesa-
ria de dcido inorgdnico poar 100 partes de 3cido glutdmico en el caldo libre
de odlulas, disminuye a 130 psrtes de fcido clorhfdrico comsentrado a 100 par-
tes de Acido sulffirico eoncentrado, 1o que corresponde, respectivamente, a
uns. tercera parte de la cantidad necesaria de #cido inorgénico en el proce-
dimiento ordinario antea mencionado.

Los inventores han encontrado ademis que, cuando la sustancia hi-
mica producids por conversién a partir de esarbohidratos y separada de la so-
luocidn se agroega al caldo de fermentaciln antes de la primera fase de la ope-
racibn siguiente, la filtracién de las c8lulas que son de separacién esen-
cialmente dificil por fil‘tra.ciﬁn, ge faciii‘ta. notablenente,

La tabla 2, que sigue, ilustra efmo la sustancia hiémica es efectiva
para facilitar la filtl;a.ciér) de las c8lulas en comparacifn eon tierra de dia-

tomeas que es bastante cara, pero se utiliza corrientemente en esta clase de

ﬁltraciSno
TART.A 2

Cantidad empleada ‘ Comparacifn de la cantidad filtrada
caloulada con rew~ -
lacidn al caldo,: Deapuéds de Después de Despuds de Despuls de

3 minutos 5 minutos 10 minutos 30 minutos
5% (hfimedo) de sus~
tancia himica 38 48 66 100
0,5% (meco) de tie-
rra de diatomeas 2, 3 X 62
1,07 (seco) de tie-
rra de diatomeas 28 L6 53 80
2,0¢ (seco) de tie-
rra de diatomeas 48 57 74 104
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En la tabla, "5 % (h@medo) de sustancia héimica, es el que contle-
ne aproximsdemente 75 72 de agua y corresponde a 1,25 /5 (meco) ds la misma,

Un procedimiento para la proiuceidn de Scido glutémico partiendo
del caldo de formentacién de apuerdo con esta invenciln, puede realizarse
segfin se ilustra esquemiticamente en el dibujo adjunto. En este dibﬁjo, los
"oristales de Scido glutdmico" marcado con  scompaiian a algunas partes de
dcido glutfmico hidrolizsdo que ha resultado por conversifn de la forma no
propia en la tercera fase de la Ultima operacidn y las "aguas madres’ mar-
cadas con contienen también algunas partes de Acido glutfmico en la
forma propia.

Ia sustancils himica separada despuds de ia tercera fase operatoria,
que es de estructura extraordinariamente porosa y pomee un gran poder adsor-
bente, no solsmente facilita la filtrasibn de las células, sino que proper—
ciona tambidn una cierta cantidad de dcido glutdmico sdherido a la miama,

Cuando una porcifn sdecusia (aproximsdamente 50-90 % referida a la
cantided de #cido glutimico (del friltrado separado despuds de la tercera fa-
se operatoria se hace circular hasta el caldo exento de células antes de cris-
talizacidn de la segunda fase operatcria, la reolacibn de la cantidad de los
carbohidratos remsnentes a la de fcido glutfmico disminuye a 1/2 = 1/3 de la
relacifn primitiva en el caldo de fermentacidn.

La cantidad incrementada de fcido glutdmico debida a la conversibn
en la tercera fase operatoria a partir de las que se encuentran en la forma no
propia, alcanza 10 = 20 ¥ de la cantidad de foido glutamico contenida en el
caldo de fermentacidn,

Bjemplo 1

Se adiocionsh 100 partes de un caldo de fermentacidn de 8cido gluté~
mico, que contiene 53 de Scido glutdmico (4 % en la forma propia y 1 7 en la
forma no propis), L4 ;5 de células y 1,6 de los carbohidrayos residuales, con

4 partes de tierra de diatomeas y se separan las células por filtracibne

- £ -
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Sobre el filtrado se agregan gradualmente 15 partes del filtrado obtenido
despubs del tratamiento foido (1a fase tercera) de la operacifn anterior,
que contiene 3,8 partes de apido glutémico y 3 partes de HCl. Se ajusta
el pif a 3,0s Despuds de dejar en reposo todavfa durante 2 dfas a la tem-
peratura smbiente, se filtra. Se obtienen asf 4,3 partes de icido gluté~
mico de hfbito oristalino excelente. Su purezs es de 97 7 caloulado so-
bre los cristales secos,
Tas aguas madres se concentran a 18 partes y se tratan con 6,2
pertes de 8c0ido clorhfdrico concentrado. Se calienta durante 3 haras a
una temperatura de 110° C, y se filtra la sustancia hiimica asf formada,
La porcién principal del filtrado se hace pasar 8l filtrado an-
tos de la sristalizacifn (la segunda fase) y la porcién restante se neu-
traliza y se somete a cristalizacifn, ,
El rendimiento totsl después de dicha operacidn de ciroculscisn,
representa 96 /; calculado con relacidn a la cantidad total de amido glutéd~
mico contenida en el caldo de fermentacién, incluyendo las que oxistfan pri-
mitivamente en la forma no propis. Ademis, tanto la pureza como la forma
cristalina, son extremadamente excelentes.
Ejemplo 2 '
Se adicionan a 100 partes de un caldo de fermentacibn de &0ido glue
témico, que contiene 5% de Scido glutamico, 5% de células y 1 % del azipar
residual, 5 partes de la sustancia hfimica en estado hfmedo que se ha aepara-
do despuds del tratamiento Scido (la tercera fase) de la operacidn preceden-
te, y se separan las células por filtracifne. Se aladen gradualmente sobre
el filtrado 5 partes del filtrado obtenido después del tratamiento dcido (la
tercera fa_ge) de la operacién anterior, que contiene una parte de Scido glu-
témico y 1,3 partes de HCl. Se ajuata el pll a 3,0, Deapués de dejar en
reposo toddvia durante 2 dfas a la temperatura ambiente, se filtra, Se ob-

tienen 4,2 partes de fcido glutfmico de hébito crisztalino excelente. Su pu-
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reza es de 97 .. caloulada sgobre los cristales socos,

Las aguas madires se concentran a 12 partes y se tratan con 4 partes
de 8cido clorhfdrico concentrado. Se calienta diurante 3 horas a una tempera=
tura de 1400 C, y las 5 partes de las sustancia hmica (hfimeds) que asf se
forman, se filtram,

La porcifn principsl del filtrado se hace circular hamta el filtra-
do antes de la cristalizacifn (la segunda fase) y la porciln restante se neu-
traliza y se somete a cristalizezcidn,

B1 rendimiento total despuds de dicha operacifn de circulacifn al-
canza 96 ' caloulado sobre la cantidad total de fnido glutémico contenida en
el caldo de fermentacidn, incluyendo las que existian primitivamente en la
forma no propia, Ademfs, tanto la pureza como la forma cristalina, son ex-
traordinariamente excelentes como en el ejemplo anterior. i

Exta solicitud que corresponde a la presentada en Japdn, el 18 de
Marzo de 1959, bajos los nlmergs 8693/59 y 8694/59, se acoge a los benefieios
del artfculo 51 del vigente Listatuto sobre Propiedad Industrial.

NOTA

’

Los puntos de invenciln propia y nueva, gue se presentan para que
sean objeto de esta Patente de Invenciln en Espaiia, por VEINTE afios, son los
siguientes:

14~ Un procedimiento para producir 3cido glutimico a partir de wn
caldo de formentaci6n, que comprende separar las células del caldo de fermot_:-
tacidn, afiadir una soluciln de &sido glutfmico sobre el filtrado para dismi-
nuir la relacibn de cantidad de los carbohidratos residusles a dcido glutdmi-
coy ajustar su pll a 3,0 sproximadamente, cristalizar y separar fcido glutmi-
co de dicho caldo, acidificar y calentar el filtrado para convertir los carbo-
hidratos restantes en sustancia hfimica y al miamo tiempo el foido piroglutdri-

-8-
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e0, la glutamina y productos anflogos en fcido glutémico. »

2,- Un procedimiento para producir Soido glutdmico, a partir de
un caldo de ferx;xentmién s segfin se reivindica en la reivindicacién 1, en el
que el filtrado, después de la separacidn de la sustancia himica, se hace
oirculsr hasta el filtrado del caldo después de la separacibn de las eélu-
las en la operasidn siguiente,

3= Un procedimiento para producir #oido glutfmico a partir de
un caldo de fermentacidn, segfin se reivindica en la reivindicacién 1, en el
que 1s sustancia himioa separada, se agregs achre el ealdo de fermentacifn,
en la operacifn siguiente samo auxiliar filtrante psra separar las eSlulas,

o Un procedimiento para producir #cido glutémico a partir de un eal-
do de fermentaciln, seglin se reivindica en la reivindicecifn 1, en el que la
sustancia himiea seporada, se sgrega sobre el caldo de fermentacifn y el fil-
trado del hidrolizado se hace oircular al filtrado del caldo despuds de la
separscifn de las céluiu en la operscién siguiente,

Be= Un procedimiento para producir &cido glutdmico.
Tal y como se ha descrito en la Memoria que antecede, repmesentado
en ol dibujo que se acompaiia y con los fines que se han especificadoe
Esta Memorias oonsts de nusve hojas, esoritas por uha sola de sus

caras.
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‘ EXPLICACION DE LAS LEYENDAS DE LOS DIBUJCS

. 1 = Caldo de fermentacién
- 2 - Separacién (primera etaps)
3 - células
), - Caldo libre de cflules
5 = Ajuste del pH y oristelizacién (segunda etape)
6 - Aguas madres (cerbohidratos y fcido glutfmico, originslmente en forma
’ no apropiada, restantes)
7 - Cristales de %cido glutfmico (originalmente en farma apropiada)
8 = Tratemiento Scido (hidrSlisis) (tercera etapa)
9 = Sustencia hfimice,
10 - Filtrado
-y 11 « Oristalizacidn
12 = Cristales de 8cido glutfmico,.
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