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"Que 56‘§§qmpaﬁa a la golicltud de registro de una Patante de

In#anoﬁgﬁ, por veinte afios, en Espafia, por "Procedimisnto pa-
ra la produccién de acido glutamlco por fermentacidn", a fa-
vor de "MERCK % CO0., INC.", entidad de naclonalidad norteame-
ricana, domiciliada on Rahway, New Jersey (U.3.A.).

meta invenoildn se refierve generalmente a un método

para la produccibén ulcroblolégica de dcido I(4)glutédmico. ™s

particularminte, se reflere a un proceso mejorado para la
produccidn directa de &cido glutdmlico por fermentacidn. Adn
wds especificamente, conelerne con un método para la obtencidn
de altos rendimientos de Acido glutdmico por fermentacidn de
un medio nutriente convenlsnte con un microorganismo requirlen
do bilotine.

Ia oroduccidn econbmica de 4oldo glutdmico es do im-
portancla comerclal considerable dado que 1a sal wmonosddica
del mismo es altamente Gt1l como agente para dar sabor a muchos
productos alimenticios, £n la literatura clentifioca o de paten-
tes se han divulgado diversos métodos para obtensr o producir
4cido glutdmico. Ia mayoria de ellos son métodos quimicos que
conducen a la forma racdmica del 4dcido zlutdmico y requieren
una otapa de resolucidn para obtener la forma natural, o wdto-
dos de alslamiento en los que el 4cido glutdmico es reoupa%ado
de diversas fuentes naturales. Tawmblén exlsten informes de 1la

produceldn de dcido glutdmico de un 4cido  =keto glutérico.
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Todos e¢stos wétodos, sin ewmbargo, deJan muicho que desear per-
que son costosos, de bajo rendimiento o dependlentes de mate-
riales iniciales difliciluwente asequibles.

No ha sido sino hasta recientiemente que la produc-
cidn de la forma naturalmente ocurrente de dcildo glutduico
por formentucidén directa de un medio nmutriente con un micro-
organismo conveniente ha sido divulgada. Ds esta manera, la

sintesis de 4cido L(+)giutémico con diversos umicroorzanismos

| incluyendo aguellos 1dentificados como deforwmaclones de

Microscoccus glutamicus ha sido conocida, y la produccidn de

dcido glutdmico por fermentacibén con deformaciones de Cephalos-
porium C. ha sido lgualmente conoclda. M4s recientemente la
sintesis de 4cido glutdumico con un bacilo identificado cowo un

Bacillus megaterium-Bacillus cereus de tipo intermedio ha zido

descerito en la literatura. Obras ¢specles de wmiocroorganismos
conocidos para producir dcido L-glutdmico son del género

Brovibacterium, Pseudomonas, Asperglllus y Arthrobacter.

S3e ha descublerto que varios de los microorganismos
hasta ahora conocldos como capaces de producir dcido glutdmico
requieren tambidn el biotino para desarrollo. Posteriormente
se ha obgervado, sln embargo, que, miqntras que el blotino
es necesario para el desarrollo dsl organismo, sl blotino ex-
cesivo precaente en el medio de fermentacilédn provoca desarrollo
extremadamente abundante y £értil que afecta adversamente la
produccidn del dcido glutdmlco. En otras palabras, aunque una
clerta cantidad de blotino es esencial para el crecimiento de
estos wicroorganismos productores de Acido glutémico, que re-
gulsren Dilotino, la presencla del exceso de blotino permite
ol crecimiento desbordante a expensas de la produccldn de Zci-
do glutdmico. Se apreciaré‘por los téenicos que esta propfédad
del requerimiento de biotino en milcroorganismos productores

de deido glutdmico es una desventaja para la prodiccidn econd
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nutrientes comummente swpleados tiensn un conbenldo blotino

relativamnte albto. Aunque la concentraclén bptima de biloti
no pusede ser lograda sin excesiva diflcultad en un medio to
talmente sintético, 3sto no ha sido posible hasta gshora en
mdlos conteniendo fuentes nutrientes nmaturalmente oourren-
tes tales como melasas y licor de grano de mafz. Tllo ha pre=-
sentado un serior problema dado que los wmedlos sintéticos son
genoralmente costosos y normalwmente no preferidos para fermsn
taciones en gran escalas

De acuerdo con la presente lnvencidn, se ha descu-
blerto qus el credimiento de un organlsmo que requiere bioti
no en una foermentacidn conteniendo biotino puede ser efecti-
vamente limitado o controlado por la adicidn de un inhibidor
al medlo de feruwentacibn. Se ha descublerto, ademis, que cuan
do el crecimiento de tales organismos es asi controlado o 1i-
mitado, la habillidad del organismo pam producir dcido glutdmi
¢o no as adversamente afectada y el 4cido glutdmico es acumu-
lado en cantidades significativas. listo es una lwmportante ca-
racteristica do nuestra invencién dado que algunos métodos pa
ra limitar el orecilmiento del organismo tanbidn limita la for
macidn de fcido glutduico, y tales métodos no serian satlsfac
torios.

s un objeto de la presente invenclén proporcionar
un wtodo microbioldgico para la produccidén de Acldo glutédwmico
con un organismo que requiere biotino en un medio conteniendo
exceso de bilotino. Ls un objefo adlclonal proporclonar un métg
do para ilmpedir o nsutrallzar el efecto adverso del exceso do
biotino en la acumulacidn del &cldo glutdmico. Otro objeto es
el de provcer un mdtodo para controlar o limitar o1l crecim{en-
to de un microorganismos que requieren de biotino en presencla

de un excedente de biotino. Afn otro objeto es la provisidn

11
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de un proceso de fermentacidén para hacer dcido glutamico con
un organiswo gue requiere de biotino gue permite el uso de
materiales nutrientes naturalmente ocurrentes no costosos.

Otros objetos serdn evidentes de la discusidn detallada si-

gulente de la presente invencidn.

Como se ha especificado arriba, muchos de los micro

orzanismos capaces de producir dcido giutdmico por fermenta-

cibén directa requieren biotino para su creciwiento. 3in ewbar

£0, ©9 sabido yue existe una relacidén lnversa entre la cantl-
dad de celdillas en crecimlento y la cantidad de dcldo glutd-
nico producida. Asi, cuando el éontenido biotino del medio
excede un clerto nivel 6ptimo e; organlsmo crece muy exhubo-
rantemnente e inconitrolado, pefé a expensas do la formacilédn
del dcide glutém1001 3¢ ha observado que con la mayoria de
los miecroorganiswmos que requieren bilotino, produptores de éci
do glutémico, una concentracibn de piotino de alrededor de
1.0-5.0 partes por blllén (v.gr., 1-5 wic rogramos por 1litro)

on 61 wedio nutriente es Optima tanto para el desarrollo como

para la formaclbn de 4cldo glutdwico. Mientras yue esta concen

tracibn puede s8r controlada en un medio sintético, muchas

- de las fuentes flcilmente asequibles ¥y normalmente empleadas

contlenen tanto como Q.3 -gm. de blotino. Cuando estos
materiales se emplean como nutrientes, resultan niveles de
biotino en caldo de fermentacién'tan altos como 30-50 partes
por billdn. Si se deja inconbtrolado, el organismo en tal me-
dio erecurd en tal alcance gus no = formard dcido glutémico
en cantidad signifilcativa,

Howos descublerto que cuando una cant ldad menor
de un inhibidor convenilente es afiadida al medio de fermenta-
cién despuds de un periodo inicial de crecimiento del ricro-
organismo, el crecimiento del organismo es efectlvamente de-

tenldo y cantidades significantes de 4zido glutdmico son en-

b
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tonces acumladas en el medio. Como inhibldor, preferimos-eme

plear un antibibtico tal como penlcilina, cefalosporina C,
oxamieina; novobloceina, oxytetraciclina, oclorotetmaciclina,
tetraciclina, estreptowlcina, bacitracina y similares. Sin
embargo, otros Inhibidores tales como fenol, propionato de
godio, resorcinol, cetyltrimetilamonio bromuro y similares
pueden ser usados con éxito, 3l se desea.

Do los inhibidores tiles en esta invoncidn, preferi-
mos smplear un antiblético del grupo ejemplificado per penici-
lina, cefalosporina y examicina-_De éstos, la penicilina es
altamente satisfactoria. Cuando se hace referencila aqui a 1sa
penicilina, ¢l término se intenta que 1ncluya‘loa dlversos
miembros del grupo de la penicilina talas como Penicilina &,

5fenoxietilo penicilina, fenoximetilo penicilina, y otros
1lawmados Wpﬁnicilinas sintéticas" qué pueden ser producidas
por métodos conocidos en la técnlca. |

Ia peniciliné es norualmente afiadida al medio formen-
tador en la forma de una sal tal como la propaipa, dibenzil-
etilenediamina, o similares sales amino, o una sal wetal tal
como penicilina de calclo, de sodio o de potasio. Dado que la
Vfgrmentao#én es conducida en un madlo acuoso, os convenlente
emplear una sal de penicilina soluble al agua, y con este pro-
pbsito preferimos emplear una soluoién acuosa de penicilina
de potasio o sodioc. Solamente pequefias cantidades de antibid-
ticq 99 requisren. La inhibicidn del crecimiento con acumula-
cién'de deidec glutfmico resultante se obtlens cuando sé afiade
golamente 0.05 unidades de penicilina por ml. ds caldo de fer-
mentacibn aungue para pesultados Sptimos o3 preforible emplear

de alrsdedor de 0.05 unidades de penicilina por ml. de ¢
' )
de formentscidn aunyus para rosultados dptimos es preforible

1ldo

emplear de slrededor de 0.2 a alrededor de 10 unidades/ml. e

caldoe Ceantldades mayores no afectan la acumlacidn de dcido

"
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variard algo, aumentando con 8l contenido biotino del wmedlo.

Do acuerdo con la invencidn, sl inhividor, tal como
penicilina, es afladido & la fermentacidén dsspuds de un crscl-
miento inicial de organismb terminado . De estn manera, 93 de=
seable gque ol organisme se desarrolle aproximdamnte en la
extensibén que tendria lugar en presoncia de alrededor de
1.0-5.0 partes por billdén de biotino. E1l crecimiento de cel-
dillas es convenientemente seguido midiendo la densidad éphi-
wma del wmedio de fermentacidén a intervalos periddicos por el
nétodo descrito en el kjewplo 1. £1 inhibidor es preferivle-
mente afiadido cuando la densidad Spbtlca de todo el caldo estéd
dentro del prowedio de alrededor de 15 a 30. Deberd seflalarse,
sin embargo, gue este reprssenta un aspscto preferido de la
invénoién 7 s obtienen ventajosos resuliados cuando el inhl-
bidor es cargado en sus etapas primera o Gltima de fermenta-
eidn, y se han obtenido buenos resultados afladl’ndolo ouande
la densidad 6ptica del medio aleanza un valor de alrededor
de 5. 3¢ apreciard por los técnlcos en la materla que esta
densidad bptica puedz ser convertida a po?ciento de aumnto
en volumen de celdilla, y este aumsnto smpleado como la medi-
de dsl crecimiento. En la mayorfa de los casos, algin desarro-
1lo dsl microorganismo y aumento en 61 volumen de celdilla
continuarid hasta despuds de la adicidén del inhibidor, pero el
aumento no ¢s continuo e incontrolado.

Ios inhibidores que son preferidos para uso en nues-
tra invencién son aquéllos que alteran la psrmeablilidad de 1la
pared de la celdilla o meubrana de celdilla del microorggnis-
mo requirente de bilotino, productor de &cido glutdmico vara
gque el 4cido glutdmico elaborado por el organlsmo pueda éer
relevado al medio de fermentacidn. Tal relavo de 4cildo glutd-

mico al medio gue lo prodea por la celdilla, permite que el
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de otra wanera no podrie hacerse. los inhibidores mis satis-
factorios en el proceso de esta invencidn son aquéllos que
provocan la relacién de 4cido glutdmico extracelulsr a écido
glutémico Intraceluler pare ser wayor de 50. En ls mayorila de
las veces también provoecan uns diswminucién de cuando menos al-
rededor del 50% en el nivel del 4cido glutdmico intracelular
sobre el nivel del 4cido glutdmico intraceluler encontrado cuanw
do el inhibidor no es usado. Hewos encontrsdo que log antibidti-
cos penicilina, cefalosporina C, estreptomicine y oxamicins son
altawente eficientes y satisfactorios inhibidores.

La fermentscién por sf{ wmisma, incluyendo la composi-
cilén del medio nutriente y las condiciones empleades, son ague~
llos conocidos en el arte como convenientes para la produccidn
directa de 4cido glutémico en un medio nutriente con un micro-
orgaenlsmo requlriente de biotino, productor de écldo glutémico.
E1 medio nutriente deberéd contener une fuente de carbono y ni-
trdgeno, y contiene tsmbién normalwente centidsdes wenores de
sales y wminerales tales como fosfato, sulfato, mmgeesio, mag-
naneso y potaslo. En algunos casos, estos coupcnentes wenores
pueden ser supllidos por el nutrlente usade como fusnte de car-
tohidrato. Por supuesto, el medio tambidn contiene biotino.

Como fuente de carbohidrato se pueden usar cualesquiew
ra de aquellos materiales que son normalmente empleédos en la
fermentacibn, tales cowmo dextrina,’mieles de betakel, mieles de
cafia, jarabe de uwafiz, welesas de zarzamora negra, melasas de gl-
ta experimentagién, ¥ slmilares. %sencislmente, todos estos ma-
teriales contienen biotino y actlian come fuente de bilotino psra
el organismo. Cuando se emplea en las cantidedes requeridas pare
suministrar'suficiente carbohidrato, sin euwbargo, una cant fdad
exceslva de biotino es frecuentemente introducide y es por esta

razbn que la adicién de inhibidores, y preferiblemente de enti-

Fia

prese )
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bibticos, de acuerdo con nuestra invencién, se hace necessria.
Hac iondo referencia a una cantidad excesivg de biotino, desea-
mos dar a entender una cantidad sobre la concentrecién requeri
de tsznto para el crecimiento Sptimo como para la produccidn de
dcido glutémico. E1 nitrégeno puede ser suministrado por wmedio
de les sales orglnlcss o inorgénicese o por comple jos nutrien-
tes tales occmo licor ds granos de mefz, smonlaco o urea. Bn
aquellos cusos en donde la fuente nitrdédgenoc contiene blotino,
el inhibidor se sobrepondrd al efecto adverso de cualquier ex-

cedente biotinos

Lg importante que el pH del medio de fermentacidn sesa
controlado pera producoién éptima de doido glutémico. Preferi-
mos mentener el pH entre 6.0 y 845, y deseablemente entre 6.5
vy 8.0+ Esto se logra convenlentemente por la adiciédn de urea o
amoniaco comc sea recesario durante la ferwentacidn, aungque
pueden ser ewmpleadas baées tales como hidréxidos de wmetal é1lkell,
ve sea sblos ¢ en cowbinacién con hidrdxido de amoniaco, si se
desea. Llevamos a cabo las fermentaciones a tewpersturas de al-
rededor de 26-342 C., awnque la tewperstura preferida varlaré
dependiendo del wmicroorgenismo que esté siendo empleados

la fermentscidn es conducide bajo condiciones aerébi-
cas por un perido de alrededor de 24-72 horas y preferiblemente
de glrededor de 38~60 horas. Con 1a mayoris de los organiswmos,
los tis mpos de feremtaciédn de alrededor de 48 horas dan resul-
tados altemente satisfactorios. Al terminar este tismpo, cantl-
dedes substanciales de fécido glutémico, v.gr., en exceso de 15
gramos por litro, han sido acumuladas afin en un medio contenien-
do centidades excesivas de biotino cuando un inhibidor tal como
penicilinae ha sido afiadido de acuerdo con la presente invencién.

81 fcido glutdmico asi producido puede ser recuperado
del wedio por wdtodos conocidos en el arte. Egtos incluyen ab-

sorcién en y elucidn de resinas convenlentes de intercambio
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de ion, remocidn de las celdillas y coneentracidén del filtraedo con-
teniendo 4cido glutéumico, y/o abgorcidn en alfimina dcido-laveda y
elucidn de la misma con dcido hidroclérico diluido.

Al llevar a cabo el proceso de nuestra invencién, el microorgg
nismo particular empleado en la fermentecibén no es critico y cual-
quier organismo dependdente de blotino, productor de dcido glutémi-
co es conveniente. Lstos Incluyen bacteria, levaduras y fungi, ta=-
les como deforwaclones productoras de 4cido glutédmico de Bacillus

subtills, Escherichia coll, Micrococcus glutamlcus, Baocillus mega-

terivum--Baclllus cereus en tipos interwedios, Brevibacterium diva-

ricatum, Brevibacterium aminagenes, Arthrobacter globiforme, Bacl-

llus megaterium, Brevibacterium alanlicuwm, Previbacterium lactofer-

ventus y similares.
Tos sigulentes e jemplos ilustran métodos de realizacidén de la

presente invencldén, pero también debe entenderse que los mismos se

dan con propdsitos de ilustracién y no de limitacibn.

BILWPIO 1
A Un medio acuoso tenlendo la sigulente composicién fué prepa-
rados
% (por peso)
NH4HaPO, 0.1
(NHy ) gHPO, 0.1
180, « THgO 0.05
1n80, »4Hg0 0.004
K580, 0.3
(NH, ) 980, 0.2
Urea . 0.5

Helasa de albta experimentacidn
para dar uns concentracibn de
carbohidrato de 12.7 \

1

131 sulfato de amoniaco y urea fueron esterllizados separadamen-
te a 1009C., y el remanente del wedlo esterllizado a 1202C. por alre

dedor de un minuto. L1 wedio contiene 37.5 partes por billén de bilo-

ol

22
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tino (de las melasas). 3.0 litros de este wedlo en un fermentador de
5 litros equipado con agitador y entrede de aire fueron asépticamen=
te inoculados con 8% por volumen de une cultura en desarrollo de una
deformacidn requirénte de blotlno, productora de écido glutédmico, de
un organismo descrito por Kinoshita et al como deformacidn M-560 de

Micrococus glutamlcus ("Sstudio Taxondwmico de Bacterla acumulante de

Acido Glutdmico, #lcrococus glutamicus nov. sp.," BULL. ACR. CHEW.

30C. Japbn, vol. 22, ¥e 3, pp. 176-185, 1958). Una cultura de este
orgenismo estd en depdsito en la Coleccibén de Cultura Tipo fAmericano
bajo ATCC n® 13761. |

La fermentacién fué llevads g cabo a 332C. con egitecidn (700
rpm) y asreaciébn (1.75 litro/min.). Cantidades de 20 ll. de una so-
lucibén scuosa estéril al 3(% de urea fueron sfladidas cowo fué necesa
rlo dursnte la fermentecidn para wmantener el pH entre 7.0 y 8.0.

Cuando la densidad bptice de la fermentecibn total del caldo al
canzd 20 (10-20 horas), 400 unidades de penicilina de potesio esté-
ril G por litro de caldo fueron afladides a la fermentacidn.

A1 Pinallzer lss 43 horas del tiempo de formentecidn, el medio
contenia 400 gms/l. de Acido glutdmico.

B En un segundo experiwento llevado a cabo de la misma wanera
que la fermentacldn descrita arribs, pero sin le adicidn de cualquier
penicilina, el modio conténia 4 gus/l. de 4cido glutémico al finaliw
zar las 48 horas.

Las medidas de densidad 6ptloa descrltas en este y ejewplos qu
sizulentes se llevan a cabo removiendo una pequefia porcidén del caldo
de fermentacidn y diluyendo 1 ml. dsl caldo total a un volumen de
100 wml. con agua. lLa dénsidad de la mlestré dilufds es medlida con
un espechbrofbtomstro Beckman a una onda large de 700 y@. Is lecktura
de densidad wmultiplicada por 100 da los valores de densided dptfca
referidos agul.

Los caldos de fermentacidn son ensayados para 4cido glutédmico

"



10

15

20

25

30

2616 20

por ol enseyo decarboxilaso descrito en la publicacldn "TECNICAS

MANORETRICAS ¥ HWETOLOY, por Uuwbreit, Burris y Stauffer, 3% Ed.
Burgess Publishing Coe, p» 207

La cultura inoculum para la ferwenteciédn descrita arrlba fué
preparada desarrollando 61l organismo en un medlo asemillado tanieg

do la cowposicidn:

L4

(9
Glucosa (anhidr.) 5.0
Ko PO, 0.05
KolPOy 0.056
WS04 + THy0 04025
P850, « THA0 0.001
50,4 « 41,0 0.001
(NH4)2SO4 0.5
Urea ‘ 0.5
Biotino 11 partes por

billénn

La ferwentacibn fué llevada a cabo con agitacibén y aereaclén
a 27.59C. por 8-14 horas a un pH de 7.0-8.0 controlado por adicio
nes periddicas de urea.
EBWPLO 2

S

Cuando los experimentos del Ejemplo 1A y 1B se repliten ussndo

como microorganismo le deformacidén del organismo descrito en la Pa

tente canadienss ne 562.728 como deforuwacidn de Micrococcus gluta-

micus n® 541 (ATCC ne 13058), se obtlenen resultados similares con

respecto a las cantidades de 4cido glutdmico producides con y sin
le adieibn de penicilina G de potasio.
EJSWMPLO 3
Una serle de redomas babtidoras Hinton de 25'0 ml. contenie’ndo
cada una 35 ml. de un medio estdril acuoso tenlerndo la composicién:
% (por peso)
Dextrosa (Anhidr.) 11.5
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- 0.1
NH4H2PO4
TH ) F 0.1
(Nh4)JdP04
[ 30, 0.05
MSSO4 7H20
M50, +4H,0 | 0.004
K2304 0.3
Urea 0.5
0.2
(NH4)2504
Blotino (como en Tebla I)

ge inoculapon con una cultursa del organismo ewmpleado en el & jemplo
I, se cubrleron las redomas con gasa estédril y se agitaron en una bﬂ
tidora glratoria (2" iwpulsidén 220 rpu) a 332C. por espacio de 48 ho
ras, siendo wantenido el pH entre 7.0 y 8.0 por la adicidn peribdica
de una solucidn estéril de urea. Como se expone en la Tabla I, la pe
nicilina ¢ estéril de potasio fué afiadida a algunas de las redomas
después de que la fermentacldén se habla iniciado. Las redomas indivi
duales fueron ensayadas para fcido glutémico despuds de 48 horas.

Los resultados se aslentan en la Tabla T.

TABLA T _
Penioilina Adicién Acido glutédmico
Blotino Potasio Penicllina Producido
Redomua (p.psbe) u/ml. Afie jada g/1.
LXpe Ae 1 2¢5 0 39
2 2.5 0 32
3 25 0 53
4 375 2 2 horas 29
5 37.5 2 2 horas 26
6 37.5 2 4 horas 32
7 37.5 2 4 horas 38
Lxps Bse 1 375 0 3
2 37.5 0 s
3. 2.5 0 39
4 2.5 0 38
5 2.5 0 40
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EJREPLO 4.

Las fermentaciones fueron llevadas a cabo con el organismo ¥y

bajo las condileiones del Ljemplo 1 en el wedlo sigulente:

NH HoPO,

(¥H, ) PO,

MgSO4.7H20

MnSO4-4H20

K580,

(NH4)2SO4

Urea

Dextrose Monohldrato _

llolasag de alta experimenta-

cibn para dar la concentracidn

de carbohidrato de

Biotino

X Presentes en la welaza.

Medlo A
L

;
0.1
0.1
0.05
0-004
0.3
0.2
0.5

12.5

37.5 partes por
b111én

Mbd%o B
0.1
0.1
0,05
0.004
0.3
0.2
0.5

o -

12.5

37.5 partes
por blll

Ia penicilina G de potsasio (cowo solucldén estéril acuosa) i-

gual a 5000 pu/1 de caldo fué afiadida a la fermentacién con Medio A

cuando la densidad bptica del caldo go elevd a alrededor de 6. Ege

to ocurrid una hore después de que la Perwentacibn hubilese empeza-

do. Una segunda adicidén igual de penicllina se hizo para fermentar

el Medio A 38 horas después de la inoculacidén. No se afiadid penici

1ina sl iedio Be

Los siguientes rendlwmientos de 4cido glutdmico fueron obtenl-

dos:
Inoculacidn despuds - Aeldo glutédmico
de afie jado (gms. /1. .
Wedio 4 48 29 .
ligdio B 46 4 J

. BEJEWPLO_5

Se llgvaron a cabo dos fermentaciones con el organismo y bajo

3]
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las condiciones del T jemplo 1. Cuando 1la densidad bptica del cgldo
alcanzé un valor de alrededor de 20, se afiadieron 4 unidades de pe
nicilina G de potasio por ml. de caldo al primer feruentador y 100
unidades de penicilina @ de potasio por wl. ds caldo se afiadleron
2l otro fermentador. Al finalizar 48 horas, 30 gms./l. de 4cildo
glutdmico estaban presentes en la primera fermentacibdn, y 33 gms./l.

de 4cido glutimico fueron encontrados en la segunda fermentacidn.

BJLWPIO 6
Ae Un medio acuoso fud preparado con la sigulente composicidng
% (por peso)
NH4H, PO 0.1
(NH4)2HPO4 0.1
1,80, 7H0 0405
MnSO4.4H20 0.004
H2304 0.3
(1H, ) 580, 0.2
Urea 0.4
Despuwador swift #l ' | 0.02 (por vol.)
Dextrosa para dar una concen=
tracién carbohidrato de 12.7
Blotino ' 2.5 flitro

El sulfato do potaslo y sulfato de amonlaco fueron esteriliza-
dos Jjuntos y la urea esterllizada separadawsnte a 115¢C., el bioti-
no esterilizado separadamente a 1202C., y el remanente del wedlo es
teriitizedo a 1152C. 14,000 litros de este medlo en un fermentador
equipado con agitador.y entrada de aire fueron asépticamente inocu-
lados con 9.2% por volumen de una culbtura en desarrollo de una de-
formacibén requiriente de bilotino, productora de Acido glutédmlco, de
un organlsmo descrito por Kinoshiﬁa 8t al como deformacidn M-§60 de

Micrococous glutamicus (Estudlo Taxondmico de Baocterias Acumilante

de Acldo Glutéduico, Yicrococcus Glutamicus nov. sp., BULL. AGR.

CHuM. S0C. Japbn, Vol. 22, ne 3, pp. 176-185, 1258). Un organlsmo
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de esta culbura ha sido depositado en 1a Coleccién de Cultura Tipo
Amaricano bajo ATCC n® 13761.

La fermentacibén fud llevada a cabo a 332C. con agitacidn (100
rpm) y aerescidén (10 mt° x 104 em./win.) bajo una presién positiva
de 2.54 X 6.541 cm.2. Proporciones d¢ una solucidn acuosa de urea
al 30% fueron afiadidas cowo fué necesario durante la fermentaciédn
para mantener el pH entre 7.0 y 8.0
B. Despgés de un periodo de fewrmentacidén de 18 horas, un alicuo-
ta del caldo total fué removido. Porciones de 200 ml. de esta wezcla
fueron centrifugadas y el licor supernatante rewmovido. A las celdi-
llas mojadas se afiadld una solucibdn acuosa de amortiguador de Tosfa
t0 0.1 M v la solucidn llevada & un voluwen de 200 ml. Se afiadid
dextrosa para dar una concentraclédn final de 7.5-8.0%. A esta solu-
cidn se afiudid una peduefia cantidad de indicador pH (Fenol Rojo.-Azul
Brow Timol) y esta solueldn dividida en porciones de 35 ml. en redo-
mas batidoras Hinton. A estas redomas se afiadid blotino y fenoxymeti
lo en las ocantidades indlcadas sn la sigulente tabla. Las redomas
fueron cublertas con gasa estérill y agltadas en une batidora girato
ria (2" impulsidn, 220 rpu) a 33eC. por 21-1/2 horas, el pH siendo
mantenido entre 7.0 y 8.0 por la adleién periddica de una solucién
estéril de urea. Al final de las 21-1/2 horas las redowmas Individua
les fueron enssyadas para Acido glutdmico. Los resultados se asien-

tan abajo:

Bilotino Antibidtico Acido glutéunico
Re dowa ( -litro) (Unidades/ml.)  (mg.’ml.)
L=d 35 0 14.1
5-8 35 3.5 31.3
9-12 35 35.0 35.9
153-16 35 100 3649 '

EJLMPLO 7 ’

E1l experimento del Ljewplo 6 fué repetido excepto que el all-

cuota del caldo total fué rewovido después de un periodo de ferwsn

"
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tacidn de 14 horas, ¥y una concentracidn ds dextresa de 7.5%-y

un pecriodo ds incubacidén de 24 horas ewpleado en el procedimien-~
to del b jewplo & B.
#1l antibidisico usado era una penicilina ~fenoxietilo (Syn-

¢illin) en lugar de fenoxiwetilo penlellina. Se obbuvieron los

_siguientes msultados:

Biotino Antibidtico Acido glutdmico
Redoma ( {1livro) (unldades/ul. ) (mge ml,
1-4 35 0 4.1
5-8 35 545 33.2
9-1%2 55 35.0 360
13-16 38 100 37.3

AJEUPLO 8
41 mjemplo 6 fud repetido con las giguisntes modificacio-
nes: ¢l alicuota ds caldo fué rsumovido de la fermntacidn después
de 20 horas, la ineubacidn deliﬁjemplo 6r fué llevada a cabo por
espacio de 21 horas usando uma concentracidn de dextrosa de 7.5%
Ia oxamicina fud afiadida a las redomas en lugar de 1s psnicilli-

na fenoximetilo. Los sigulentes mssultados fueron obtenidos:

Biotino Oxamicina Acido Glutdmico
Redoma (_/litro ((Jwle) (ng./ml.)
1.4 35 0 2.4
9-12 35 300 27.2
13-16 35 500 30
RIJEMPTO 9

Una serie de redomas batidoras Hinton de 250 ml. contenlen-
do cada una 35 ml. de un medio estdril acuoso con la composicidn:

% (por peso)

B

Dextrosa ' 11.5 .
NH 4HoPO, 0.1 y
(NH4)2HP04 0.1
MgS0, - TH,O 0.05

MnSOy « 4H0

0.004
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Kp80, . PR 0.3
Urea . 0.5
(NH4)2304 0.2
Biotino 37.5 partss por billén
5. Tndicador fojo Yenol 0.0005
Indicador 4zul Brom Timol 0.0005

fusron inoculados con una ecultura requiriente de blotinom
productora de fcido glutémlco del omganlsuo ﬁi&ﬁﬁﬁﬁiﬁﬁﬁ
slutdumic ug, las redomas cubiertas con gasa estéril, y
10. agltadas en una batidora glratoria (2" impulsibn, 220 rpm)
a 332 C. por 483 horas, el pH siendo mantenido entre 7.0
y 8.0 por la adiclén periédica de una solucidn estdril de
urea 21 152. Cowo gze aslemsa en la slgulents tabla, se afiadie-
ron varlas suvstancias a grupos de las radomag despuds de que
15 la fermentacidn se habia iniciaedo- Ias redomas fie ron ensaya-

das para 4cido glutémico después de 48 horas,

‘TASLA IT

Adic%én Acido Glutdmico
antibidt ico Producido
Redoma Antibidtico /il. Aflejado (z/1.)
20. 1-2 Oxitetraciclina 7 ' 4 6
3=d " 10 5 10.5
5.6 ! 9 6 17
.8 u 8 7 14.5
910 " 7 8 8
25, 1114 " 0 e 4
1-2 sulfato Dihidros-~ 4 S 8
treptomicina
3-4 " 4 4 9
56 " 0 - 4 |
N 3‘
1-2 Novobilocin 1000 2 17

30. 34 " 1000 3 14
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5-6 # 1000 4 14
7-8 " 0 - 3.5
1-2® sulfato Yeomi- 350 3 10
cyn
3wl woo 200 4 10.5
5=5 L 400 4 8
7-10 .o 250 5 12
11-14 " 300 6 14
15-16 " 150 7 10
17-18 " 200 8 13
19-22 " 0 —— 6
. .
Promdio de redomas
X3
Medlo contenido en 35 p.p.b. de blotino
§JEMPLO 10
A 90 1llevd a cabo una feruwentacidn de acuerdo con el pro-

cedimiento del “jeuplo 6. Vespuds de una fermntacldn por es-
paclo de 18 horas una proién alicuota del caldo total fué remo
vida. Forclones de 200 Ml. del allcuota fueron centrifugadas y
descartadas las supernatuntes. Les celdillas mojadas asi obte-
nidas fueron mezcladas con fosfato calmante 0.1 ¥ para dar un
volumen final de 200 ml. 3¢ affiadld dextrosa a la concentracidn
de 7.3%, asi como una pequefia cantidad de solucldn de fenol
azul tilmol rojo~brown indicadora del pHe. Porciones de 35 ¥l. de
las suspsnsionss resultantes de celdillas en reposo se cargaron
a redouwas batidoras Hinton. Blotino y oxitetraclclina en las
cantidades indicadas en la sigulente Tabla se afiadieron a las
redomas individuales. Las redomas fueron cubisrtas con gasa
estdril v agltadas en una batldora giratoria (2" impulsiény
220 ypm) a 332 C. por 22-1/2 horas. &1 pH fud mantenido enfre
7 y 8 por la adicldn (como requerido) de una solucién estéril
de urea. Despuds de 22-1/2 horas las redomas fueron ensayadas

para contenido dcldo glutdmico. Los pesultados se muastran en
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la sigulsnte Tabla, la numeracidn del Acido zlutduico siendo

un prowmsdio de 4 redomass

Biotino  Oxitetraciclina Acido Glutdmico

Redoma  (__ /litro) ( /ml.) (mgs /ml. )

a-d 0 0 - 37.4

a-h 35 0 3e2

1.1 35 5 22.2

O o} 35 10 23.9

q-t 35 20 22.8

u=x 0 5 - 34.5
B 4] efecto de oloraufenicol, oxitetraciclina y otros

compuestos se determind repitiendo el anterior experimento
con las slguientes modificaciones: lag celdillas fueron re-
colectadas despuds de 19 horas de tismpo de frrwe ntacién, la
concentracidn de dextrosa fué de 7.5% y la suspensidn de cel-
dillas lavadas fud incubada por espacio de 18 horas en lugar
de 22-1/2 horas. Los sigulentes resultados fueron obtenidos:

Acido Glutd-

Biot ino : Concentracién mico
Redoma. ( /1) Inhibidor de I nhibidor (mg./ml.)
1-4 20 - : -- 649
5-6 20 Cloramfenicol 8 /ml. 19.4
7-8 20 Cloramfenicol 5 /ul. 15.0
9-10 20 Regore inol 0.3% 11.8
11-12 20 oxitetraciclina 8 /ml. 20.3
13-14 20 Clortetraciclina 8  /ml. 19.7
15-16 20 Bromuro Cetriltri 0.005% 14.6
matllamonio
17-18 20 Proplonato de Sodio 0.1% 15.4

EJEMPLO 11
——— ’
Un medio d8 fermentacidn fud preparado con la siguiente

composicidn:
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Gms, 71e

Dextrosa (anhldr.) 45.0
(NH4)2H£04 | 1.0
(NH4)H2P04 1.0
MgS50,« TH0 0.5
Fei30 4+ THo0 10 ug.
MBS0, - LH0 40 wmg.
(NH4)2804 , 2.0
K80, 3.0
Urea : 5.0
Biotino 100 microgramos
BZO Destlilado al i-

%1 medio fue esterilizado calentdndolo a 1202 C., 15 p.p.c.
40 Ml. de wedio fueron afiadidos a cada una de las serles de
redomas con divisilones de 250 ml. y cada redoma inoculada ocon
0.4 ml. do una suspensidn estéril acuosa de elementos del or-
ganismo usado en el 5jedplo 1. Ia inoculacibébn fud obtonida por
suspenslén de una cultura Agar en Yotella Blake del organiamo
on 15 ml. de agua estédril. La fermentacién fué llevada a cabo
en una babtidora giratoria de 220 rpm a 28¢ C.

4 algunas de las redowas se afladié un inhibidor después
de la ferwentacidn por espacio de 12 horas. La cantidad de

desarrollo de celdillas, las cantidadss de dcido glutémico

" en el scaldo de fermentacidn y en las celdillas se deterwuinaron

a intervalos periddicos. Los resultados asentados en las si-
guientes Tablas.

in la Tabla I de abajo g6 presentan los resultados de los
experimentos en loa que no se afiadibé imhibidor. Las fermenta-
cionss, rosuliados de 1los cualses se reportan en la Tabla IT,
fueron llevadas a cabo de la misma wmanera que las de las Tabla
I excepto que 50 afiadieron 40 unidades de Penicilina @ de sodio

después de 12 horas de fermentacidn.

O
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TABIA I
Peso 5eco Acido
Celdillas Glutdmico Relacidn
Afie jado Desarrollo Celd. Super Acido Glutdwmico
(hr.) (waefml.)  pH  ug./wg.-ug. fml. Galdo/Celdillas
: 0.44 81 17.2 4. 5.5
5. 10 1.32 8.1  21.4 53, 2,06
12 1.77 3.1 23.4 69. 1.66
14 7.97 76 25.9 91. 0.44
16 103 6.7  29.6  129. 0.39
18 9.82 5.7 27.2  287. 0.89
10. 20 5.92 5.3 8.5 194. 3.86
29 10.9 5.2 12.5  333. 2.46
8 075  8.35 20.0 25, 1.67
15. 10 2. 22 8.25 30.0 3. 0.52
12 3.68 8.15 34.0 73, 0.58
14 2.96 7.8 6.2 64l 36.00
16 2454 8.0 2.7 1580. 220.0
18 2.81 7.4 3.8 3110. 280.0
50+ 20 2.17 .65 6.2 3660. 280.0
22 2.22 7.5 6.1 4790. 340.0
24 262 6.0 10.0  6970. 2170.0

Las belas III, IV y V que aparecen abajo contienen los
25, resultados de experlwentos similares on donde se afiadieron
400 /ml. de novobiocin en el periodo de 12 horas (TablaIlI),
10 do eatreptomicina por ml. de caldo de ferwentacidn, como
al complejo astreptomicina de cloruro de calclo, fueron afatii-
dos despuds de doce horas de formentacibn (Tabla IV), y se hafda-
30. dieron 15 I/ml. de Cefaloaporina C de sodio por wml. de caldo

de fermentacibén despuds de 12 horas (Tabla V).
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TABIA III
Peso Geco Acido
Celdillas Glutduico Relacidn
Afie jado Debarrollo Celd. Super  Acldo Glutdmico
(hr.) (mg./ml.) pH /ug.-  'ml. Caldo/Celdillas
8 ©0.22 8.1 16.3 19. 5.2
10 0.79 8.2 25.7 39, 1.95
12 1.64 8.25 33.3 64, 1.08
14 2.05 8.3 19.8 154. 3. 85
16 2422 8.35 1546 282, 8.15
18 5439 8.2 12.8 598, 13.8
20 4.78 7.95 11l.6 1122. 20.3
22 2.92 8.35 10.5 1051. 33.
24 2.96 8.4 8e2  14o0l. 575
24 10. 82 5.4 9.4 278. 2. 72
(Control)
Tabla IV
8 0.58 8.2 21.2 39. 3.2
10 1.00 8.2 16.0 45. 2.8
12 2.10 8.0 26.7 40. 0.71
14. 5465 7485 316 243, 2.1
16 6.12 7.0  30.3  399. 2.15
18 6484 7.1 23.5 998, 6.2
20 3.74 7.8  10.0 1328. 35.
22 3465 840 4.55 1488, 89.
24 7.66 5.5 7.1 1329, 24.6
24 11.67 5.45 8.8 273, 2.7
(Control)
8 1.81 8.3 13.6 34. 1.38 )
10 2,34 8.3 2190 39. 0.79
12 4486 8.05 24.4 40. 0.34
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14 ' 5.29 7.7 0.8 200. 214.

16 5.11 7445 0.93 2389. 504.

18 7.29 542 1.55 3558, 314.

20 .12 5.3 2.07 5880, 465,

22 5.68 5.1 1.44 5490. 570.

24 9.38 50 0.84 3970. 500.

24 14.98 5«5 10.1 343. 0.225
(Gontrol)

NOoTA

Descrito suficlentemente el procedimisnto gue se presenta
como objeto de la patente sollicituda, se declara que lo que
constituye la esencialldad de sse objeto 83 1o que se conerota
en las slguiontes reivindicacionas:

1l2.- Procedimiento para la produccidn de Acido plutdmico
por fermntacidn de un medio nutrisnte con un microorganismo
requirients de biotino, productor de fcido glutdmico, caracte-
rizado por presentar la etapa que comprends safladir un antivild-
tleo al medio ferwsntante subsecuente a la inoculacidbn del we-
dio con dicho microorganismo.

2,. Procedimisnto para la produccidén de Acido glutdmico,
segin la reivindicacidn anterior, caracterizado, ademis, por
comprender el desarrollo de un microorganismo roquirlente de
blotino, productor de 4cido glutdmico, en un medio nutriente
conteniendo biotino bajo condicilones asrbblcas, y afiadiendo
penicilina a dicho medio de fermentacidn despuds de que un de=
sarrollo substapcial ha tanido lugar.

32, - fpocedlmiento para la produccldn de dcido glutdmico
por ferwsntacidn de un medio nutriente con un mioroorganismé
coguiriente de biotino, en donde el wedio nutriente contiend
biotino en exceso de la cmmitidad reguerida para el desarrollo

substancial del organismo, segin las reivindicaclones anterio-
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ros, caracterizado, ademdis por presentar la stapa que combven-
de afladir penicilina al medio Fferwentante despuds de que un
desarrollo subsbtancial del microorganismo ha tenido lugan.

4%.~ Procedimiento para la producclén de 4eido glutédmico
por fermentacidén de un medio nutriente conteniendo un exceso
de alredsdor de 5 partes por billdn de biotino, sepin las rei-
vindlcaclones anterlores, caracterizado, ademis, oor compren-
der la adicidn de una cantidad wenor de penicilina al medio fer-
monbante despuds de gue un desarrollo substanclal del wmicroorga-
nismo ha tenldo lugar.

52,- Procedimlento para la produccidn de 4cldo zlutdmico
por ferwentacidn, segin las reivindicaclones anteriorss, carac-
torlzado, por Jue uﬁa gal de wetal 41kall de Penlcilina @ es afa-
dida al mdio de fermentacidn.

28, -~ Procedimiento para la produceldn de 4cido glutdmico
por ferwentacidén de un medio mutrisante con un microorganismo re-
quiriente de blotino, sn el gue dlcho umadlo contiene en excaeso
de alrededor de 5 partes por billdn de biotlino, segin las rei-
vindicaciones anteriores, caractzrizado, ademés, por presentar
la otapa que comprende afiadir penicilina al caldo da fhrumenta-
cidn cuando la densidad dptica ds dicho caldo es alrededor ds 15.

74e< Procedimiznto para la producelén de dcido glutdmico
por feruwentzoidn de un wedio nutriente con un wmicroorganiswmo
roguirisate ds blotino, productor de Acido glutdmico, segin las
reivindicucionss mteriores, caractarizudo, ademis, por preasen-
tar la etapa que couwprends afiadir un inhibldor al wmedlo fermen-
tante subsecuonte a la inocul:zcibn del wedio con dicho microor-
gunismo.

2, - Procediniento para la produccién de dcido glutémico
por ferwentacidn de un medio nutriente con un microorganigio
requiriente de blotlno, productor de fcido glutdnico, caracte-

rizado, adowmds, por comprender la adicldén de un inhinidor al

e
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wedio ds ferwentucidn, sisndo tal inhibigon aqdbl que provoca
una disminueidn de 4cido glutdmlco intvacolular a nivel menor
que la witad de aquél de feruwentacidn conducida sin inhibidor,
mientras se aumenta similtdneanente la relacidn de 4cido Flu-
téaico extracelular a intracelular a un valor mcho mayor de 50,
siendo conducide tal proceso dentro del proquio pH de 6.0 a 8.5,

9. - Procadimiento para la produccidn de doldo glutdmico
por fermeniacidn.

Todo seoydn gqueda descrito y reivindicado en la presente
Femoria que consta de velnticinco hojas folladas y escritas a
midquina por una de sus caras.

¥adrid, 8 de octubre de 1.950
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