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

a favor de
AJINOMOTO KABUSHIKI KAISHA y SANBAEU 8CHUZO EABUSHIKI KAISHA 
de nacionalidad japonesa - domiciliadas en TOEYO (Japán), 

Na^ vyi^home; Takaracho, Chuo^Nny 
por:

" Procedimiento para la obtención de ácido L-glutámioo "
:oOo:=

 ̂;

M e m o r i a  D e s c r i p t i v a

Este invento se refiere a ún procedimiento para 
producir ácido L-*glutámioo, y particularmente a un prooei 
dimiento nuevo y original para obtenerlo mediante fermen­
tación, empleando bacterias^
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Be han dado a conocer hasta ahora diversos métodos, 

para producir ácido L-glutámico por fermentación empleando 
bacterias que lo originan. -Por ejemplo, se han descrito 
. ya métodos, de. producción de ácido L-glutámico mediante , cul­
tivo de las precitadas bacterias en condiciones aeróbicas, 
en un medio que contenga carbohidratos tales como glucosa, 
fructosa, sacarosa, maltosa, hidrolizados de almidón o sus 
análogos, y generadores de nitrógeno tales como sales amó­
nicas inorgánicas u orgánicas, urea, amoniaco líquido, amo­
niaco gaseoso y similares como componentes primarios, asi 
como una pequeña cantidad de aminoácidos, vitamina B^ y sa­
les inorgánicas como fosfatos de potasio, sulfato de mag­
nesio, ion de hierro, ion de manganeso y análogos. Pero 
en esos métodos usuales, el desarrollo de bacterias fermen­
tativas es escaso, y muy bajo el rendimiento, o sea la can­
tidad de ácido L-glutámico producido por hora. Por consi­
guiente, esos métodos corrientes son antieconómicos e ines­
tables para la obtención de ácido L-glutámico a gran esca­
la, por ser escaso el desarrollo de bacterias de fermenta­
ción, a causa de falta de las substancias nutritivas que 
requieren.

Un objeto de este invento es proporcionar un proce­
dimiento nuevo de producción de ácido L-glutámico, en el que 
la cantidad de este ácido producida yácumulada en el medio 
de cultivo aumenta inesperadamente. Otro objeto de esta in­
vento es proporcionar un procedimiento de producción de áci­
do L-glutámico.con eficacia y a escala industrial. Otros 
objetos y ventajas de este invento se apreciarán por la si­
guiente descripción detallada.

Se.ha descubierto ahora que es posible producir efi-

^
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cazmente ácido L-glutámico en gran cantidad y en poco tiem­
po cultivando bacterias que lo originan en condiciones aerá­
bicas, en presencia de un miembro por lo menos del grupo in­
tegrado por destiobiotina, d-sulfóxido de biotina y bioci- 
tina en el medio de cultivo ya descrito para la fermentación 
de ácido L-glutámico. De conformidad con este invento, se 
produce ácido L-glutámico oultivando bacterias que lo pro­
ducen^ pertenecientes al gánero Brevibaoterlum. en condicio­
nes aeróbicas, en un medio de cultivo que contenga por lo 
menos un miembro seleccionado del grupo consistente en des­
tiobiotina (ácido 5-metil-2-oxo-4-imidazolidin-caproico)̂  
de fórmula

HOOCtCHg^CHg - CH -, NH
. co

dásulfóxido de biotina, de fórmula

CHg
SO
CH

s  CH r: NHi .
COt

-  CH 3  NH

(CHg)^COOH

y biocitina^ de fórmula ' 1'̂ 'i'
o
,0

HC
NH
CH NHg
CH(CHg)^COHH. (CHg)^CHCOOH
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con carbohidratos, generadores de nitrógeno y sales inor­
gánicas como componentes primarios. ,

Según el procedimiento del invento, se acelera el 
ritmo de crecimiento de las bacterias de fermentación, y 
se aumenta la cantidad de ácido L-glutámico producido y 
acumulado.

Como queda dieho^ aunque existen multitud de mátoy 
dos en materia de fermentación de ácido L-glutámico empleanr 
do bacterias^ no se conocen con anterioridad al presente int 
vento informes de que la efioaoia y el rendimiento de tal 
fermentación aumenten de modo notable cultivando esas bac­
terias en un medio que contenga por lo menos destiobiotinay 
d--sulfóxido de biotina o biocitina.

En caso de fermentación con diversas cepas del gá- 
nero Brevibacterium capaces de producir ácido L-glutámico^ 
la influencia de la adición de destiobiocina, d-sulfóxido 
de biotina o biocitina se expresa en las siguientes tablas, 
con las cantidades de ácido L-glutámico respectivamente pro­
ducidas.
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Bacteria
Empleada

DL-desW- 
biotina 
( Ait.)

Brevlbact e rlum 
lactofermento ATOO NB. 13869

Brevlabact erlum 
sacoharolyticum 
ATOO NB. 14066

Brevibacterium 
flavam

ATOO NB. 14067

Ore-* Aẑ rt Ácido d r  car L-glur 
míen- resi- tánico 
to dual produr (%) cido 

(%)

Creg Azd? Acido 
oir car Irglu§ 
míen- resi- tánico 
to dual produ- 

(%) oido 
(%)

Cre- Azd-s Acido 
eir car L-glUr míen- resi-támico 
to dual produ- 

(%) oido 
(%)

0 0.11 85.3 6.3 0 92.5 0.7 0.14 83.2 4.3

6 0.59 31*9 30.4 0.46 36. 4 21.2 25' . **' b '

8 0.70 17.2 37*6 0.65 10^2 36.0 0.5225.8 39*5

10 !*? t*!' *! ' ' s 0.60 7.1 49*2

12 0.80 5.9 42.5 0^68 26.0 44.7 0.65 0.6 44*7

16 0.92 5.4 38.5 ** & !** B



TABLA I (continuación)

Brevibacterium 
inmariophirium 
ATCC Na. 14068

Cre- ^ AzóS' Acido Cre- Azú- Àcido
ci^ ' ̂ car ISglaá - cir * car L—glu—
mien# resi- tánico mien- resi-:.támico
to dual , produg}* to dual produ-

(%) cido (%) oido
(%) <%)

0.18 78.2 2.9 0.15 80.8 3.9

0.- * $

Brevibacterium
roseum

ATCC NC. 13825

8

10

13

16

0.52

0¿60

0.65 1.5 27.4

¿3'

32.0

49.8

39.8
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Todos los experimentos relacionados en la 

tabla 1^ excepto los realizados con Brevibacterium 
lactofermentum ATOO N&. 13869, se hicieron a una temB 
peratura de 3OS0 durante 40 horas^ cultivando con agie 
taoidn en un medio compuesto de

Glucosa

MgS0^.7HgO

Hidrolizado de prog 
teínas de soja (N to$í 
tal, 2^4 g/dl.)
Clorh. de vitamina B^ 
Úrea

0.1 %
0 .0 4 %
2 p.p.m. 
2 p.p.m.

0. 1 m3/dl 
200 )(7lí
1. e?3^6 %

En el caso del Brevlbacterium lactofermentum 
ATCC Na. 13869¡i se emplearon 50 !f /lit¿ de olorhidrag 
to de vitamina B^ y 0+9á3*2% de urea.





TABLA II (continuación)

T**""'......... ..;.;.Bacteria
"^--^empleada '

Brevibaoterium
flavum

ATCC NA. 14067
Brevibaoterium ' 

roseum ¡ 
ATOO NB. 13825

^Análisis

D-SUlf^ 
xido de 
biotina \  
(x/lit.) \

Ore?- Azd- Acido ". ci- car L-glu- 
mien- resi- tánico 
to dual produ- 

(%) cido
- (%) .

Cre- Azd- Acido. 
ci- car L-glur- 
mien- resi- tánico 
to dual produ- 

(%) cido 
<%)

: . * r o ; 0.14 83.2 7.6 0 .15 80.8 10.1

" 2;". - : *. ' * 0.37 46.2 25.0

' " 4. ; ë ;é'. g -

'- 'S/ .\.-r C5 0.80 2.0 46.5

, ' 6 / ." 0,68 0.7 50.1 ' ''S3"''

' * ' '8^,^; '¡g - ' - .'S

' '''- 12.' ' ' ""b*;' ' -*-R - ?K--'

...... ..-.. ...... .....
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TABLA II (Continuación)

t- ti í
Brevibacterium lactoie rmentum 
ATCC Na. 13869

Creë"
cië'.'mien*}
te

Azdë ' car 
'resi­
dual 
(̂ )

Acido
L-glu.ëtánico
produë;
cido

.....

Cro­
ci- ' 
mien­
to

Azá-
car
resi­
dual
(%)

Acido 
L-glu- 
t^ico 
produë oido 
.(%)..

0.10 78.6 îi.i 0.00 92.5 0.7

0.31 49.8 19.6 &  .. .

0.43 31.3 27.3 "-'s .'./'.a.'

.-ë . ë"' '"'B'"; ...;ë

0.59 4.8 41.9 0.33 18.8 16.3

- - - < 'æ -'-'S? -- 'ë'"''

Brevibacterium 
aaocharolyticum ATCC Na. 14066

8

16 0.70 0.4 34.7
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Todos los experimentos desoritos en la tabla II 
se practicaron a una temperatura de 31?*C durante 40 hor­
ras, cultivando con agitación en un medio compuesto de 
los siguientes ingredientes:

Glucosa 10 %
EHgPO^ 0.1 %
MgS0^.7Hg0 0.04 %
Fe** 2 p.p.m.
Mn** 2 p.p.m¿
Hidrolizado de proteínas de

-  .. / . - /

soja (N total 2.4 g/dl¿) 0^1 mü/dl¿
Clorhidrato de vitamina B^ 200

'Brea,- 0.9¡^*2%.

Bn las tablas precedentes, el "crecimiento" denota 
el grado de turbiedad en medio de cultivo diluido 26 ve­
ces a 562 mp, y las proporciones de "azocar residual" y 
da "ácido L-glutámico producido" se basan en el peso de 
los sacáridos naturales cargados.

8e aprecia por las anteriores tablas que la fer̂ - J. 
mentación de cualquier cena del genero Brevibaoterium se 
desarrolla de un modo ineALcaz^ con escaso crecimiento de 
las bacterias de fermentación^: retención de mucho azúcar 
residual en el medio, y bajo rendimiento (alrededor de 10%) 
de ácido Ir-glut^iico^ cuando no se emplea destiobiotina^

' d-sulfóxido de biotiná o biocitina. -r,''-.
Por el contrario, es evidente que empleando al me-

nos uno de esos compuestos^ se consigue una fermentación 
activa^ o seay un crecimiento mayor de bacterias ferment



Ilativas y un consumo substancial del sacárido; la can­
tidad de ácido L-glutámico producido, o sea su concen­
tración, excede fácilmente de 4,0 g/dl#, y puede obtener­
se un rendimiento hasta de 50% de ácido L-glutámico. Por 
consiguiente, en tales condiciones, la adición de destio- 
biotina, d-sulfóxido de biotina o biocitina produoe un

L ^

efecto muy notable#
Cuando se emplean destioblotina, biocitina^ o 

Í-M ilf& da. a. tio tin a a. h a.. . .n  p r .f .r .n .ia  .

cantidad no mayor de 20 g/lit.; 15 g/lit. o 15 !{/lit., 
respectivamente. Como es natural, se puede conseguir 
el mismo efecto ventajoso descrito mediante la combi­
nación de dos de esos tres productos, o de todos ellos.
Y cuando se toman combinadas biotina y biocitina, la can­
tidad total de ambas se prefiere no mayor de 15 %/litro;
si se emplea además d-sulfóxido de biotina^ la cantidad

- /
total se prefiere no mayor de 18 élitro.

Las bacterias productoras de ácido L-glutámico 
pertenecientes al género Brevibacterium aplicables al 
presente invento comprenden a las Brevibacterium lacto- 
fermentum ATCC nómero 13869, Brevibacterium saccharolv-

t¿.;.i/

t:

. ¡r

tlcum ATCC nómero 14066. Brevibacterium flavum ATCC. nóne-  ̂
ro 14067. Brevibacterium immariouhirium ATCC ndmero 14068, 
y Brevibacterium róseum ATCC némero 13825¿

En la fomentación oonforme al invento, el cul- -
tivó se efectóa manteniendo ligeramente alcalino el pH 
del. medio por .adición de. amoniaco, o de utea. Las tem-*' ' '.... ' ........ . \ ... .. ,...  / .. .... ;.. y ..* . -
peraturas y el lapso'de cultivo dependerán de las 'bacterias/
empleadas#

Los métodos de fermentación que pueden utilizarse
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en-este .invento comprenden las fermentaciones en cultivo."
- agitado o sumergido, con aireación. El., ácido L-glutá - 
mico producido en elmedio de cultivo se'puede recuperar... 
por cualquiera de las técnicas corrientes, por., ejemplo,' 
filtrando el medio fermentado para retirar las células, 
concentrando el filtrado, ajustando el pH a 3,2 por adición 
. de ácido clorhídrico, y precipitando ácido L-glútápico.

Para ilustrar el presente invento, se exponen a 
continuación algunos ejemplos.

10 " EJEMPLO 19.
Un medio de cultivo, que contenía 10,39% de glu­

cosa, 0,1% de KHgPO^, 0,04% de MgSO^.YHgO, 2 ppm. de Fe"*"̂ , 
2. ppm. de Mn**, 0.1 ml/dl. de hidrolizado de proteínas de 
soja.(N total 2.4 g/dl.) 50 %/lit. de clorhidrato de vi - 

15 taminaB^, y 7 ¿/lit. de DL-destiobiotina, se ajustó a un 
. pH 7,0 y se esterilizó mediante calor. Luego se añadió 

- 2% de solución do urea (45 g/dl.) esterilizada al medio
de culrivo; se inocularon las células de Brevibacterium 

. lactofermentum ATOO Na. 13869 cultivadas en agar-caldo 
20 exento de sacárido a 303 C durante 24 horas, y se cultivó ... 

. .-.a 313 C. agitando a rasón de 120 r.p.m. y 7 om. de, amplitud. 
- - Durante el cultivo, la descomposición de la urea por la * 
ureasa, da amoniaco, y el pH se vuelve alcalino. Sin em­
bargo, el amoniaco así formado se asimila y se consume 

25 gradualmente, por lo que el pH alcanza el valor de 7,0 a 
las 16 horas de comenzar el cultivo. Al final de ese 
tiempo, se añadió 2% de solución de urea (45 &/dl¿), y 
se continuó la fermentación seis horas más. El pH dis..?* 

Z'h/minuyÓrde' nuevo' a 7,0," y, se "añadió. .'3% de solución de urea.

^  - -
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(45 g/dl.) El cultivo terminó.a-las 40 horas de empe-.. ' " 

- zar. El ácido L-glutámico -en.el medio, de cultivo asi. 
obtenido ascendió a 5^23 g/dl., y el rendimiento fuá de - 
51^3%, referido al peso del sacárido natural cargado..

EJEMPLO 22.
Un medio de cultivo, que contenía 10,2% de glu­

cosa, 0,1% de HHgPO^, 0,04% de MgSO^.THgO, 0,8% de urea,
.5 ppm. de Fett, 5 ppm. de Mn**"**, 80 mg/1. de glicina, 160 
mg/1. de DL-alanina, 80 mg/1. de L-metionina, 160 mg/1.
. de'DL-fenilalanina, 80 mg/1. de L-histidina, 100 y/l, de 
.'.clorhidrato de vitamina y 10 %/l, de DL-destiobiotina, 
se ajustó a un pH 6,5 y se .esterilizó a presión elevada.- 
Luego se añadió 4% de urea acuosa estexillz ada (45 g/dl¿) 
al medio, y se inocularon las oéulas de "Brevibacterium 
saccharolyticum ATOO Ns 14066 cultivadas en agar-caldo 
sin sacarido a 3030 durante 18 horas; seguidamente, se 
agitó el cultivo a 29-32 se, a razón de 125 r.p.m. y 7 cm. 
de amplitud. El cultivo terminó a las 40 horas de ini - 
ciarlo.. - .

.. El ácido L-glutámico en el medio de cultivo obte- 
. nido así peso 4*68 g/dl., y el rendimiento fuá de 45^8% 
referido al peso del sacárico natural cargado.

.... / EJEMPLO 33 '
*' ...' - Ún medio.' de cultivo, que contenía 10,4% ..de'.' gluco- 

. s.a, .0,1% de KHgPO^, 0,04% de MgSO^.THgO, 2 ppm. de Fe'*"**, .
2 ppm. de Mn**, 0,íml/dl. de hidrolizado de proteínas ' 
de soja (N total. 2,4 g/dli). 2Ó0 l{/l.. de clorhidrato de . 
vitamina B. y;10l(/l. de DL-destiobiotina, se esterilizó 

..a'gran presión. Se,.añadió 2% de urea:.acuosa.esterilizada

{4/*. *í !... ..

y/' ' '
¡t*-. * ̂

. *

. -?r*' *
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(45 g/dl.) ai medio, y luego se inocularon las células 
de Brevibact erium flavum ATCC N& 14067 cultivadas en agar* 
caldo sin sacárido a 30RC durante 24 horas, y se culti­
varon con agitación a 30RC. Se añadieron 2% y 3% de urea 
acuosa 12 y 22 horas después de iniciar el cultivo^ res­
pectivamente; éste terminé a las 40 horas de empezarlo^ :

El écido L^álutémioo en el medio de cultivó ob­
tenido ascendié a 5^12 g/dl., y el rendimiento fué de 
49¡í3% referido al peso del sacárldo natural cargado.

EJEMPLO 4S
Se repitió el ejemplo 3*, pero empleando Brevibac- 

terium roseum ATOO NR 13825, y se añadieron 2% y %  de 
urea acuosa al medio 14 y 22 horas después de iniciar el 
cultivo..

El éoido Lrglutémico en el medio fermentado así 
obtenido llegé a5,18 g/dl., y el rendimiento fué de 49^8% 
referido al peso del sacérido natural cargado.

EJEMPLO 5R -
Se repltié el ejemplo 3** pero empleando Brevl- 

baoterium immariophirium ATOO N¿ 14068, y se añadieron 
al medio 2% y %  de urea acuosa 14 y 21 horas después de 
iniciar el cultive,^

El écido Lrglutémico en el medio fermentado así 
obtenido pesaba 3,03 g/dl.;¿ y el rendimiento fué de 29,1% 
referido al peso del sacérido natural oargado.

EJEMPLO 6R
Un medio, que presentaba 7yO de pH) y contenía 

10% de glucosa, 0,1% de EHgPO^, 0,04% de MgSO^.THgO^ 2 
ppm. de Fe^, 2 ppm. de Mn**% 0^1 ml/dl. de hidrolizado 
de proteínas de soja (N total 2^4 g/íl) y 200 ̂ /1^ de olorS

L *

i* -
* -*S -'

^  \ ,

n.<.

g.h

í- .g;

í* -'̂*

-jr}

-y' i sf y-

.̂lv-
pv/
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hidrato de vitamina B^, y 8 Tf/l* de D-sulfóxido de biotir 
na, se esterilizó por oalor. Se añadió 2% de urea acuosa 
(45 g/dl*) al medio; se inocularon las cólulas de Brevi- 
bacterium lactof ermentum ATCC Na 13869, cultivadas en 
agar-jcaldo durante 24 horas; a continuación, se agitó el 
cultivo a 3ia O durante 40 horas, ascendiendo a la vez 
el pH a 9,0 y descendiendo de nuevo a 7,0* Las adición 
nes de urea fueron; por tanto, 2% y luego 3%*

El acido Lrglut^ico en el medio fermentado así 
obtenido pesaba 4,65 g/dl+; y el rendimiento fuá de 46; 3^ 
referido al sacarido natural cargado*

EJEMPLO 73
Se repitió el ejemplo 6a, pero empleando Brevir* 

bacterium saccharolyticum ATCC Na 14066, con una conr- 
centración de D-sulfóxido de biotina de 12 Ó/litro*

El acido L-glutámico en el medio fermentado así 
obtenido ascendió a 4,21 g/dl* y el rendimiento fuó de 
42,1% referido al peso del sacórido natural cargado*. 

EJEMPLO 8a //
- Se repitió el ejemplo 6a. pero empleando Bretiá 

baoterium flavum ATCC Na 14067, con una concentración de 
Dásulíóxido de biotina de 6 #/litro+

El ácido L-glut&nico en el medio fermentado así 
Obtenido ascendió a 5,19 g/1., y el rendimiento fuó de 
51,9% referido aí peso del sacórido natural cargado.. 

EJEMPLO 9a
Se repitió el ejemplo 6a; pero empleando Brevi- 

bacterium roseum ATCC Na 13825, con una concentración de 
D-?sulfóxido de biotina de 5^/li^yo*¿

El ácido. Lrglutámico en el medio fermentado así

.

*
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obtenido pesaba 4,61 g/dl., y el rendimiento fuá* de 
46,1% referido al peso del sacdrido natural cargado#

. EJEMPLO 10 ^  ' \  ̂  ̂ '
Se repitid el ejemplo 6e. pero empleando Brevi- 

5 bacterium immariophirium ATCC NS 14068, con una concenr
tracidn de D-sulfdxido de biotina de 6 y se aRadier
ron 2% y 3% de urea acuosa, 13 y 18 horas despuds de 
iniciar el cultivo.:  ̂ r,--.

El ¡ácido L-glutáaico en el medio fermentado así 
10 obtenido did 2,43 g/dl., y el rendimiento fud de 24¡¡3%

referido al peso del sacdrrido natural cargado.
EJEMPLO 11 '
Se repitid el ejemplo 6B, pero empleando biocir 

tina 6^it., en vez de 8 l(/l¿ de D-sulfdxido de bio- 
15 ' tina. . \ .

El ácido L-glutdmico en el medio fermentado asi 
obtenido ascendió a 4,23 g/dl.^ y el rendimiento fud de 
42,3% referido al peso del sacdrido natural cargado,.,

' EJEMPLO 12
20

25

30

Se repitid el ejemplo 7^, pero empleando 16%/i. 
de biocitina en vez de D-sulfdxido de biotina..

El dcidoL-glutdmico en el medio fermentado asi 
Obtenido did 3#6 g/dl.y y el rendimiento fud de 36%¡[ re-* 
ferido al peso del sacdrido natural cargado^

-EJEMPLO 13
Se repitid el ejemplo 8S, pero empleando 8 %/l. 

de biocitina en vez de D-sulfdxido de biotina. ,
El ícido L-glutdmico en el medio fermentado así 

obtenido did 4,86 g/dl., y el rendimiento fud de 48¡¡'6%¿ 
referido al peso del saedrido cargado^



f".. L''..

 ̂ , r  ; : 2 6  7 0  8 8  r
EJEMPLO 14 .
Se repitió el ejemplo 9^, paio empleando 6 7(/l. 

de biocitina en vez de D-sulfóxido de biotina*
El ácido L-glutámico en el medio fermentado así 

$ obtenido ascendió a 4,95 g/dl¿7 y el rendimiento fuá de
 ̂ 43,5%, referido al peso del sacárrido natural cargado.

EJEMPLO 15 i-.'
Se repitió el ejemplo 10^ pero empleando 6 

de biocitina en vez de D-sulfóxido de biotina; y añadiendo 
10 ^  y 3% de urea acuosa 14 y 23 horas despuós, respecti^i

El àcido L-gluténico en el medio fermentado así 
obtenido pesó 2^99 g/dl<,¿ y el rendaĵ en-tb,*.yn̂  dé - 29'^'^/- 
referido al peso del sacárldo natural oargado#

15
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Se reivindicaoomo objeto de esta patente:
1#'-* Procedimiento para la obtención de ácido 

20 L-glutámico, mediante el cultivo de bacterias que lo
producen, pertenecientes al gÓnero Brevibacterium^ en 
condiciones aerábicas y en medio de cultivo que contenga 
carbohidratos, generadores de nitrógeno, aminoácidos y 
sales inorgánicas, caracterizados por el cultivo do tar 

25 les bacterias en condiciones aerábicas en dicho medio
en presencia de un miembro al menos seleccionado del gru^ 

; po consistente en destiobiotinay D-sulfóxido de biotina 
y biocitina^ y la recuperación del ácido L-glutámioo así
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2.á Procedimiento para la obtención de ácido



Esta memoria consta de veinte paginas, escri*- ¡- _
tas por una sola cara#

BARCELONA; a veintidós de Abril de mil nove* 
5 -''-cientos-sesenta y uno* ' "
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