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. MEMORIA DESCRIPTIVA

-de
PATENTE DB INVENGCION .
formulade el 14 de Octubre de 1961, con el nfm. 271,206
en |
ESPARA
por VEINTE afios.
& nombre de INTERNATIONAL MINERALS & CHEMICAL CORPORATION,

entidad norteamericana, éstéblecida'en C1d Orchard Road,

‘Skokie, Illinois, Estedos Unidos de América, por

WUN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE
AMINOACIDOS",

Este invento se refiere a la prepermscibén de Acido

" I= glutémico, y més particularmente a la preparacibén de

édcido I~-glutémico a pertir de carbohidratos, utilizendo

" medios biolbgicos.

Para atender la creciente demenda de glutameto
monosddico ¢como aditivo mejorador del sebor de los ali-
mentos, se han realizado emplies investigaciones téeni -
cas en busca de métodos para la produccidén de &cido L-glu
témico. Se han estudiado con todo detalle los métodos
para la obtencién de fcido glutémico a partir de fuentes
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naturales, los métodos para la sintesis quimica de éci-

do glutémico y los métodos pare la sintesis bioldgica

" de &cido glutémico.
Desde un punto de vista histbérico, el fcido glutéh-

mico se ha obtenido por hidrélisis de proteinas que

existen en estado natural, tel como gluten de trigo,

o por recuperacibén a partir de licores de Steffens.

8in émbargo, se ha hecho cada vez més evidente que las

posibilidades de tales proceaimientos no alcanzen &
satisfacer por completo la demands esperada.
'La'ainyesis quimica de écido glutémico conduce

a.ia formecién de mezcles recémicas de 4cido DI~ glu-

- témico. Teniendo esto en cuenta, las investigaciones

enceminades o los probedimientos quimicos no solamente

tienen que ideer une éonversi6n eficlente de reaccionan-

tes baratos que conduzcan a &cido glutémico, sino
que tienen que establecer también un medio eficiente

de desdobler la mezcla racémice, ILas dificultedes

- que se han presentado hen servido de estimulo pars

una investigacidn més o fondo en los»medios bioldgi -
cos de produccidén de 4cido glutémico.

. A su vez, la investigacibn én el campo bioldgi-
co ha seéuido varias directrices. Se ha reconocido
le posibilidad de transaminacién y se ha demostrado
que el #Acido glutémico puede producirse por transami-
necién, utilizando microorganismos en unién con Acido
alfa-cetéglutérico y scido asplrtico o anablogos., Ta-
les ﬁrocedimientos ﬁtilizan necesariemente materiales

de partidas bastante caros y el reaccionante aminoheido

.resulta sacriticado en el proceso.
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Se ha investlgado también la posibilidad de produ~

cir &cido glutémico a partlr de cido alfa-cetoglutéri-
co, &oido citrico, y anblogos, utilizendo una fuente

‘de emonio barats, tel como amoniaco o urea. Afn cuendo

este intento tieme lg ventsja de usar una fuente nitro -
genade barata, requiere todavia_1a.presencia.de"un ma -
terial de partida principal relativamqhte caro. |

Tomendo como base la premisa de que un procedimien-
to potenciélmente atractivo debe emplear un materiel 8e
partida principal que sea avla vez sbundante y barato,
se he emprendido una osntided considereble de investi -
gaciones dirigidas a ia”fermeptqci6n utilizendo carbohi-
dretos, tal como azficar o alﬁid6n.' Es conveniente que

tal utilizacién vasya acoplads con una fuente de nitré-

geno fhcilmente disponible, tal como smoniaco o urea.

Este-intenio de solucién que emplea un material de par-

tida principal barato parece que or0porciona la méxime

posibllidad final.

" La investigacibn de la fermentacién de los carbo-

_ hidratos para producir écido glutémico se ha realizado

wtilizendo una amplia veriedad de microorganismos. Fre-

cuentemente, se ha prestado atencién sblo a la détermi-

naoidn de qué microorgenismo producirie una centidad

. identificable de Acido glutémico a partir de un medio

nutriente que contenga un carbohidreto y una fuente de
nitr6genp, AComo resultado de tel investigacién, se ha
identificado un nfimero sustancial de microorgenismos

como productores de &cido glutémico. Afm cusndo aleu-
nos invgstigadores limitan_sug ocxelusiones a las espeéies

ensgyades, otros han identifiéado los ﬁicroorganismos

-3 -
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~gbnero, MTales investigaciones no se limitaron a bacte~

- ries solamente sino que incluyeron también hongos y

'doé, sih embargo, indica que la bibliografia no propor-

productores de fcido glutémico de un modo amplio por el

levaduras, Gracias a les investigaciones publicadas,
es posible esteblecer que, entre otros, los miembros de

los siguientes géneros de microbios produoirén feido

: glutémico a partir de oarbohidratoa.

Género bacterias: Acetobacter, Aerobaoter, Aeromonas

Bacillus Brevibactaria, Escherichia, Glueonoacetobaoter,

Laotobacillus Micrococcus, Pseudomonsas, Rhizobium,

Salmonella, Sarcina, Serratis, Streptococcus, Streptomyces,

Xanthomonas;

RPNy B
TN Ly T

Hongos. Asgergillus Ce haioa orium, Mucor, Neurospengij

ooderma, Pichia, Pullularia, Rhodotorula, Shizosacohero-.

myces Sporobolomyces, Torulo si 8, Willia y Zygosaccharogxoea

" Tomando como base estos resultados, parece que un )

grgn_nﬁmerovde microorganismos, acaso una mayoria, produ-
ce por lo menos cantidades traza de fcido gluiémico.
Un enélisis més detenido de los trabajos emprendi-

Giona ninguns guia para la seleccién de un smplio grupo

'~ de mlcroorganismos gue produzcah bcido glutémico en can-

tidades que sugieran'importancia comerocial posible, Por
ejemplo, solamente 20% de 650 bacterias examinedas en una

investigacién produjeron solamente unos pocos mg. de.

fcido glutémico por ml, de medio, y finicamente una es -

pecie desorite convirtid hasta 30% del gzficar a partir

de un medio de fermentacién que contenia originalmente

-4 -
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;o 5% de agficar. Como los procedimientos de obtencién

Tz e

précticos desde el'punto de vista comerciml han de pro-
po:cioﬁar por ‘1o menos, sproximadsmente 50%, y, conve -
nientemente, por lo menos, alrededor de 60% de comver -~
5 - sién de un medio que contenga hasta 15 § 20% de azucer,
 ge deduce evidentemente gque lo mayor parte de la infor-
macién publicada con respecto a la fermentacibn de car-

bohidratos pera dar 4oido glutémico no tiene ningén
valor real si se considera desde el &ngulo de las exi-

10 gencias comerciales.,

| . Por lo menos das investigadoreé}han indicado que fit

las especies del género Micrococcus tienen la facultad

- | de scumler Acido gluténico. Se ha sefialado que '

Mierogoccus glutamicus proporeione, aproximadamente,

15  una conversidn de 46% de glucosa & partir de un medio
de rérmentqci6n que contenga 10% de glucosa, y se ha

citedo tembién que Miorococcus variens de, aproximadamen

te, 17% de rendimiento & partir dé una solucibn de glu-
cosa al 2%, _ |

20 »  También se hen sefialado microorgénismos de la es-
peclie Bacillus megaterium ég;ggg,'tipo 1nte£medip, como
convertidorés de hasta 51% de glucosa a’partif de me -
dios de fermentaciln de 3%vdé glucose, yvée ha informa-

~do que Brevibacterium lecto Permentus proporciona ren -

25 dimientos de 54% a pértir de medios de glucoss el 10%
' en matraces de lebaratorio.
En Ia'bﬁsqueda de micioorganiamos capaces de con-
vertir azucer en ceantidades importantes a &cido glutd -
mico, la téonica se enfrenta, excepto en cuanto se re -

30 fiere a unas pocas especies aisladss, con el problema

-5 -
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de seleccionar microorganismos al azar & partir de las
inumerables especles existentes.

' Es un objeto principai el presente invento prepa -~
rar fcido glutémico por un método microbiolégico que
proporciona altos rendimientos,

.Otro objeto de este invento es preparar dcido L~
glutémico e partir de materiales de partide beratos.

Otro objeto mAs de este invento es preparar &cido

I-glutémico por un método de fermentacién sencillo.

Afin otro objetoladicional de este invento es prepa-
rar feido L-glutdmico empleando Ynicemente une sola ope-
raci6n de fermentaci6n.

Otro objeto que puede todavia aﬁadirae ‘de este

" invento es preparar ‘beido L-glutémico con elevados ren-

dimientos ¥y & bajo coste.

El presente invento abarce el método pares la pre-
paracidn d% 4cido L-glutémico que comprende fermentar
éerébicamente un medlo carbohidrato acuosd_que contiene
una fuenté nitrogenada y un sistema catalizador biold-

gico prbducido'pbr un microorganismo selebéionadoldel M-

po oonstitﬁido'por‘Corxgebacteriumlilium y Corynebacterium
callunae y reouperar del mismo dcido L-glutémico.

Bn la préctica de este invénto, pueden emplearse

los microorganismos mismos, o bien un extracto del or-

" genismo que contiene el material cetalftico ectivo, para

la“fermentaeién. El término "fermentacibén", tal como

aqui se usa, se refiere a un procedimiento en ol que

la oonvers;6n del suatrato definido en producto se efec-

tﬁa,-o'bien por la accibn de la clase de microorganismos

definide, o bien por un sistema catalitico biolégico ele-
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borado por dichos organismos. El extracto puede preparsr-
se por una maceracién mecénice, por tratamiento con ondas
ultrasbnicas, extraceifn con un disolvente adecuado o
por cualquier otras de las féonicaé conocides en esta es~
pecielidad. Se han conseguido rendimientos sustancial -
mente superiores el 50% del tedrico, siguiendo le préec -
tice de este invento, | |

| Lbs organismos empleados en la préctica de este
invento han reoibido el nombre de Corynebacterium lilium
¥y Qggxgghggﬁg;;gm gg;;gggg, Es evidente que la eficacia.

de los organlsmos puede_ser susceptibls de mejoramiento

por tratamiento con reyos X, luz ultraeviolets, o por

otros medios que son conocidos pera producir mutaciones

¥y alteraciones}gn_las caracteristicas_de los miproorga -
nismos. Segﬂh ésto, los términos “"Corynebaoterium 1ilium"
¥ MCorynebacterium”callunae" tal como squf se emplean,

incluyen estos organismos,rasi como mutantes y anfldgos

. defivados_de los mismos.

Los organismos que entran dentro del oBJeto de este

invento, Corynebscierium 1111um ¥ Corynebacterium cgllunge,

estén constituldos tipicamente por bastones cortos, pleo-

méficos Gram-positivos, algunos de forma de porras, otros

en forma de perlas o dé bandas con grémulos metacromfti-
oos.i Fn ocultivos en caldo, una pequéﬁa proporeién (gene-
ralmente menos de aproximademente 5%) de los organismos

mbs jévenes (18 horas de edad o menos ) son Gram-negetivos

¥, en oultivos ﬁéé'yiequ, (mds de 70 nores) existen organis-
mbs algo més Grem-negativos. Estos organismos son no mo-

vibles, y sin flagelos. HNo se ha acusado la formacién de

_esporas. Sobre egar nutriente, estos organismos presentan

-7 -
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crecimiento moderado en 24 horass a 308C, produciendo colo-

nias de color crems blanco a amarillo { a la luz ) con

‘bordes enteros, plenos, arrugedos, secos, Sobre medio

de agar-TGY, crecen bien, produciendo crecimientos £ili-
formes,'brillanfes. Las colonias son circulares, ente -~
ras, ligeramente abroqueladas, amarillas cuéndo crecen a
la lug, blancchremosas e muy ligeramente amarillentas
cuando crecenven la oscuridad. Cuando crecen sobre |
egar de telurita, los organismos presentan un répido cre—
cimiento ¥ producen colonias grises son centros mis os -

curos, tipicos de Corynebacteria 4
Corynebacterium lilium tiene las siguientes propie~

dades fisiolbgices: o

1. Célules: 0,4 & 0,8 por 0,7 a 5,7 micrones.

2. Temperatura éptima para produceién de Acido I~
glutémicos 25-35%0. | |

Buen creci‘miento a temperaturas hasta de 4.3'79 Cs
ligero a 408C; sin crecimiento a 412 C,

3. Limites de PH: 5-9; bptimo 6-8.

4. Aerbbica. | '

J—— e o rr em ew
\ 7T K BOBRT > '

5. Produée écido, no produce gas,: a partir de dex-

trosa, fructosa, maltosa, sacarosa, manosa, galactosa

(invirtiéndose indicios e elcalino a 72 horas), treha-

losa (haciéndose indicios fuertemente positivos en 2-3

gemenas), inulina (invirtiéndose indicios a lentemente posi.

tivos & neggtivos a las 2 semanss), manitol (indicios = '

lentemente pos itivos, variables), e inositol (indicios e

lentamente positivo, varigble). (Indicedor: azul de bro- -

‘1o timol).

6. No producetécido ni'eas a partir de arabinose,
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AR i)
lactosa, rafinosa, duccitol, salicine, remnosa, sorbosa, -
melibiosa, melezitosa, xilossa, adonitol, sorbitbl, gli-
oerol, dextrine y almidén (Indicador: azul de bromo
timol). |

7. Gelatina: no se licta.
v8. Indols no produce '
9, Sulfuro de hidrfgeno: no produce.

103 Acetil metil carbinol (Reaccién de Voges Proskauer):

No produce,

11l: Rojo de metilo: dudosa.

12. Citrato: débilmente pos itiva..

13, Catalasa: positiva.

14, Ureasa: positiva

15, Leche al tornasol: sin cambio en 14 dies; alce-
lina después de 25 dias; sin digestién.

16. Reduccién de nitrato: positivae.

La;car;cterizaci6n de Corynebacterium callunse y -

Gogxgebaéteriﬁm_li;;gg se hizo de acuerdo con el Mmual

Microbiologicel Methods, Soc. Am. Bact., McGraw Hill

(1957). ,
Corynebgcterium callunae varia obn respecto a las

caracteristicas anteriores en que Corynebacterium callunae

produce &cido, no produoce gas (- sin reversién ), a par ~ -

tir de galaotosé, rafinosa y salicina; Corynebacterium

_ callunse, da una reaccifn fuertemente positiva con rojo

~de metilo'(pH 5,0); y'corynebacterium oazllunae no reduce

los nitratos.
B Y microorganismos empleados en el presente inven-

to se mantienen, convenientemente, sobre cultivos inelina-
dos de agar TGY corrientes (triptona-glucosa-extracto de

-9 o
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En la preparacién de un inbeulo conveniente,

se hace un vase desde cultivo inclinado a une pequefia

cantidad d2 caldo TGY y se incuba 15 a 30 hores a 28-302C,
oon aireacibén adecuada.
5 . .

Una poreién del cultivo resul -

tente’ se traslada a TGY adicionsal o‘a otro caldo conve -

niente paras proporcionar desde, gproximedamente, 2 a,

aproximadamente,10% del cultivo basado sobre la mezcla
?

total, y 1la mezcla se incuba bajo condiciones dentro de
©10 o ine

los limites enteriormente emplesdos, y produciendo esi
un indculo adecuado.

Un medio de fermentacidn satisfactorio para el cre-
cimiento activo de Corynebacteria y pare le produccién
de becido I-glutémico corresponde generalmente a medios
15

nutrientes petrén y contiene agua, un szucar adecuado,

una fuente nitrogenada, calcio, magnesio, potesio, fosfa-

to, sulfeto, factores de crecimiento adecuados, y ele =
mentos secundarios.

El medio puede incluir tembién un élcali suave, no
t8xico o tampén pare ajuste de pH y mentenimiento.
20 {pi '

Azucexr

to. Un
medio tipico puede tener la composicibén siguiente.

Limites conveﬁiantes
1,25 % en peso

(VHg),80,

‘Biotine

KéHP04(o

- Zreferidos
. -20% en peso.
indicios~15 ’

mecgr./L varisble
25 |

- 0,05~10%
0,01-1%
o me olg

MESO4.7 «H,0

mcgr./L variable
0,05 = 0,4 %
0,05 - 0,3 % 0,1 - 0,2 %
Call, indicios - indicios
Elementos secunda- ' ' -
rios indicios - indicios
-30 Amoniaco - mantener el pH

mentener el pH
- 10 -
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Aun cuando el snterior es un medio satisfactorio, se ob-

servarl que la-éomposici6n exacta de un medio variard
dependiendo del pH exacfo de la éireapi6n o de la opera-
cién anéloge empleada. De acuerdo con ésto, no se pfe -
tende limitar el presente invento & ls ubtilizacifn del
medio arriba definido. -

El invento considera de ﬁn modo genéral los medios
de fermentacién que contienen carbohidratos, 1ncluy9ndb 1
elmidones, dextrinas, azfcares y anélogos.

En la préctica de este invento, pueden emplearse per-

. fectemente amzicares, tales como glucosa, sacarosa, fruc—

tosa, maltosa y andlogos, asl como mezcles de tales azl-
cares. ILa glucose y la sacarose constltuyen materiales
particularmente preforidos para este invento., Tal como
aqui se emplean, los términos "aghear, "almidén', y
anélogos, abarcen no solamente tales materiales, per se,
sino también sus equivalentes 16gicos;' Por ejemplo, él
término "glucosat, ebarca materiales tales como "Cere-
lose" (Corn Products Company) y "Clintose" (Clinton
Corn Proceasing Company), que son formas asequibleé co~-
mercielmente de glucosa monohidrato preparadas por hi-
drb6lisis de almidén de maf{z. Estos t4rminos abarcen
tambidn mezclas de azfcar invertido, tal como las que se
preperan por conversidn Acide de agficares del modo éono— '
cido. Se deduciri, evidentementé; quefuna poréi6n~o le
totalidad del ézﬁcar requerido puede aﬁad;rse al medio
€omo mela_.zaa.' | |

Los carbohidretos se emplean en el medio de fermen-—

- tacibn en cantidades de, por 1o menos 1%, aproximada -~

mente, y, preferiblemente, por 1o menos 5%, aproximeda -

-11 -
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mente, en peso. Convenientemente, el medio contendra

" desde, aproximadamanté, 5% 8, "e.proximadamen'te, 20% de

carbohidreto, sunque puede obtenerse rendimlentos im - -
portantes empleando medios de fermentecidn que conten -
gan hasta, eproximademente, 25 % y mfs. Se comprenderd,

evidentemente, que la proporcién exscta de carbohidra -

%o empleadg en ol medio se podré elegir~arbitrariam9n-

te, ,

- £1 medio contendré también uﬁa_fuente de nitrbge -
no corriénte,'tai como emoniaco, urea, u otra fﬁente
de nitrégeno esimilable, ya sea orgénice o inorghnica.

Pueden usarse varios compuestosvde smonio, inecluyendo olo-

- ruro, sulfato, fosfato y otros. il nitrégeno y el fos-

fato pueden afladirse juntos en forma de fosfato ambni-
co, o separadamente, segin se deseej; Preferiblemente,
hay presente una cantidad suficiente de nitrbgeno; por
1o menos pera suministrar nitrégeno pers el crecimiento

celular ¥y pera le conversidn tedrica de todo el carbo-

" hidreto en &cido glutémico. ILa fuente de nitrégeno to-

tal puede sfiadirse el principio o puede afiadirse perid-
dicemente durante la fermentacidn,

. Los faétores e crecimiento auxiliares pueden afig-

dirse en forma de biotina pura, o equivelente de bioti-

na (es decir, una sustancis, que tenge le mecién biold -
glca de la biotina), o en forma de un compuésto precur-
sor de biotina (o ses, una sustancis que se convierte

en biotin;'o equivelente de biotina bqjo ias condiclones
de fermentacién). Entre las fuentes édecuadas de facto -

res de crecimiento suxilisres que pueden usarse solas o

en combinacibén, figuran: extracto de cerne, peptona,

.12 -
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agua de maceracibn de meiz, melazes de remolecha, me-
lezas de ceria de aZﬁéar yun prbducto asequible en el
comerercio, conocido con el nombre de "Protopeptons
No. 366", suministrado por Wilson & Compeny. Muchos

de los m teriales anteriores suministren también ele -

‘mentos secundarios.

Ensayos de ruting‘haﬁ establecido que la conmcen-

trecién Sptima de los factores de crecimiento guxilia-

res veriaréd ségﬁn gsea la cantidad de carbohidrato pre -

serte en el medio de fermentaciém. Por ejemplo,'la

‘concentracién §ptima de biotine pare un medio con 5% de

azlicar es desde, sproximedamente, 1,5 a, apfoximadamen-

te, 2 ﬁcgr./L, 10% de azdcar requieren 2 a 3 megr; /Lj

.15% de azficar requiren de 4 avBNmogr /L, ¥ 20% de azl-

car requiren de 7 a 10 megr./L. Como los sustratos .
que existeh en eetado‘natura;, tel como melazas de re-
molache, mélézas de cafia de azficar, agua de maceracién
del malz, y andlogos, contienen ?equeﬁas cantidades de
biotina y/o matefiales equivalentes, debe tenerse en |
cuenta este hecho en la preparacién del medio de fer -
mentacién que contiene.tales meteriales.

Pueden emplearse varias sales de calcio, potasio ¥
magnesio en el medio de fermentascibn incluyendo los clo-
ruros;‘sulfatos, fosfatos, y anflogos. Anflogamente,
pueden suministrarse los iones foéfato ¥ sulfato en for-

me de sales diversas, Aunque puede emplearse sales que

~ suministren tanto el enidn como el catién deseados(p.ej:

fosfato potésico, sulfato magnésico), la seleccidn no

‘eeté en modo alguno limitada de esta forms. Iguélmente,

tales materigles son corrientes en los medios de fer—

mentaci&n ¥y la seleccién de los mawerialés'espeoificos,
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esi como su proporcién, cee dentro de la pericia de los
expertos. _ |
Los llamados "elementos secundarios“ se entiende
que sbarca comﬁnmente mangeneso, hierro, cinc, cobal- .
toy posiblemente otros, Se neceaitan cantidades |

iniciales ‘de los mismos Y tales cantidades estén comun -

5mente presentes en los materinles usedos en la praparacién

de medios de fermentanién.

Finalmente, ol medio contendréd un élcali no téxi-
co o tampén para mentener el pH on los limites deseados.
También pueden empleerse aqui una gran variedad de ma -
teriales nb téxicos. Freouentémente, se emplean para
mentener el pH del medio de fermentaclén carbonato caloi-
covy amdﬁiéco (gaseoso o acuoso), por ger £&cilmente ase-
quibles. | |

Al prﬁncipib del proceso, el medio de fermenta -
cibn se inocula con un cultivo del microorganismo, mien-
tres se mantiens el pH entre, aproximademente, 5 y,

aproximademente 9, y, convenientemente, entre aproximada-

 mente 6, y, aprokimadamente, 8: La cantided de cultivo

empleada puede variar ampliamente pero, frecuentemente,
sté comprendida entre, aproximadamente, 0,5% y, aproxi-
medamente, 15% en volﬁmen, y ventajosemente entre aproxi-
madamente 2% y aproximedamente 10#% en volfmen. Durante
las fases iniciales de fermentacién, el orgenismo crece

répidemente. vespués dellperiodo‘inicial, frecuentemen-

te de 10 & 20 horas, la velocided de crecimiento del

orgenismo tiende a decrecer y la acumulacibén de &cido

glutémico se produce en cantidad importente., Durente la

- ecumulecién de &cido glutémico en el medio,ldebe mante -

- 14 -
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nerse el pH entre,'aproiimadamente, 6y, aproximadamente,'

8, ILe fermentacién se éuele continuar haste que la

. geumulac ién @e cido L-glutémico alcanza un méximo . |
¥ entonces estd terminada. E1 tiempo total para la

fermentacién variaré ‘naturalmente, dependiendo de fac -
tores tales como compoaicl6n nutriente, PH, temperatura,

proporoi6n de inéculo, y enélogos. Frecuentemente, la

ﬂ‘acumularién méxima de écido glutémico oourriré entre,

aproximadamente, 30 o 50 y aproximadamente 100 horas,

aunque algunas operaeiones pueden terminar més tarde o

nds temprano.

Para fermenteo i6n efeetiva, la temperatura del

- medio se mentiene entre, aproximadamente 209 c, y

eproximademente 40¢C, y, preferiblemente entre 2520

¥y aproximadamente 358C. La fermentacibn con células 20—
tivas debe realizaiée con aireacién active producida
por agiteoiln, sacudimiento, rieé’o o anélogo, efectiva
pars producir una velocided de abesorcién de 6xigeno

de, por 1o menos, aproximadamente 01, milimoles por
litro de medio por mimuto., Ia seleccién de las velo~
cidades de gbsorcibén Sptimes de oxfigeno es conocida por
los expertos en esta técnica.

En el caso de que se emplee el sistema cataliti-

~ co en vez del organismo, el tiempo de fermentacibn dia-

minuiré en el periodo de tiempo durante el cual el or -
ganismo experimenta répldo crecimiento. E1 medio de
fermentacién serd el mismo que el empleado paré wn or -
ganismo vivo,

La recuperaci6ﬁ de Acido L-glutémico del licor

de fermentacién puede realizarse por mediog corrienfes

-15 -
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con poca o ninguna modificacién. Seglin un procedimiento
de recupefacién eceptéble, el licor se filtra primero
para separar los sélidos suspendidos, Después puede
tratarse por varios métodos pare eliminar mucilagos

o para reducir su concentracién. Por ejemplo, puede trap. :

E tarse con una nequeﬁa proporcién de tanino o élcaliligni-

' na, segﬁn se describe en la patente americana 2,487, 807,

10

15

de Hoglam (15 de noviembre, 1949) ¥y en la patente ame -
ricana 2, 487.785, de blish (15 noviembre 1949). © |
bien, puede ooncentrarse haste un nivel de sblidos de
aproximadamente 25-45 % en peso, mezclerse despubs con
una pequefia proporcién de eloruro bérico, hidréxido

bérico o endlogo, a un pH de més,de’7,, para precipiter

‘impurezas orghnicas, como se desoribe en la patente ame=-.

ricans 2.796‘433, de Purvis-Fike (18 de Junio 1957).

w1 1icor purificado se concentra y se ajusta luego a

20

pH aproximadamente 3,2 con hcido sulf&rico, écido clor-
hidrico o andlogo, en cuyo momento cristaliza del mismo
el &cido L~ glutémico con buen rendimiento.

Se ha encontrado que, particularmente con la concen-

tracidn mds elevada de azficares, puede producirse por loa

' organismos fcido glutémico combinado, 28 como el 4cido

25

30

gluténico mismo., Por tanto, si se desea, el medio de
fermentacién puede someterse a hidrélisis pere hidrolizar
los compuestos a Acido glutémico libre. También en este
caso, le hidrélisis pusde hacerse por medios convenciona-
les, tal ¢omo, por ejemplo, la hidrélisis 4cida descrita
en lg patente americena 2.548,124. En el caso de que el

medio y las condiciones de formentacidén empleedas no den

cantidades importantes de &cido glutémico combinado o no

- 16 -
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las den en absoluto entonces, como es natural, no es pre-
ciso amplear la hidrblisis, | A

| Los siguientes eaemplos se incluyen para demos -
trar mbs detelladamente la prictica de este invento.
Estos ejemplos sé incluyen con fines ilustrativos fnica-
ménte ¥ no tratan en modo alguno de 11mi£ar el alocance
del invento. - o o

| | BJEWPLO T
Se. llen6 un tanque de fermentacién de 1, 892,5 l. con

un medio de fermentacién normal que contenia 10% de

'“Gerelose" (92 de glucosa) Yy se 1nocul6 con 5 % de

indculo en volﬁmen, conteniendo el organismo Coxrynebgeterium
1ilium, * EL medio de fermentac;6n se agitd y se aireb '

mientras‘se mantenia el pH entre 6 ¥y 8 para der un licor

 de fermentacién finel que tenfa las caracferisticas in -

diéédas en la Columna A de la Tabla I a continuacién,
La fermentaclén se repitib empleando un medio de

fermentacién que contania 15 % de "Gerelose". Tos resul-

-~tados de egta fermentacién se indioan en la Columna'B

de la Tabla I a continuacidn:

- Pable I
. v A B
Concentracién inicial de - S
"Cerelose", % . 10 ‘ 15
Licor de fermentacibén final

"Acido glutémico (1): mg/ml. 42,9 60

S81idos secos; % . 7.8 10,2

Peso aspecifico 1.028

Convers ién teérica a partir de S
glucosa, % ' 57 53
Goncentrado de licor de fermen-

tacién :

Acido glutémico n/&/ ml, 258 295
Acido glutémico libre, % 60 56
Bound Glutemic Acid, % 40 44

S61lidos secos, % o 40 44,7

Peso especifico ' - 1.163
| -17 -
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(1) Acido glutémico y compuestos de fcido glutémico

combinado expresedos como &cido glutémico iibre.

-.Se“pfepaf6 un medio de fermentacidén que tenia la si-

guiente composicién:

'EJEMPLO II

Medio 5._:2 L (1)
" Gerelose" 220 (20% glucosa)(2)
"Melazes 10 '
) (NH4)2304 1.0
- 'RHaPO, 3
. MgS0,. T HyO 1
Cally 0.33
"Protopgpfbne 366" 2
Biotina, 3 mes.

(1) Les tablas indican ét/L a no ser que se indigue otra

cosa (mg.=niligremos; mecgr, = microgramoa).

(2) Aproximadamente 20% de concentraci6n de gluoosa en

el medio.

siguiente comp051016n:

ZJEMPLO IIT

Se prepar6 un medio de fermentaoién que tenfa la

Medio ygg&[_g,."
"Gerelose" 163 (15% glucoss)
(¥Hy) ,50, 20
KH, PO, 2
¥gs0,. 7 H,0 2
Glutemato célcico 0.56

Sgtrat'o Pérrico emfni- 60 m&.

50,. 1,0 200 ng.

.-'18 -
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edio A e/ T

~ "Protopeptona N2. 366" 3
Biotina - 3.5 meg

Se inocularon siete litros del medio con 10#% en

volﬁmen de un oultivo TGY de Corynebacterium lilium

(inbculo deserito en el'Ejemplo IX). . El medip de for -

mentacifn se someti @ aireacién ( 7 I/ min ) y se

agitd a 450 rpm, & 3090. El pH se mantuvo a 7'eon'gaa

amoniaco; Después de 40,5 horas, se hidroliz6 el medio -
y 4ié un rendimiento de 70 5 ng/ ml., que corresponde a
un rendimiento de 5T 6% B
' BJEMPLO IV

'Se.prepar6\un medio de fermentacibém que tenis ia

siguiente composicibn:

Medio _ gr/ I |
"*Cerelose" 108 (104 giucosa)
Gmso, 10
K2}E’04 2
MgS0,: 7 HpO - 2
CaCl, C 0,33
Biotina = . o V0,6~'moé/I-

fpntos ggcundarlos :
(Fe mn**t) . indiecios.

Se esterilizaron seis litros del medié ¥ luego se

1noeularon con 10% en voltmen de un cultivo TGY de

o orynebacterium lilium. E1 medio de fermentaci6n se al-
reb ( 6 I/ min ) ¥ se egité e 300 rpm. & 35 @ c., |

mientras se mentenfa el pH & 6,6 sproximadamente, con
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g8 amonfaco. Al cabo de 52 horas, se hidrolizé el

medio y dib 44 mg/ m;;‘de 40ido I-glutémico, que oo~
rresponde a 54 % de rendimiento. '

' EJEMPLO ¥ |

Un culti#o inclinado de eger TGY de Corynebacterium ;
2ilium se treslad$ a 10 mililitros de caldo TGY en un

tubo de ensayo y se incubd con agitacién e 302 ¢ duran-
‘te 16 horas; EL cultivo resultante se afiadi$ a 2%

en leﬁ@enzde concentrégi6n sobre una cantidad mayor ﬁe 7
caldo TGY; que se incubd 15,75 hdfés a 30¢C, pare proéﬁ- :
oir el cultivo de inboulo. | ' ) |
Se prepar6 un medio de fermentacibn & partir de so-
luciones de réservé,que tenfe la composicibn siguiente:

Solucibn A

sulfato aménico 20 grambé
-~Extracto de carne -2 gfaﬁoé
feptona 2 grambs
MgS0,. 7 H,0 . 1l gramo
K,HP0, 1 gremo
03003" 20 gramos’
, " Agua . 500 mililitros
‘Solucibn B_-
 ®erelosat 54 gramos
- Agua para hecer - 500 ﬁililitros

Las éoluCiQnes Ay B se esterilizaron y se mezelaron
asépticamente. E1 medio completd,'que contenia 5‘% de -

glucosa y- tenia un pH de 8, se inoculb con>2% en volfimen

.del cultivo de inbeulo y se fermentd a 289 C en une vesi-

Ja de 14 litros equipadas con un sgitador que trabajabe a

300 rpm, Se introdujo aire a la velocidad de 12 litros

- 20 -
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por minuto a través de un tubo de regadera situado cerca
dél fondo del 1iquido. Se afiadib o meno un egente anti-
espums, de silicona, segin sé necesitaba pare controlar
la espuma. -6 tomaban muestraé del licor de fermente -
cién de vez en cuando y se determinabe en las muestras el

contenido de &eido L-glutémico libre por el método de

' descarboxilasa de &cido L~glutémicb.

Se realizaron tres fermentaciones de acuerdq con el
procedimiento anterior, wtilizando 4,6 y 8 litros de me-

dio de fermentacién. Los resultados fueron como sigue:

Velocidad del aire, I/I/ min 4 6 8
Anélisis do foido I-glutémico, 3 2 1.5
nl. 24 hores . 8.7 7.0 8.2
36 12,0 132 15.6
48 16.4 17.2  22.2
60 - 21,4 19.8 23.4
70 _ - 22.8 20.8 22.4
g8 | 26,4 23.6  23.4

Aunque 1los datos'aﬁteriorés’indioan que la alrea~
cién no es un factor importante con el medio'gmpleado; 8e
ha’enoontrado que la variacién de la aifeaci6n ejérce un
efecto mis pronunc;ado con algunos otros medios, parti -
culermente a'concénfracidnes de azltcer mé# eleva@éeQ

- . EJEMPIO VI |
 El wiguiente ejemplo ilustre la produccibn de Aci-
do L-glutémico a partir de "Cerelose" a pH 6,9,
Se prepard un medio de fermentacibn a partir de so~

luciones de reserva gque tenia las composiciones si -~

guientes.

- 21 -
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Solucién A
"Cerelose" 165 gramos
MgS0y. T HyO 3 grauos
CeCl, - 0.3 gramos
Agua pers hacer | 1500 mls,
Solucibn B
Sulfato améniéo ‘ 30 Sramos
KQHPO4 ' - 3 gramos
Peptona ‘ ’. 3 gramos
Extracto de carne 3 gramos
Ague, 1500 mls.

Las soluciones se trataron en autoclave por separa-

.80, se mezelaron, se inocularon_don 2% de un cultivo

T7GY de Corynebacterium liliﬁm, y se fermentaron & 302 C.

con une velocidad de egitaedor de 400 rpm. y ume veloci -

~ dad de aireecién de 2 litros de aire por minuto. Se afia~
a6 solucién'concentrada de hidrbéxido ambénico seghn se

,}'necesitaba para mantener el ?H 8, aproximadamente, 6,9,

uléndose un total de 150 ml. pere este fin, a lo. largo de.

un tiempo de fermentacién total de 52 horas, Se aﬁadié

a mano un agente antiespumante de silicona, segﬁn se

necesitabe nara controler le espume. Los endlisis perib-

dicos .del licor de fermentacién dieron los resultados

slguientes:
Tiempo de fermentacién Concentracibén de A I~G;
. _ libre
10.5 horss 2.2 mg/nl
19 - 1.5
24 - 9.0
28 1.8
% . | 23,2

-_22 -
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41 B
52 4 22,0
EJEMPLO VII
El siguiente ejemple ilustra el uso de un medio

que contiene urea oomo fuente de nitrbogeno.

Se prepar6 un medio a partir de solucibn de re ~

serva que tenia laa siguientes composiciones:

Solucibn A -

"QOerelose" - 55 grams
MgS0,. 7 HO 0,2 gramos
Azul de bramo cresol 10 miligramos
cac0, - 20 gramos
Ague _ ' 500 mililitros
Soluoibn B o
Sulfato embnico 10 grams
KéHPQ4 - 1 gramo
Urea ' o -1 gramo
BExtracto de carne ) 1 gramo
Ague. 500 mililitros

Las soluciones A Y B se esterilizeron por separado, luego
se mozclaron, siendo suficientes les cantidades emples-
das para producir 3 litros de medio completado (5% de

glucosa) El medio se inoculé con 1% en volfimen de un

'caltivo PGY de Corynebacterium lilium y se fermenté en

una vaSlja de 4 litros a 309C, Se agité el medio a

.180 rom. se regé'con eire a 2 litros pof minuto, y se

ajustd interﬁitentemente.a PH 6-7 con una solueibn acuo-

~ ®a de urea el 20%. ILos anflisis peribdicos del licor de

fermeqyaéién dieron los siguientes resﬁltadoa:
Tiempo de-:ermenfaciég Concentrgeibn de A I-G libre

| 24 horas o | 2.2 me/ml,
-23 - |
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Tiempo de fermentescién - Qoncentrecién de a L-G Idbre - ~
32 R 2 3.6 oo

48 | 8.2

84 o 4.0

96 . ' 16.4 (404
EJHiPLO VIII

- Se prepard un medio de fermentacibén que tenfa la

siguiente composicién:

_Medio gr/L
Glucosa B o 5%
Sulfato aménico ' 2
-Bxtracto de carne 0, 2
Peptona A 0, 2
K, HPO, 01
MgS0,. T HyO 0, 1
03903 _ E ' 2
Agua . ' " el resto

Se esterilizé una porcién de 50 ml. del medio, se

inoculd con 2% en volfmen de un TGY de Corynebacterium
lilium y se incubd a 302 en un matraz Erlenmeyer de

250 ml. en un sgitador rotatorio. Al cabo de 5 diss,

‘el licor de fermentacién tenia un contenido de &cido

L-glutémico'de 36,2 mg./ml., analizado por el método de

" descarboxiless de écido,L—glutémico,'qus corresponde &

une conversién de glucosa de 88,5 % de la teorie.
' EJEMPLO IX

Seé prepard un medio de fermentacién que tenia

la siguiente composicidn:

Medio _ g/L :
"Cerelose™ . 108 (10% glucosa)

- 24 -
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&) '/J S
(NH4) 2304 , | 40
Mgs0,. T Hy0 2
KéHPO4 . .2
Citrato férrico anénico 60 mg.
Biotina ‘ ' : bl’4' negr,
Cac0y - 60
Tripticass B |

Una porcién de 100 ml. del medio esterilizado se
inoould con 10 ml. (10% en volﬁmén) de un dultivo de
Corynebacterium lilium, El indoulo empleado tenia la 8i-
guiente 6ompos1016n: |

Medio | sz.ZL |
“Cerelose" : 5,0 de gluéosa
. Urea o 0,5
MgS0,. T Hp0 | 1,0

"Citrato férrico ambnico 30,0 mg.
Biotina 5,0 mogr. |
~ E1 medio inoculado se egité a 300C, en un matrez

- Erlenmeyer de 500 ml. en un agitador rotatorio durante

100 horas. El medio hidrolizado contenfe 48,8 mg/ ml.

de &eido L-glutémico, que-corresponde'a'un rendimiento

EJEMPIO X -
se preparé un médiq de fermentaoién.que tenia le

‘siguiente composicibn:

Medio &/l
"Cerelose! 162 (15% glucosa)
(WH, )550, 60

MeSOp. 7 Hp0 2

B s T I TP A
AT ] »
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 KEPO, 2
_ Citreto férrico aménico 60 mg..
Biotina ..> . - 5 meg.
Tripticase ’ 1
CaCO3.

Una por016n de 100 ml. del medio esterilizado se
1nocu16 con 10 ml. del in6culo del Ejemplo IX y se agité
g 302 C, en un mawraz Erlenmeyer de 500 ml, en un aglta -
rdor rotatorio durante 66 horas. El medio de fermenta -
cibn despubs de hidrélisis, con‘benia 68 mg/ ml. de é.ci-
do I-glutémico, que corresponde & un rendimiento de
575
EJEMPIO XI |

Un ensayo, repitiendo esencialmente el Ejemplo
VI1I, pero empleendo saoardsa en lugar de "Cefeloae" '
como azfcar, did un licor de fermentacidén que contenis
32 mg./ml, de écido L-glutlmico al>6abo de 5 d{as, que
corresponde & una caversién de sacarosa de 5% de la
teoria.

EJEMPIO XTI

Se prepard un medio de fermentacibén que tenfa 1o

siguiente composicién:

Medio e/v
Sacarose 100 (10% secaross)
Sulfato ambénico - 40

‘ Biétina | 1,5 mogr,

X Po; 2
MgSOy. T B0 2
Gitrato férriéo aménico 60 mg. )
vaco, 60

- 26 -
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Una porcibn de 100 ml, de esté medio esterilizado se ino-~
culd con 10% en vollmen del indculo del Ejemplo IX que

contenfa un cultivo de Corynebacterium lilium. E1 me -
dio inoculado se agité a 302 C en un ﬁatfaz Erlenmeyer
de 500 ml. én un agitador.rotatorio durente 72 horas,
£l medio hidrolizado contenia 54 mg/ml. de écido gluté -
mico, que corresponde & 63 %# de rendimiento.

EJEMPLO XIII

Se repitid el procedimiento del Ejemplo XII emplean-
do un medio que contenia 15 % de sacercsa y 2 megr./ L
de biotina. Al cabo de 114 horaes, el medio hidrolizado
contenie 76 mg./ml, de &cido glutdmico, que corresponde
'@ un rendiniento de 59 %. -

EJEMPIO XIV

Se repiti6vel procedimiento del Ejemplo VIII emplean-
do fructosa en lugar de "Cerelose", como aziicar. El en-
gayo 416 un liéor de fermentacidn que contenia 11,8
ng./ml, de Acido L-glutémico al cabo de T2 hofaa, que
corresponde e una conversién de fructosa de 29% de la’
teoria. |

EJENPLO XV
Se prepar$ un medio de fermentacién que tenfe la

siguiente camposicidn:

_Medio_ . | gr./L
Fructosa | 100(10% fructosa)
Sulfato eménico - 40
Biotina . 1,8 mcgr,
KéHPO4 ‘ 2

MgSO,. 7 H,O 2
Citrato férrico ambnico 60 mg.
Caco; 60 -

-27 -
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Una porcibén de 100 ml, del medio se inoculd con 1C%
en vollmen del indculo del Ejemplo IX que contenia

un cultivo de Corynebacterium lilium. El medio ino -
culado se agitd a 309 C, en un matraz Erlenmeyer en
un agitador rotetorio., Bl medio hidrolizado contenie
42 mg,/ml. de Acido glutémico, que corresponde a wn
rendimiento de 52%.
BEJEMPLO XVI
Se repitid el procedimiento del Ejemplo XV em -

pleendo un medio de fermentacién que contenias 15 %

- de fructose y 5 megr./L de biotina., Al cabo de 65

horas, el medio hidrolizedo contenis 58 mg;/ml. de
écido glutémico, que corresponde & una conversién
de 48 %.
BJEMPLO XVII
Se repitid el procedimiento del Ejemplo VIII

empleando 5% de meltosa en lugar de "Cerelose", co-
mo azfQcar y empleando 50 ml., del medio de fermenta =~
cién en un metraz de 250 ml. Al cabo de 66,5 hores
el medio hidrolizado contenia 14,4 mg./ml. de &cido
IL-glutémico, que corresponde a una conversidn de
maltosa de 35 %.
EJEMPLO XVIII

Se repitib el procedimiento del Ejemplo VIII
con excepcidén de que el extracto de carne y la pep-
tona se sustituyeron por 0,8 £ de melazas de remola-
che. Al cabo de 72 horas, el licor de fermentaciédmn
hidrolizedo contenia 25,4 mg./ml. de &cido gluthmico,

que corresponde a une conversibén de 58 %,

- 28 -
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EJEMPLO XIX

Se fepiti6 esencialmente el procedimiento del
Ejemplo IX con excepcién de que el medio de fermentaciédn
contenfe 0,3 % de autolizado pancredtico en lugar de
fripticasa, lgr./ L de extracto de levadura y el orga -
nismo emplesdo fué Corynebacterium cellunae. Al cabo
de 66 horas, el medio hidrolizedo contenia 26 mg./ml.
de fcido L-glutémico que corresponds a una conversién
de 32 %, | |

EJENPIO XX

Una porcidn de 100 ml, de un medio que tenia la
composicibn indicada‘eﬁ el Ejemplo VIII, se inoculd
con 2% en volfimen de oultivo TGY de Corynebacterium

osllunge, v el medio campletado se fermentd en un

nmetraz de 500 ml., en un agitador rotatorio a 302 C,
El enélisis del licor de fermentacién para &cido I-
glutémico di6 los resultados siguientes:

Tiempo_de fermentacién Goncenfracién de A-LG

34 horas | 4,1 ng;/ ml. |
71 10,0 (25 % conversidm)
93,5 10,2

Numerosas modificaciones del procedimiento des -
erito serén evidentes para los expertos en esta técni-
ca. Asi, por ejemplo, los materiales pueden esterili -
zarse separadamente o el indculo puede formulaerse pri-
mero y luego esterilizarse. Ademés, aunque el proce -
dimiento se ha deserito esencialmente como fermentacidn
discontinua, puede también realizarse como procedimien-
to continuo, sirviendo un fermentador como una fase pa -

ra crecimiento y los fermentadores subsiguientes para

- 29 -
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la conversién. Como estas y otras modificaciones se-
rén evidentes, se entiende que el presente invento 6s -
t& limitado solamente por el alcence de las reivindi -
cacliones que figuran al final,

Las dos especies preferidas de Corynebacterium

adecuadas para uso en el pregente invento se han de -
positado en el Departemento de Agriculturas de log Es =
tados Unidos, Northerm Utilization Research and Deve ~
lopment Divisién, Peoria, Illinois, pare effiadir a
le colecciédn permenente de microorgenismos mantenida
por dicha organizacibén. Las especies presentadss y
sus nfmeros de identificacibén son como sigue:
Corynebascterium 1ilium 2088-17A - NRRL-B-2243
Corynebacterium cellunge 2088-17B - NRRL - B-2244

~-NOTA -

" Ios puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan pars que sean objeto de esta Patente de In -
vencibn, en Espafia, por VEINTE afios, son los eiguien -
tes:

1¢2.~- Un procedimiento que comprende fermentar
serdbicamente un medio scuoso de carbohidrato que
contiene una reserva de nitrégeno y un sistema cata -
lizador biolégico producido por un microorgenismo
elegido del grupo consistente en Corynsbecterium
lilium y Co;xnebacterium Callunege.

29,~ Un procedimiento para producir &cido
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l-glutémico, que comprende fermentar aerébicamente un
carbohidrato acuoso que contiene uns reserve de nitré-
geno y un sistems catalizador bioldgico producido por
un micro-organismo elegido del grupo consistente en
Corynebacterium Lilium y Corynebacterium Callunae y
recuperar de 81 &cido glutémico,

32.- E1 procedimiento de los puntos 12 § 22, en
el ouel dicho carbohidrato es azfioar.

42,- Un procedimiento para producir Acido L-glu-
témico, que comprende fermentar aer6bicamenfe una mez-
cla acuoss que contiene mzficar y una reserva de nitré-
geno a uns temperaturs entre unos 208 C unos 402 C y |
g un pH de entre 5 y 9 aproximslamente, con un orge -
nismo elegido del grupo consistente em Corynebacterium
Lililium y Corynebacterium Cgllunase, continuar la fer -
mentacidn en dichas condiciones hasta que el desarrollo
de los orgam‘.sﬁos alosnce un méximo, continuar luego
la fermentacifn a un pH entre 6 y 8, aproximademente,

y recuperar &cido L-glutémico del medio de fermenta -
¢ibn,

5¢,- El procedimiento de~los puntos 32 § 42, en
ol cual el azhcar se elige del grupo consistente em glu-
cosa, secerosa, fructose y maltosa y la fermentacién
se realiza a una temperaturas entre unos 25 y unos 3520,

6¢,~ Un procedimiento pere producir 4cido IL~glu -
t4mico que comprende fermentsr serébicamente un medio
acuoso que contiene glucoss 0 Sacarosa y una reserva
de nitrdgeno, con un sisteme catalizador bioldgico pro-
ducido por el microorg‘anismo Corynebacterium Lilium a

uns temperatura entre unos 202 y unos 402 C y recuperar
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79,- E1 procedimiento del punto 62, que comprende

de 81 é4cido glutémico,

fermentar aerdbicemente un medio acuoso que contiene
de 5 a 20% aproximademente en peso de glucosa o
gacarosa, y una reservae de nitrbgeno, con un microorga-
nismo Corynebacterium Lilium a una temperestura entre
unos 25 ¥ unos 35¢ ¢ y a un pH entre 6 y 8, eproximada-
mente, y recuperar Acido glutémico de 61.

82,- Un procedimiento para la preparacidn de
amino&cidos,

Pal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede, y con los fines_que se han especificado,.

Bsta Memoria conste de treinta y dos hojas, es -

cerites & mhquing por une 8ola cera.

wearidff O ABR. 1962
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