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MENMORIA DESCRIPTIVA
que ge presente para unir a la solicitud
de
PADTENTE DE INVENCION
formulada el 24 de octubre de 1.964, con el nfm. 305.254
en
ESPANA
por VEINTE afios
e nombre de KYOWA HAKKO KOGYO CO. ITD., entidsd japonesas
establecida en 4, Ohtemachi-1-chome, Chiyoda-ku, Tokyo,
Japbn, por:

"UN METODO DE SEPARAR CONTERIDOS DB ACIDO GLUTAMICO"

Iste invento se refiere a la recuperacidn de conte-
nidos de écido'glutémico. por ejem. & partir del liquido
de fermentacibn del Acido glutémico. Més ésPecificamente.
el invento se refiere & la recuperacién de glutemato cbl-

5 cico cristalino a pertir del liquido de fermentacidn del
4eido glutémico, bien filtrando el liquido de fermentacidn
en presencia de cal vive o cal apagada, concentrando tal
filtrado y flnelmente separando por cristalizecibn el glu-
tamato célcico del concentrado, o bien precipitendo gluta-

10 meto chlcico por adicibn & tal concentrado filtrado de un
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aleohol alifético bajo, tal como alecohol metilico, en un
voluzmen igual o meyor que el del concentrado. Taembién se
refiere el invento a un mdtodo para recuperar 4cido glu-
ténico como dcido libre o sal sddica a partir de glutameto
cdleico. Hl objeto eventual es producir écido glutémico o
slutamato sbédico & partir del liguido de fermentacién del
4deido glutémico a bajo costo.

Comio métodos convencionales para recuperar &cldo
glutémico, o partir del liquido de fermentacidn del &ci-
do glutémico, se han sefialado: un método pars recupsrar
feido glutémico convirtidndolo en cristales de su clorhi-~
drato, un método que emplea resina cambiadora de lon, ¥
modificaciones de estos métodos. Sin embargo, todos ellos
tienen las desventajas e que la nateria prima, asi como
el equipo y su mantenimiento son bastants caros. Ho hen
gido obtenidos rendimientos y calidad suficientes de Aci-
do glutdmico con métodos para recuperar fcido glutdmico
separando por eristalizacidn &cido glutémico libre direc-
tamente & partir del liquido de feormentacidn, ya que estén
pressntes impurezas complejas en el liquido de fermenta-
cidn.

dn el presente inveuto puede recuperarse fcido glu-
témico o glutamato sbdico de slta purezs con buen rendi-
niento & partir de liquido de fermentacidn conteniendo las
impurezae complejas menclonadas antes. Adenés, a cause de
(a) el bajo costo de la maeteria priga (b) el uso de pro-
cedimientos sencillos que no requieren fusrtes condicio-
nes de reeccidn y c) ademds del bajo costo del equipo y
el poco costo de su mantenimiento, el presente invento es

un mdtodo excelente para obtener feido glutémico o glutema~
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to sbdico del 1iguido de fermentacidn.

las ceracteristicas del presente invento son las si-
guientes:
(1) Ia masa de las impurezas en el liquido de fermentacidn
del 4cido glutémico, precipiten efiadiendo cal viva o cal
apageda al liguido, y el precipitado resultanfe-~ contenien-
do cédlulas de bacterias-- se puede filtrar fécilmente por
un m&todo de Ffiltracidén convencicnal.
(2) Bl glutamato cdlcico se cristaliza Ffécilmente concen-
trando y enfriando posteriormente el filtrado asi obtenido
que contiene la sal céleice del &cido glutémico y los oris-
tales de glutamato céleico trihidratado asi recuperazics son‘
de gran pureza. Adembs, el glutamato cdlecico se recupers
con muy alto rendimiento afiadiendo alecohol alifético bajo,
tal como alcohol etflico, alecohol propflico, pero més ven-
tajosamente alcohol metilico, en una cantidad mayor que
el volumen eguivalente a dicho filtrado o el concentrado
filtrado.
(3) Acido glutémico libre de alta pureza, se recupera con
buen rendimiento a partir de los cristales asi obtenidos
de glutamato chlecico, después de eliminar el caleio de
éste, como una sal insoluble, tal como carbonato cileico,
sulfato céleico o semejantes. 31 glutamato célcico en for-
ma de solucidn, se convierte en solucién de glutamato sb-
dico tratando la soluecién con dibxido de carbono gaseoso
o dcido sulflrico y luego por metétesis con carbonato sb6-
dico o sulfato sédicos o por tratamiento con ung resina
combigdora de catidn de tipo sddico o una resina de quelato
de tipo sb6dico, y recuperéndose directamente los cristales

de glutamato sbddico a partir de la solucidn obtenida, de
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tal forma que el procedimiento totel se simplifica mucho.
o~ #*

Seglin ésto, log costos de materias primas y de equipo son

bajos.

(4) Les materias primes utilizadas, son principalmente cal
viva, cal apagada, gas de didxido de carbono, carbonato sb-

dico y semejantes. Estas no estén solamente disponibles
industrialnente a bajo costo, sino que tanbién, comparati-
vamente, pequefias cantidades de ellas se consumen en la
reaccidn. Consecuentemente., el precio de costo de las na-
terias primas requeridas en la practica del invento, ez
muy bajo.

{5) Durante el proceso, la soluecidn estéd en el lado neutro
o alealino. Ya que no hay ningln punto en el procedimiento
en ol que la solucidn muestre acidez alta, el eguipo no
egtd sometido & una corrosidn substanciel. Por ello, el
sosto del equipo reguerido para el invento y su manteni-
miento, son bajos.

(6) Bl presente método se puede aplicar ampliamente a cual-
quier liquido crudo de fermentacibén de dcido glutémieo.

Bn la préctica de este ianvento, la cantidad de cal
viva o cal spagada usads, puede ser cualquler cantidad,
siempre gque sea mayor que el equivalente al dcido gluté-
nico presente en el liquido ds fernentacidn., Se obtienen
resultados satisfactorios usando aproximadamente de 1,5 a
3 moles por mol de 4cido glutémico en solucidn, dependien-
do de la clasge de liguido de fermentaeidn. Se separa el
&leoeld voldtil, tal como amoniaco del liguido de fermenta~
cidén y ol &ecido glutémico se convierte en sal céleica ca-~
lentando la solucidn despuds de sfiadir cal viva o cal ape-~

gada. Pn este momento, la temperatura de la solucidn puede
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ser ds 508C a 1002C. Sin embergo, la temperat&ra bptina
es de 602C a 802C deede el punto de vista de acelerar la
reaccidn e impeéir la conversidn del bcido glutémico &
deido pirrolidone carboxilico. Con las temperaturas antes
mencionadas, de 1/5 a 1 hora de tismpo de reaceidn, es su-
ficiente pars formar el glutamato célcico y precipitar

las impurezas. ¥s conveniente, que el tiempo de trata-
miento sea lo més corto posible pera minimizer la posi-
ble conversidn del &cido glutémico a 4eido pirrolidona
carboxilico. Hgte problema se resuelve en la préctica
nenteniendo el liquido de fermentacidn o su concentrazdo a
una temperatura constante, durante un periodo fijo Ce
tiempo antes de la mdicidn de la cal viva o cel apagada,

o calentando continuamente durante un tiempo definido, ha-
ciéndolo fluir a través de un conducto caliente. Ta pre-
cipitacién y capacidad de filtracidn del pracipitado asi
obtenido, son excelentes, agl que la filtracibn pusde
llevarse a cabo féeilmente con un filtro convencional

o un separador centrifugo.

La golucibn es filtrada convenlentements a una tem-

peratura de por lo menos 502C, ya que una parte del gluta~
mato cdlelco tenderé a separerse, filtrando a une tem-
peratura baja y quedard como materia sélida en el resi-
duo, reduciendo asi el rendimisnto. Sin embargo, éste
glutemato céleico puede recuperarse volviendo a filtrar

el residuo despuéds dé disolucidn del mismo en una peque-
fia céntidad de ague caliente (por encima de 502(), Por es-
te procedmientc, se recupera mis del 95% del deido glu-
thmico existente en el liquido de fermentacidn original.

Haencialmente, se llega al mismo resultado tanto si el 1i-
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quido de fermentacibn del dcido glutémico se utiliza como
tal, o en 1la forme de solucidn de dos a tres veces més
concentrada.

31 filtrado asi obtenido, se concentra a una tampere—
tura de 50 a 608C en un evaeporador de vacio. Hs corrien-
temente deseable en la prictieca continuar esta concentra-
cidn hasta que la concentracidn de édeido glutémico ha al-
cenzado aproximadamente 200 mg/ml.

Se separan entonces excelentss cristales de glute~
neto clleico agitando lentamente el concentrado, enfrian~
do (=i se desea con la ayuda de ague fria), y dejando re~
posar durante 10 & 24 horas. (Un enfriamiento répido o un
enfriamiento & temperatura extremadamente baje tiende a
estropear los cristales). Ios cristales se separan por
filtracidn corriente o separacidn centrifuga y se lavan
con una pequefia cantidad de agus para seperar la solucidn
retenide. De este forma, se obtienen fécilmente cristales
de mbs de un 95% de pureza (cogio glutamato céleico. 3Hp0)
con un rendimiento de mée del 75% (en forma seca). Cual-
quier dcido glutémico remanente en las aguas madres puede
recuperarse como fieido glutamico libre ajustando el pH
g 3,2 despuds de la operacidn de eliminar el calecio de
las agnas medres, o0 se puede recupsrar conto clorhidrato
de Acido glutémico efladiendo &cido clorhidrico segln el
método convencional por ser después de la eliminacibn del
caleio del liquido madre. Ia segunda tanda de cristales
de zlutameto cdleico se recupera tambidn por adicibn de uha
pequefle cantidad de cal viva o cal apagada y repitisndo el
tretamiento descrito anteriormente. Los cristales brutos

de glutemato cdlcico pusden recuperarsge tambidn atladiendo

3. 5254
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alcohol alifético bajo como se menciona en le %?mdria. Los
eristales, recristalizedos & partir de una solucidén acuo-~
g5 si se desea, pueden combinarse con la primera tands

de erigtales de glutamato célcico.

Como una modificacidn del método descrito anterior-
mente, puede precipitarse glutamete chleico con rendimien-
to extremadamente alto afiadiendo un alecohol alifético bajo,
8l como alcohol metilico en una cantlded mayor que el vo-
lumen equivelente al concentrado que contiene la sal chl-
cieca de &cido glutdmico y en donde la concentracidn en tér-
minos de &cido glutémico es de aproximadamente 200 mg/ml.
Cuendo se agrega en cantidad 2 veces o 1,5 veces de meta~-
nol (en volumen) al concentrado antes mencionedo, son pre-
cipitados mds del 97% y del 95% de 4cldo glutémico como
sal célcica de &eido glutémico, respectivamente. Sin em~
bargo, a mayor cantidad de metanol afiadido, mayor es la
precipitacibén de impurezas. Por ello, la cantidad afiadida
gse variard segin la clase de liquido de fermentacidn.

®1 precipitedo separado por adicién del alcohol
alifdtico bajo, se filtra fdeilmente. Para separar la go=
lucidn adherida. se puede lavar con une pequefia cantidad
de metanol scuoso. La solucibn filtreda y lavada se degti~
la pare recuperar el metanol.

La torte del filtro conteniendo la sal céleica del
deido glutémico (glutamato céleico) se echa en agua celien-
~~.ta, despuds de seperar el metanol por evaporacidn y lue-
go se calienta & una temperatura por encima de 502C para
disolver la sal célcica del &cido glutémico. Despuds de
gseparar la materla insoluble por filtracidn, el filtrado

ge sgita lentamente y se enfria a la temperatura ambiente
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(eproximedamente 152 a 308C.). Se obtienen cristales de
glutamato céleico de gran»pureza. Bl rendimiento de estos
erigtales es de 80 a 85% con respecto a la cantidaed en
peso de glutamato célcico existente en la masa antes de
la disolucidn de ella. Puede recuperarse écido glutémico
de las aguas madres despuds de separar los cristales como
écido glutémico libre, clorhidrato de dcido glutdmico o

coio una segunda tanda de cristales de glutamato cileico

seglin se menciond anteriormente.

Bl mdtodo de recuperar los cristales de glutamaio
cdleico de alta pureze y con gran rendimiento a parsir
del liquido de fermentacibn del &cido glutémico o su
concentrado, es como se¢ describe anteriormente. Para ob-
tener cristales de glutamato sbédico de esta substancia,
la sal céleica se convierte en sal sbddica y el calcio
residusl se debe seperar todo lo més posible. Ya que,
como es bien sabido el crecimiento de los crigtales de
los cristales de glutamato monosddico se inhibe fuerte-
nente por el caleio existente en une solucidn original
de zlutamato monosbdico, debe logrerse substanclalmente
una perfecte separascién de caleclo para obtener los exce-
lentes cristales de glutamato sddico a partir de solucibn
de glutamabto sddico obtenida a partir de glutamato chl-
cico. Il mismo tratamiento es nescesario para recuperar
erigtales de glutsmato sddico e partir de sal céleice
de 4cido glutémico, tento 8i se ha obtenido la sal cdlei-
ca del &cido glutédmico a partir del liguido de fermenta-
cidn del dcido glutémico, como i el Acido glutémico hs
sido obtenido por un método sintético o por un método de

nidrélisis de proteins. 3N F254
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El glutamato célcico es disuelto o suspendido'pfimero
en agua caliente a una temperatura por encima de 502C y

luego #e reduce el pH de 1la solucidn resultante a 7,0-8,5,
haciendo pasar bidxido de carbono. Ademds, se afiade simul-
taneanente carbonato gbdico en una cantidad equivalente o
ligeramente mayor que equivalente a la centidad de écido
glutémico efectivo, y llevéndose 2 cabo la metétesis duran-
te un periodo suficiente de tiempo por la cusl el deido
glutémico liberado se convierte en glutamato sédicoAy el
calcio liberado, en carbonato cédleico. Puede usarse bicar-
bonato sbdico en vez de carbonato sddico. Sin embargn, des-
de el punto de Vista del costo, el carbonato sddico ez més
ventajoso. £l ajuste del pH elrededor de 8,0 por paso adi~-
ciongl de didxido de cerbono, también puede efectuarse des-
puds de la adicidén de carbonato sbddico con bicarboreto sd~
dico.

Bn el caso de usarse &cido sulférico y sulfato sbdi~
co para le eliminacidn del caleio, el &cido glutémico se
convierte en glutemato sbédico y el calcio en sulfato céll~-
eico disolviendo o suspendiendo los cristales de glutamato
cileico en agua caliente a una temperatura por encima de
502C, afiadiendo &cido sulflrico paras ajuster el pHa 7 ¥y
agregando posteriorménte sulfato sddico en una cantidad
igual o un poco mayor que la centidad de &cido glutémico,
¥y llevando a cabo la metétesis.

Son posibles variaciones de lo anteriormente mencio-
naedo, por ejemplo haciendo pesar didxido de carbono por
agua caliente conteniendo el glutamsto cdlcico en solucidn

o suspensidn, para ajustar el pH a 7,0-8,5, y doble descon-

posicidn agregando sulfato sddico en una cantidad equivalen-~

~ay
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te a la de &cido glutémico, o slternativamente, éﬁustando
el pH a 7,0~8,0 con écido sulfirico y posterior doble des-
composicidn agregando carbonato sédico en uns cantided equi-
~valente e la del deido glutémico.

Ya que, segln los procedimientos antes mencionados,
el 4cido glutémico se disuelve en la forma de glutemato
sbdico y el caleio precipita en forma de carbonato oél-

ecico o sulfato céleico, el filtrado conteniendo glutena~

to sbdico se obtiene separando la sal de calecio insolu-
ble por filtracidn.

Bl cmleio en la forma de una pequeila cantidad ce
carbonato chleico o sulfato céleico, queds aun en el
filtrado asi obtenido., Recuperar los cristales de glu-
tamato sddico a partir de tal filtrado, da cristales de-
teriorados de glutamato sddico. Para separsr suficiente-
ments el calcio de tal solucidn, el calecio se puede con-
vertir un oxalato chAlcico, agregando Acido oxalico y se-
perando el precipitado asi{ obtenido. Sin embargo este pro-
cedimientos no es preferido cuando el uso final es para
fines elimenticios.

Sin embargo, el cacio remanente se reempleaza perfec-
tamente por sodio tratando el filtrado antes mencionado
con resina cambiamdore de catidn en forma de sal sbddica
(resinae cambiadora de catidén, de acidez fuerte del tipo
de fcido sulfénico, resina cambiadora de catidn de aci-
dez media del tipo de 4eido fosférico, o resina cambiado-
ra de catidn de acidez débil del tipo de &cido carboxi-
lico) o con resina de quelato (resina de quelato del ti-
po &eido iminodicarboxflico). Bspecizlmente, el uso de la
forma de sal sbddics de resinae cambisdors de catibn de amci-

30 EPak
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dez débil del tipo de &cido carboxflico o resina de guelato
del tipo iminodiacetato. es efectivo para la separacidn
del calcio en coexistencia con une considerable cantidad
de ion gbddico. Bs més efectivo hacer pasar la solueidn a
tratar & través de una columns cembiadors de ion, relle-~
na con la resins antes mencionada, regenerada como sel
sédica. Ademfs, el uso de un sistema de columna conecte~
do en serie~- o saber, el método en el cual la coluhna que
he, perdido la cepsacidad para éeparar el calcio, es separa-
da sucesivamente de la parte frontal del sistema, y se co-
necta adicionalmente & la parte trasera en serie una co-
lumna regenerada reciente de sal sbdica~-- una operacidn
de "descaleificacidn" (separacidn del caleio) puede ser
llevada a cabo de forms efectiva.

Le solucidn de glutemato sddico despuéds de la opera-
cidn de "descaleificacidn", se utiliza como materia pri-
ne pars la cristelizaecidn del zlutemato monosddieo, ajus-
tanto el pH a aproximedamente 7,0 (si el pH es alto por
gdicién de una pequefia cantidad de 4cido glutdmico libre),
y ademés decolorando con carbdn decolorante y concentran~
do & une concentracidn adscuada.

Se obtienen eristales de glutamato monosbdédico de alta
pureza, excelente formacidén y brillo, llevando a cabo un
método de eristalizacidn por concentrecidn convencional
per se, a partir de la solucibn antes dicha de glutamato
monoaddico.

@1 presente método crea unos medios excelentes para
separar glutamato célcico, y producir ademés excelentes
cristales de glutameto sbdico en escala industrial,

Los siguientes ejemplos ilustrativos pero no limite-
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tivos dan & conocer, & contiauacidn, las reelizaciones pre-

faridas del invento.

Ejemplo 1.-

Je afiaden 3,4 XKg. (kilogrsmos) de cal apagada a 50
litros del liquido de fermentacidn del 4cido glutémico

{que contisne 61,5 mg/ml de fcido glutémico, obtenids

por cultivo del Micrococcug Glutémicus baeteria produc-
tora de 4deido glutémico en un medio de cultivo gue contie-
ne melazas de azficar de calia, como materia prima princi-
pal, Se mezclan y calientan a una temperatura de 30°C du-
rante 30 minutos, y despuds de ésto se Filtran por succidn
con el filtro tipo Matsche de place simple. Se agregan 20
litros de agus caliente (802C) al residuo. y la solueidn
resultante se nezcla a fond&. despuds de lo cuesl ol pro-
ceso de filtreeldn por succidn sntes dicho se repite.

71 filtrado asi obtenido se concentras en 2l evapo-
raedor a vacio tipo Kestner a uns temperetura de 50-60¢C,
obtenidndose 14,2 litros del concentrado que contiene 201
mg/ml {miligramos por mililitros) de corcentracién de é&ci~
do glutémico. A sste concentrado se afigden 28 litros de me-
tanol con fuerte azitacibn. H1 glutamato célelco precipi-
tedo se filtre con un tipo de filtro hermeticemente cerra-
do y e lava con 3 litros de metanol. tos filtrados combi-
nados se destilen para recupsrar el metanol. Le mase del

filtro himeda obtenide de glutamato célcico se ssca en un
secador a presidn reducide, y el metanol se separa y recu~
pera a 402C. Ie torta libre de metanol se suspende en 12
litros de agua celiente (alrsdedor de 802C; este agua ca-
LY
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liente se usé pera lavar el residuo de carbonato céleico
en la operscidn previa) y se pasa dibxido de carbono para
sjuster el pH a 8.,0. Se agregen a dicha solucidn 1.3 Kg.

de carbonato sddico agitendo y calentando & 802C durante
une hora. Posteriormente, el filtrado que contiene carbonato
chloico como substancia principel, se filtra y el residuo
ge lava con 1,2 litros de =agua caliente, la cual es poste-
riormente utilizeds para disolver el glutemato céleico.

31 filtrado se pasa a través de una columns de resing cem-—
biadora de ion de 8 cm. de diémetro rellena con 5 litros
de resina cambiadors de cation en acido carboxilico (aci-
dez d4bil) en forma de sal sédica )por ejemplo Amberlite
IRC-50, producto de la Rohm & Haas Company, #.U.A.) rera
separer los iones de caleio remenantes. Se obtienen en to-
tal 15 litros de sblucibn fluide total haciendo paser la
solucibn con agua a través de la columna. Le concentracidn

en éeido glutémico de la corriente sfluente de la colum~

na de resina es de 183 mg/ml. Se sgrega coh agitacidn a la
solucidn efluente éecido florhidrico concentrado para ajus-
tar el pH a 3,2 y posteriormente mientras se agita, la so-
lucibn se enfria gradualmente hasta 7.0C, cristalizendo
luego durante la noche. Los cristales obtenidog de &deido
glutémico libre se separan con un separador centrifugo, se
laven con une pequefia cantidad de agua y se secan, Il ren-
dimiento es de 2,58 kg. y la pureza es de 96,1% de &oldo
glutémico.

Lo resina cembisdora de catibn se puede reempla~
gar o suplementar con resina de quelato de &cido iminodi-

carboxilico con resultados esencialmente los mismos,
£
305274
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Ejemplo 2.-

50 litros del 1liguido de fermentacidn del &cido glu-
témico obtenido por el mismo mdtodo que en ejemplo 1 (que
contiene 61,5 mg/ml de 4cido glutémico). sercalientan a
80¢C y se mentienen g T0-802C durante 30 minutos, ailadien-
do gradualmente lechada de cal obtenida disolviendo 2,2
kg de cal vive en 5 litros de agua. & continuacidn se lle-
ve a cabo la Filtracidn por succibn con el filtro %ipo
Futache de plato sencillo. Se egregen 20 litros de &agua
gl residuoc y luego la soluecidn resultente se mezcla 2
fonto y se filtre mientrazs estd todavia caliente. Se com-
binen los filtrados obtenidos. He obtienen 14,3 litros
de solucidn que contiene 203 mg/ml de &eido glutémico con-
centrendo el filtrado & una temperatura de 50 a 602C con
el evaporador & vaclo tipo Ketschner. Il concentrado se en-
fris gradualmente haste la temperaturs embiente con agi-
tacidn, y se deja reposar toda la noche. Los cristsles for-
nados de sal céleica de dcido glutdmico (glutamato cdlei~
co trihidratedo) se separan con un sepsrador centrifugo y
posterioments se lavan con una pequeifia cantidad de agus.
Lo centidad de cristales obtenida es de 3,65 kg. (peso se~
eo)s ¥ su pureze es de 95,60 referido el glutamato odlei-
co trihidratedo. W1 filtrado es @s 14,8 litros y su con-
centrecibn en &cido glutémico es de 49,3 mg/nl.

W filtrado se concentrs & presidn reducida a uns
temperstura aproximedanente de 602C, y a continuaeibn se

afiaden 120 litros de metanol absoluto que en el concen-
trado con agltacidn. Se sepera por Ffiltracidn el preci-

pitedo obtenido y ol filtrado se envia a la etapa de recu-
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peracibn de metenol. Le torta del filtro, himeda, se di-
guelve en cinco, litros de agua a 809C, después de separer
el metanol por secado a presibn reducida y luego la mote-
rig insoluble se filtra mientras estd todavia caliente. Fl
filtredo se enfria gradualmente hasta la temperature ambien~
te con sgitecidn y se cristaliza durante la noche. Los crig-
tales de glutamato cdloico trihidratado, asi obtenides, se
separan con Un separédor centrifugo y se lavan con una pe-~
quefla cantidad de ague. La cantidad de cristales obtenida
es de 0,667 Kg.(peso secé) y su pureza es de 95,1% referi-
da al glutemato céleico trihidratado.

Los crigtales asi recuperados de glutemato cdlcico se
combinan y suspenden en 12 litros de agua caliente a 802C
(le cual eé ague de lavado del residuo de carbonato cdl~
cico usado anteriormente), y se mantiene a une temperatu-
re. de 702 a 808C, ajusténdose el pH de la solucidn aproxi-
medanente & 8,0 haciendo pasar ges de didxido de carbono.

A continuseidn, se sgrege gradualmente con agitaeidén y agi-
tando posteriormente durante dos horas, 0,96 kg de carbo~
nato sbdico anhicdro en polvo, luego se filtra la masa en
caliente y el residuo se lava con 12 litros de agua calien-
te (que es posteriormente utilizads como disolvente para
le sel chleica del &cido glutdmico. H1 Ffiltrado se pasa a
trovés de una columna rellena con 5 litros de resina cambig-
dora de catidn (acidez débil) de écido carboxilico en forms
de sal sbdica (por ejemplo Amberlite IRC-50; prodacto de la
Rohm & Haag Compeny. #.U.A.) y posteriormente & través de
una columna rellena con un litro de resina de quelato del

beido iminodicarboxflico en forma de sal sbdica (por ejem~
plo Dowex 4-1; producto de la Dow Chemlcel Company, Z.U.A.)

-15 -
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para separar el celclo perfectemente. La solucién reme-
nente en la columna se desplaza con ague y se Trecuperan
16 litros de solucidn acuosa de glutamato sdédico. Ia so-
lucidn se concentra a presidn reducida hasta 5 litres y
se decolorm con 50 gramos de carbdn activo. Se obtienen
5,1 litros de solucidn acuosa de glutamato sbédico clara

e incolora. Ia concentracidn, en términos de &cido gluté~
mico de estz solucidn es de 472,4 mg/wl. Se obtienen =2
partir de le solucidn cristales de glutemato sbdice de
elte pureza y excelents Fformacién por un método de cris-

talizacl 6n por concentracidn convencional per se.

Zjemplo 3.~

50 litros de liquido de fermentacidn de écido gluté~
mico (conteniendo 60,8 mg/ml de 4cido glutémico), obteni-

dos por cultivo del Micrococcus glutémicus , bactsria pro-

ductora de &deido glutémico en un medio de cultivo gue con-
tiens melazas de azlear de remolache como materia prima
principal, se celienten a 802C durante unz hora. ILue go, se
giiaden graduslmente en el 1iéuido de fermsntecidh calien~
%e 3 kg. de cal spegada, con egitecidn y la mezcla se deja
en repogso durente 30 minutos. Despuds de la filiracién por
guccidn en un filtro tipo Nutsche de placa sencilla, el
regiduo se vuelve a suspender en 20 litros de agus celien-
te a 802C y se filtra de nuevo.

Todo el Filtrado se concentra o une temperatura apro-

ximsdanente de 602C en el eveporador de veclo tipo Kestchner.

Se obtienen 14 litros de concentrado de 204,5 mg/ml de
concen tracidn de écido glutémico. Bl concentrado se colo-

et
&

2
Py 8
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12 haras hasta la temperatura ambiente con agitacidn para
desarrollar la eristalizecidn del glutemato céleico. Los
cristales se seperan por medio de un separador centrifugo
tipo cesta y se lavan lue go repetidamente con 1 litro de
agua. Se obtienen cristales amerillo pélido en una centi~
dad de 37,1 kg. (peso seco) y de una preza de 95,7% en fun-

cibn del glutamato célcico trihidratado.

Sjemplo 4.-
50 litros del liquido de fermentacidn del deido glu~
témico (conteniendo 65,2 mg/ml de deido glutémico), obte~

nidos por cultive del Micrococcus glutémicus, bacteria

productora de écido glutémico, en un medio de cultivo con-
teniendo solucidn de almiddn hidrolizedo como meterie pri-
me principal, se calimtan a 802C durante une hora aproxi-
mademente, y luego se afiaden a ésta con agited én lecha-

da de cal obtenida disolviendo 25 kg. de cal viva en 6 1li-
tros de agua y el totel se deja reposar durante 30 minu-
tos. Despuds de la filiracibén por succidén en el filtro ti-
po Mutsche de placa sencille, el residuo se vuelve a sus-
pender en 20 litros de agua caliente a 802C y se filtra otra
vesz.

Todo el filtrado se concentra en el eveporador de

vecio tipo Kestchner a 602C aproximademente. Se obtlenen
13,9 litros de concentrado (220,4 mg/ml en términos de

4dcido Zlutémico). Mste concentrado se vierte en 21 litros

de metanol absoluto con agitacidén y luego se continug la

agitaci bn durente 10 minutos. Bl precipitado obtenido se

imy ‘{":;’ ii) } 4
CN v_'_“.’} AQ "4
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filtra en un filtro cerrado al aire. Lao masa del filtro
conterniendo los cristales de glutauato céleico coro sdli-
do prinecipal, se lava con 1 litro de metanol acuoso el

60%. Lo torte himeda del filiro asi obtenida, s seca &
presidn reducids para separzr el metanol. Sz agregan 12
litros de agua z lz torts seca, la cugl se calienta =z
continuacidn & 802 pare disolver el glutamato cdleico. Iue-
go la materis insoluble se separa por filtracidn y el fil-
trado me coloca en un cristalizador y se enfrla gradusl-
mente hasta lz temperatura embiente durante 12 horas con
agitacidn. Los cristales resuliantes de glutemato cdlcico, -
gse sepayen con un separador centrifugo tipo cesta y se la-
van sdemds repstidamente com ur litro de ague. Se obtienen
4,23 k3. (peso seco) de cristales amarillo pilido. La pu-
reze es de 96,5% referida & la sal cdlecica del éecido gluté-

mico trihidratado.
Bjemplo .-

Se suspenden 4 kg. de cristelss de lutamato cdlei~
co trihidratado (99,5% de purezz), en 8 litros de agua
caliente a 602C (esta solucibn es el agua de lavado del
residuc del carbonato cdloico obtenido al trater los 4
kg, de glutenato cdleico en la Qltima tan’a, como sSe mues-
tre en este ojemplo 5) ¥y le suspensibn se mentiene a 60°C
con suficiente agitacidn misntras se hace paser bibxido de
carbono. Cuando el piH de la solucidn alcanza 8,0, se aliade
gradualm nte 1 kg, de carbonato s6dico anhidro y la mezclse

se agita a continuacidn durante 3 horas & 80ECE. To solu-

Ly W

cibén se filtrs para separar el carbonato cidleico precipita-

3d 5254
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do. Bl residuo se lava con 8 litros de agua a 702C, El
agua de lavado se utiliza para la suspensidn dehkgsfg§£é—‘
tales deo glutamato cdleico de la tande préxima.

¥1 filtrado después d2 la separacidn del carbonato
cdleico, s pasa 2 través de una columna de resina de 10
cm. de didmetro. la cual estd rellena con 5 litros de re-
sina cambiadora de catibn (acidez aébil) de éeido carboxi-
lico en forma de sal sbdica (por ejemplo, Anberlite LRC-50,
producto de le Rohm & Heas Company, E.U.4.), y se pasu lue-
go 8 través de una columna de resina de 5 om. de diémtro
rellena con 1 litro de resina de quelato de lminodiacetato
en forma de sal sbdica (por ejemplo, Dowex A-~l; producto
de la Dow Chemical Company, R.U.A.) en un sistema descen-
dente respectivamente . La solueldn remenente en las co-
lunnas se desplazae con agua. Lo o lucidn asi obtenida tie-
ne un volumen de 10,5 litros y la concentracidn de deido
dlutémico es de 227 mg/ml. El calcio estd presente on tra-
zas. Se agregan & la = lucidn 100 g. de cristales de Aci-
do glutémico libre pars ajustar el pH de la solucidn a 7,0.
Se afiaden lue g0 50 g. de carbdn decolorante con agitacibén
durante 30 minutds a 502C, después de lo cual se filtra
la solucibn. B1 residuo se lava con 500 ml. de agua apro~
ximadamente. ®1 filtrado total se concentra & presidn re-
ducide & una temperatura de 502 a 602C. Se obtienen 5 li-
tros de solucidn concentrada de Zlutamato monosbdico.

Se recupsran cristales de glutamato monosddico de
alta pureza, excelente formacidén y brillo, sometiendo la

solucidn concentrada dicha a un tratamiento convencional

de eristalizaci én.
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Bjemplo 8.-

3e suspenden en 8 litros de agua caliente a 502C
4 kgo de cristales de sal cdleice del éecido glutémico tri-
hidretado {99,5% de pureza) (Esta solucidn es el agua de
1avado.del regiduo de sulfato chleico cuando se trztan

4 kg. de la sal célcica del Acido glutémico trihidratado
de la §ltime tanda, como se describe en el sjemplo 6), se

atiede gradualmente a continuacidn dcido sulfirico iéfﬁ
con agltacidn parae sjustar el pH a 7,0. Se afimdsn iuégo
1,2 kg, de sulfato sbédico anhidro y el conjunto se asita
durante 3 horas. T prscipitedo obtenido ue sulfate cé&l-
cico, se filtra a pertir de esta solucibn. Bl residuo se
lave con 8 litros de agua caliente & 602C. Bl filtrado
se pasa o través de dos columnas, cada una con un Gidme-
tro de 10 om. conectadas en serie y rellenas con 5 litros
de Amberlite IRC-50, en la forma de sal sbdica regenera-
da, por el método descendente. La solucidn remanente en las
columnas se desplaza con agua, obieniéndose 11,5 litros de
solueidn. Ta concentracidn de 4ecido glutémico de esta so-
Incibn, es de 207 mz/ml y el contenldo de caleclo estd en
trazes. Se afimden 100 g. de deido glutémico libre s la so-
lucidn pars ajuster el pH 2 T.l. Se afiaden a continuacidn
50 ¢. de carbdn Gecolorante & la solucidn, la cual se agi-
ta en seguida durante 30 minutos a 5020, Despuds de la
filtraeibn, el residuo de la torta de carbén se lava con
500 ml, de agua caliente. Lodo el filtrado se concentra
a presidn reducide o 50-602C. Se obtienen 5 litros de so-~
lucidn concentrada de glutémato sbdico.

Se obtienen cristales de glutamato monosddico de
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alts pureza, excelente formacién y brillo por un método de
) et

crigtalizacibn por concentracidn convencional per se, a

partir de la solucidn concentrada dicha.
Bemplo 7.-

Se prepara liquido de fermentacibn de &cido glutémi-

co por cultivo de Corynebacterium acetoglutamicum en un

medio de fermentacidn que contiene deido acético y amo-
niaco, como dnicas fuentes de carbdn y nitrdgeno respuc—
tivamente. Se mantienen a 802C 100 litros del liguidc fer-
mentado (concentracidn de foido glutémico: 38 mg/ml). Se
afiaden a continuacidn 10 litros de lechads de cal conte=
niendo 2,5 kg, de cal viva al liquido fermentado csliente.
vy la mezcle se mantiene a continuacidn a 80°C durante 10
minutos, A continuacidn la mezela se filtra por succidn.
La torta del filtro se vuelve a suspender en 30 litros

de agus caliente (802C) y la mezcla se filira por suceidn.
Se combinan los dos filtrados y se concentran hasta 17 li-
trog en vacio, usando un evapcrador tipo Kestchner a 602C
o aproximademente. Bl concentrado asi{ obtenido, contenien-
do 210 mg/ml de ébeoido glutdmico, se mantiene a la tempe ra~
ture anbiente (209C sproximsdaments{ durante 15 horas en un
cristalizador, con agitacibén lenta. Se obtienen asi cris-
tales de glutamato cdleico trihidratado, los cuales se re-
coge por centrifugacibén en un deshidratador centrifugo y
se lavan con 2 litros de egua fria en el mismo deshidrate~
dor.

Yespuds del secado a 402C g presidn reducidas durante
5 horas, se obtienen 5,08 kg; de cristales de glutamato

3. 5254

A4
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Se mantienen & 802 100 litros de liquido de Lermen-

taeidn de &eido glutémico (concentracidn de deido sluté-

mico: 20 mg/ml obtenidos por cultivo del Arthrobacier

paraffineus en un medio de cultivo que contiene una A6z-
cla de n~parafinas (Cy31-Cyg) como énica fuente de carbono.
Se aiicden al liquido de fermentacibdn caliente, 8 litwres
de "lechada de cal' conteniendo 2 kg. de bxido céleico,
y la mezcla se mantiene a 802C durante otros 1C ninutos.
Se filtra le mezcla a continuacidn, seghn la formas des-
erita en el ejemplo 7, ¥y la torta filtrada se vuelve &
suspender en 20 litros de agua caliente (8023.) y luego
de nusvo se filtra de forma sinmilar, Se combinan los dos
filtrados y se concentran haste 9 litros en vacio usando
un evaporador tipo Kestchner a 602C aproximadamente. El
concaentrado asi obtenido (concentracidn de deido gluté-
mico: 200 mg/ml), se mantiene a la temperaturs ambiente
(202¢ aproximadamente) durante 15 horas en un origtali-
zadér. con szitecidn lenta. o8 cristales de glutamato chl-
cico trihidératado asi obtenidos, s2 reunen por centrifuga-
cibn, con un deshidratador centrifugo y se lavan con 1,5
litros de agua fria en sl mismo deshidratador.

Después de secos, en la misma forme descrita en el
ajemplo 74 se oblienen 2,6 kg. de crigtales de slutamato
clleico, y su pureza es de 97,0%, referida al glutemato cil-

eico trihidratado. f; 57 Ef‘ ‘:43

i
TR
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FER i i
Bata solicitud que corresponde a la presentada en

el Japén con fecha 26 de octubre de 1.963 y bajo el ni~
mero 56404/63, se acoge a los beneficios del artficulo 51

del vigente Hstatuto sobre Propiedad Industrial.
~NOTA-~-

Los puntos de invencidn propia y nueva que se pre-
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente
de: Invencidn en Bspafia, por VEINTE afios, son los sig@%an-
tes:

12, - Un nétodo de separar contenidos de &cido glu-
témico, como glutamato céleico en estedo sblidos de un 14-
quido de fermentacidn que contiene Acido glutémico, que
comprende dejar que existan iones Catt en dicho liquido &
una temperatura encima de 502C en una centidad por lo me-~
nos equivalente al 4cido glutdmico presente, separar por
filtrecidn los materiales insolubles resultantes mientras
ge mantiene la temperaiura por encime de 502C mezclar el
filtrado que contiene glutamato cédlcico asi obtenido con
por lo menos un volumen igual del calor inferior pars lle-
var a efecto una precipitacibén sustencialmente completa del
glutamato cdleico, y seperar el glutamato céleico asi pre-

cipitado.

20, - Un método de separar contenidos de fcido glu-
témico, como glutemato cdlclco en estado s6lido, de liqui~
dos de fermentacidn que contienen dcido glutémico, que com-
prende dejar que existan lones ca*t en dicho liquido &

g

Jeiped) 3
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una temperatura por encima de 502C en una canﬁidad )
lo menos equivalente al &cido glﬁtémico presente, separer
por filtracibn los materiales insolubles resultantes mlen-
tras se nantisne la temperatura por encime de 5020, coa-
centrar el filtrado que contiene glutemato oélcico asi ob~
tenldo bajo presidn reducida, cristalizar glutemato cél-
cico trihidrato del concentrado asl obtenido, y separar

el glutemato céleico asl crisvalizado.

32, ~ Un método gegin cuslquiers de las reivindica-~
ciones 1 y 2, en el que la fuenie de log lones Catt os cal
viva que se afizde a dicho liguido.

48, - Un método segin cualquiers de las reivindice-~
ciones 1 y 2, en el que la fuente de los iones ca* g cal
spageda que se aflads a dicho liquido.

52, - Un método segin la reivindicacidn 1, en el gque
dicho alcanol es metanol.

62, -~ Un método segl@n cualguiera de las reivindice-~
ciones 1 y 2, en el que el liguido de fermentacidn de &ci-
do $lutamico es preliminarmente sometido & una concentra-
cidn doble 2 triple en volumen.

782, - Un método sezin lu reivindicacibén 1, en el que
el glutémato cdleico obtenido es disueslio nuevamente en
ague o une temperatura por encima de 502C y la solucidn re~-
sult ante Gespuds de sepaver por filtracidn los materialss
insolubles, s2 somete & un enfriamiento gradual hasta la
temparature ambiente, despuds de lo cual se separan por cris-

talizecidn cristales de glutemato cdleico de gran pureza.
8¢, - Un método de separar contenidos de 4eido gluta-
mico de un liguido de fermentacibn que contiene &dcido glu-

témico, caracterizado porque dichos contenido s se seperan

.y

5 L
.
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inicialmente en forma de glutamato cédleico por l; gceidn
de iones Oa**, siendo disuelto el glutamato cdleico en
agua & una temperaturs por encimse de 502C, y el pH de la
solucidn acuosa resultante se ajuste de‘7.0 a 8,5 pox
introduceidn de Co, dentro de ella, mientras gse introduce
a la vez por lo menos unae cantidad equivalente de carhonato
sédico, con lo cual se lleva a efecto la conversién del
glutamato cllcico en glutamato sddico.

92, ~ Un método de separar contenidos de é4cido gluta~
mico de un liquido de fermentacidn que contiene 4cldo glu-
tamico, caracterizado porque dichos contenidos se ssparan
inicialmente en forms de glutemato cdleico por la aceidn
de iones Ca** , siendo disuelto el glutamato cdlcico en
agua & una temperatura por encimg de 502C, y el pH de la
solucidn acuosa resultante se ajusta de 7.0 a 8,5 por le
introduceidn de COp dentro de ella, mientras se introdu-
ce 2 la vez por lo menos una cantidad equivalente de bi-
carbonato sddico, con lo cusl se lleva a efecto la con-
veraibn del glutamato céleico en glutamato sddico.

102, - Un método ds separar contenidos de fdcido glu-
témico de un liquido de fermentecibn que contiens &eido
glutémico, caracterizado porque dichos contenidos se sepa~
ran inicialmente en forma de glutamato célcico por la ac~

+ siendo &l suelto el glutamato célelco

cibn de iones cat
en agua a una temperaturs por encima de 502C, y el pH de la
solucidn result ante acuosa se ajusta de 7,0 & 8,5 por la
introduceidn de Hy80, dentro de ells mientras se introdu~
ce & la vez por lo menos una cantldad equivalente de sul-
fato sbdico con lo cual se lleva a efecto la conversidn

del glutamato céleico en glutemato 86dicos;, ey o - = A
Y
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112, - Un método de separmcidn de cristales de glu-
tanato sddico de uns solucidn acuosa de &1l que también contig

+4

ne iones Ca™  en el que diche solucién se mezcla con Sei-

do oxalico en una cantided por lo menos equivalente al
calcio presente, se sepsra el oxalato céleico asi precipi-
tado te dicha solucidn, y despuds de eso se cristalizan
cristales de glutamato sddico de aicha solucidn livrce de
calcio.

122, - Un método de separacidn de cristales de zlu-
tamato sddico de una solucibn acuosa de 81 que btambién
contiene iones Ce** caracterizado por la mejora sesln
la cual dichos diones Ca** se sustituyen por iones Mat he-
ciendo pesar dicha solucién a través de una forma sddica~
de una resins 4cida cambiadora de cationes, y despuds de
eso se cristalizan cristales de glutamato sbddico de diche
golucidn libre de calcio.

132, - Un método de separacibn de cristsles de glu-
tamato sbdico de una solucidn acuosa de 81 que tambidn con-
tiene iones Ce®t caracterizado por la mejora segin la cual
dichos iones catt se sustituyen por iones Na} hsciendo
paser dicha gsolucidn a travée de una resina de quelato gque
conste esenciglmente de un &cido iminocarboxilico en forma
gbdica, y despuds de eso se crigtalizen cristales de gluta-
nato sbdico de diche solucidn libre de caleio.

14¢, ~ Un método de separar contenidos de acido glu~.
tamico.

Pel 7 como se ha descrito en la memoris que ante-
cede, representado en el dibujo que se acoupaila y con los

fines que se han especificado. o

w0
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