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MEMORIA DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solicitud
d e
PATENTE DE INVENCION
formulada el 28 de Abril de 1966, con el nfimero 326.105
en
ESPATA
por VEINTE afios

a nombre de INTERNATIONAT, MINERALS & CHEMICAT. CORPORATION,

entidad norteamericana, establecida en Administrative
Building, 0ld Orchard Road, Skokie, Illinois, Estados Uni
dos de América, por:

- "UN METODO DE PRODUCIR ACIDO GLUTAMICO"

La presente invencibén se refiere a la prepara-

cibn de dcido I~glutémico, y més en particular se refiere -

a la preparacién de 4cido L-glutdmico a partir de carbohi
dratos, utilizando medios biolégicos.
Durante los Gltimos aflos, se ha investigado in-

tensamente, a escala mundial, la produccidén microbioldgi-
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ca de dcido I-glutdmico. Aungue estas investigaciones no
han proporcionado un método absolutamente claro paréfideg
tificar cualquier clase de microorganismos producto:és.de
4dcido I-glutdmico, una extensa seleccidn al azar ha pro-
porcionado varios microorganismos de los que se dice éue
son capaces de acumular dcido L-glutdmico en caldos‘dej
fermentacidén. Tales microorganismos se identifican, entre

otros, en la Patente canadiense 604.712 (Micrococcus glu-—

tamicus), Patente canadiense 625.387 (Brevibacterium

divaricatum), Patente canadiense 633.170 (Microbacterium

flavum), Patente belga 609.701 (Corynebacterium lilium y

Corynebacterium cdllunae), y Patente EE.UU. 3.032.474

(Bacillus mageterium-~cereus).

Desde luego, la eficacia de los organismos pro-
ductores de Acido Li-glutdmico es de la mixima importan-
cia. No solo es conveniente que la fermentacidn se efec-
tle en un pveriodo de tiempo relativamente corto, sino que
es critico para la economia del procedimiento el que el
organismo covierta en 4cido glutémico un tanto por ciento
significativo del sustrabto principal.

Se ha determinado que la mayoria de los microor

ganismos productores de acido L-glutémico son sensibles a

la biotina, y, por tanto, en las técnicas de fermentacidn

para producir Acido I-glutdmico llevadas a la practica
hasta ahora, se ha hallado que el nivel de biotina en el
medio de fermentacidén ha de ser conbtrolado de forma es-
tricta, para que sean adecuados los rendimientos de &cido
L-glutamico. Aunque el control de los niveles de biotina
del medio, en la prictica de las técnicas disponibles an~

tes de ahora, puede proporcionar une mayor eficacia de
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las fermentacidnes,tal modo de actuar es estorbado pcrf
restricciones inherentes a su aplicacidén, Por ejemplé;n
los intentos anteriores varas regular el contenldo de big
tina en los medios, han impedido generalmente la ut;}%ga—
cién de materiales con mucha biotina, tales como meiazgs
de remolacha, melazas de alba nrueba, y similares, éoﬁb
nubtrientes primarios. Por otra pérte, tales materiales
son relativamente baratos en comparacibén con otros ééfﬁo—

v -

hidratos nutrientes, y, por tanto, el ramo ha buscado'nue
vas técnicas que hagan posible su uso. T.

Por tanto, un objeto primordial de la invencién
es proporclonar medios por los cuales se puede aumentar
la eficacia de las fermentaciones a 4cido L-glutdmico.

Obtro objeto de la invencidén es proporcionar un
método por el cual se pueden emplear materiales que con-
tienen biotina, en medios de fermentacibn, sin sacrificar
la eficacila del procedimiento,

Ta presente invencidn se refiere a la fermenta-
cibn aerobia de un medio acuoso de carbohidrato, que con-
tiene una fuente de nitrdzgeno, con un microorganismo pro-
ductor de &dcido L-glutimico, sensible a la biotina, y
constituye un perfeccionamiento de tal fermentacidn en el
que, después de un periodo inicial de crecimiento, duran-
te el cual se ajusta el microorganismo al medio, se aiflade
por incrementos al medio un carbohidrato nubriente que
contiene biotina, para mantener durante el resto de la
fermentacidn un nivel total de carbohidrato en el medio
menor de aproximadamente 2.

La practica de la invencidn permite un aumento

de la conversidn molecular de carbohidrato a &cido L-glu-

SR gt BT



10

15

20

25

30

N

témico, sin prolongar el tiempo de fermentaciéﬁ. Aungue
el carbohidrato se mantiene a bajo nivel, durante las 0l
timas etapas, el tiempo global necesario para el proéédi-
miento de la presente invencidn es igual o menor querel
tienpo necesario para un procedimiento discontinuo que
contenga el mismo carbohidrato total al principio. En ia
realizacidn preferida por los solicitantes, el contenido
de carbohidrato en el medio se puede mantener lo suficien
temente bajo para que actle como control del crecimismto
v, por tanto, de la asimilacidn de &cido L—glutémidé-ﬁbr
los organismos. En ests realizacién no es critico el.con-
tenido de biotina en el medio, y en el procedimiento se
pueden emplear ficilmente, con ventaja, materiales de
gran contenido de biotina, tales como melazas de remola-
cha. El procedimiento de la invencidn proporciona la ven-
taja adicional de permitilr la acumulacibén de mayores tan-
tos por ciento de 4cido glutdmico libre, en el caldo de
fermentacibn.

Ta invencidn se dirige en términos generales a
los. medios de fermentacidén que contlenen carbohidratos,
incluyendo agzlcar, dextrinas, y similares. Ademéds, como
se ha indicado antes, la invencidn es aplicable en gene-
ral a los microorganismos productores de dcido glubimico.
Entre los ejemplos especificos de tales microorganismos,
segin se indicado antes, se incluyen, sin limitacidn,

los microorgenismos de los géneros Corynebacterium, Mi-

crococcus, Brevibacterium, Microbacterium y Bacillus, ta-

les como: Corynebacterium lilium, del que es tipico el

NRRL-B-2243%; Corynebacterium callunse, del que es tipico

el NRRL-B-2244; Micrococcus glutamicus, del que son tipi-
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cos el ATCC-135022, ATCC-13032 y ATCC-13058; Brevibacterium

divaricatum, del que es tipico el NRRL-2312; Microbacte-

rium flavum, y Bacillus mageterium-~cereus. Fl Co:ynéﬁéc;

4w

terium lilium v Corynebacterium callunae constituyen los
microorganismos preferidos para la prictica de la i@k%ﬁ—
cidn. :

Desde luego, los medios apropiados para la pro-
duccidn de &dcido glutidmico variarian algo de un microorga—
nismo a otro. Sin embargo, estos medios son acuosos§j§}
ademids de un carbohidrato y una fuente de nitrégenof@bh—
tendrdn aubtrientes secundarios, tales como calcio, mgéne-
sio, potasio, cinc, fosfato, sulfato, factores auxiliares
del crecimiento, y elementos secundarios.

En la prictica de la invencibn se pueden emplear
de forma muy apropiada los azlcares, tal como glucosa, sa
carosa, fructosa, malbtosa y similares, asi como mezclas
de tales azlcares. Tal como aqui se emplean, los términos
"azhcar", "almiddén", y similares, abarcan no solo tales ma
teriales por si mismos, sino sus equivalentes evidentes.
Por ejemplo, el término "glucosa" abarca materiales tales
como "Cerelose" (Corn Products Company) y "Clinbtose"
(Clinton Corn Processing Company), que son formas comer-
cialmente disponibles de monohidrato de glucosa, prepara-
das por hidrélisis de almiddn de grano o malz. Los términos
abarcan también mezclas de azlcar invertido, tales como
los preparados por conversidn &cido de azlcares, de forma
conocida. Ademds, en el término se incluyen los carbohi-
dratos que contienen biotina, tales como melazas de remo-
lacha, melagas de alta prueba, y similares. Tales carbohi

dratos que contienen biotina constituyen las fuentes pre-

~5 -
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feridas de carbohidrato, y se emplean ventajosamente-enz
el medio de partida, en las etapas de adicidn de cafb&ﬁi—
drato por incrementos, o en ambos. S
Tos materiales que contienen biotina y que %ie-
nen de aproximadamente 0,02 gammas de biobtina por gra;é
de carbohidrato a aproximadamente 0,3 gammas de biotiﬁa
por gramo de carbohidrato, no son generalmente satisfacto

a

rios para los procedimientos discontinuos comerciales.
Sin embargo, btales materiales son ventajosamente adédud-
dos para la préictica de la invencidn. En la invencidn se
pueden emplear materiales que contienen no mis de apfﬁii-
madamente 0,3 gammas de biotina por gramo de carbohidrato,
y se prefieren particularmente para la invencidn los mate
riales que Ulenen de aproximadamente 0,03 a aproximadamen
te 0,17 gaumas de biotina por gramo de carbohidrato.

El medio conbendrid también una fuente normal de
nitrdégeno, +tal como amoniaco, urea, u otra fuente de ni-~
trdgeno asimilable, ya sea orgdnica o inorginica. Se pue-
den usar diversos compuestos ambénicos, incluyendo cloru-
ros, sulfatos, fosfatos, y otros. EL nitrdgeno y fosfabto
se pueden afladir juntos, en forma de fosfato amdnico, o
por separado, si se desea. Preferiblemente, durante el
procedimiento estd presente al menos el nitrdgeno suficien
te para suministrar nitrdégeno para el crecimiento de las
células y para la conversidn tedrica de todo el carbohi-
drato en 4cido glutdmico. Se puede afladir al principio %o
da la fuente de nitrégeno, o se puede afladir peribddicamen
te durante la fermentacidn.

También se pueden afiadir al medio factores auxi

liares del crecimiento. Estos pueden ser biotina, o equi-
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valentes de la biotina (es decir, una sustancia que ‘tenga

la accidn biolégica de la biotina), o en forma de un.com-
L3

.
puesto precursor de biotina (es decir, una susbancia gue

se convierte en biotina, o en equivalentes de la biotina,
bajo las condiciones de fermentacidn). También se pﬁéaén
emplear otros factores secundarios de crecimiento, ﬁél“@g
mo tiamina, y similares. Entre las fuentes adecuadas de
los factores auxiliares del crecimiento que se puedénr*
usar, solos o en combinacibén, se incluyen el extracﬁq:&e
carne, peptona, agua de maceracidén de grano, y un pﬁé&he~
to comercialmente disponible, conocido como "Protopéb%@na
n2 366", suministrado por Wilson & Coﬁpany. Los anterio-

res maberiales estdn disponibles en fuentes comerciales,

v también pueden suministrar elementos secundarios.

En el medio de fermentacién se puede empleser ~ -

una variedad de sales de calclo, potasio y magnesio, in-
cluyendo los cloruros, sulfatos, fosfatos y similarves.
Andlogamente, los iones fosfato y sulfato se pueden sumi-~
nistrar en forma de cualguiera de una variedad de sales.
Aunque se pueden emplear sales que proporcionan tanto el
anidn como el catidn deseados (por ejemplo fosfato potasi
co, sulfato de magnesio), la eleccidén no estd limitada en
absoluto por ello. De nuevo, tales materiales son usuales
en los medios de fermentacidn, y la eleccidn de maberia-
les especificos, asi como sus proporciones, forman parte
de la habilidad de rutina.
Se entiende corrientemente que en los llamados

"elementos secundarios" se incluyen el manganeso, hierro,
cinc, cobalto, y posiblemente otros. Se necesitan cantida

des de trazas de los mismos, y tales cantidades estin co-

-7 -
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rrientemente presentes en los materiales usados en la pre

paracidn de los medios de fermentacidén. También se dispo-

ne ficilmente de elementos secundarios en fuentes comer-
ciales.

Finalmente, el medio contendrd un Adlcali &iééﬁ~
pbn no téiicos, para mantener el pH en el inbervalo:déséa

L)

do. De nuevo, se puede utilizar una amplia variedad de nmg

I

teriales no téxicos. Debido a que se dispone fAcilments
de ellos, se emplean a menudo el carbonabo cédlecico djéﬁo-
niaco (gaseoso o acuoso), para mantener el pH de loé~ﬁé-
dios de fermentacibn. oo

En la préctica de la invencidbn, se inocula un
medio de Termentacidn con un cultivo del microorganismo,
v se deja que el microorgenismo se ajuste al medio duran-
te un periodo inicial de crecimiento. El tiempo real de
este perfodo inicial utilizado dependerd entre otras co-
sas, del microorganismo y de la concentracidn inicial de
carbohidrato en el medio que se empleen. Sin embargo, en
general, el periodo de crecimiento serd de aproximadamen-
te 1 a aproximadsmente 10 horas. Durante este periodo, no
solo queda ajustado el microorganismo al medio, sino que,
como se describe mis adelante, disminuye la concentracidn
de carbohidrato en el medio, cuando es adecuado, para
descdender hasta los intervalos empleados en ls préctica
de la invencidn.

El medio inicial de fermenbtacidn puede contener
todos los nutrientes secundarios de fermentacibn apropia-
dos. Sin embargo, el carbohidrato nubtriente primario debe

estar presente en una cantidad, en peso, menor de aproxi-

mademente 6%, preferiblemente menor de aproximadamente 3%,

-8 -
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¥y mis preferiblemente menor de aproximadamente 2%. Las .me
nores concentraciones iniciales, por ejemplo menores .dé

P

aproximadamente 3%, son mis preferidas especialmenté‘gn‘
los casos en que el carbohidrato nutriente empleado éﬁ‘el
medio inicial conbtenga biotina. Cuando en la préctiqéﬁée
la invencidén se emplean microorganismos sensibles a:IaJ
biotina, es deseable que el medio inicial contenga no més
de aproximadamente 10 gammas/litro de biotina, preferible
mente menos de aproximadamente 7,5 gammas/litro. Deseable
mente, el pH del medio debe ser de aproximadamente 51&1
aproximadamente 9, y preferiblemente de aproximadamente 6
a aproximadamente 8. Ademds, el medio se debe mantener a
una temperatura de aproximadamente 20 a aproximadamente
408C, y preferiblemente de aproximadamente 25 a aproxima-
damente 352C. Tanto las condiciones de temperatura como
de pH se deben mantener dentro de los intervalos indica-
dos durante toda la fermenbacién.

Después del periodo inicial de crecimiento, du-
rante el cual se ajustan los microorganismos al medio, y
la concentracidn de carbohidrato en el medio es disminuida,
cuando es necesario, hasta un valor menor de aproximada—; |
mente 2/, se allade por incrementos el carbohidrato al me-
dio, para menbtener un nivel de carbohidrato no mayor de
aproximadamente 2%. En la realizacidn preferida, y cuando
el contenido de biotina en el medio es un factor significa
tivo, ¥ se emplean carbohidratos gque contienen cantidades
significativas de biotina, el conbenido de carbohidrato
en el medio se mantiene en no méds de aproximademente 1%,
vy deseablemente no mis de aproximadamente 0,5% en peso

sobre el medio total. El término “"por incrementos", tal

-9 -
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hidrato, o, como alternativa, la adicidn peribddica deibé-
queflas cantidades de carbohidrato. Serd evidente qué:ﬁaﬁ~
bién se pueden afiadir por incrementos al medio los nutfigg
tes secundarios. o

Desde luego, la fermentacidn es aerobia, f pof
tanto se efectlia en presencia de oxigeno y con agitacidn.
Te velocidad de absorcibn de oxigeno y la agitacibn bphi-
mas variarén algo, sezgln el medio y el microorganisﬁq:ém—
pleados, pero forman parte de la habilidad de rwbiné:;ﬁ

El tiempo global de la fermentacidn puede ﬁé@iar
bastante, pero generalmente termina la fermentacidn en de
aproximademente 20 a aproximadamente 50 horas. Generalmen
te, la fermentacidn serd terminada cuando ya no sea répi-
da la acumulacidn de écido.glutémico en el medio. EL total
de carbohidrato afiadido al medio puede variar, pero prefe
riblemente se afiade al menos 7,5% en peso sobre el medio.
Se puede afiadir fécilmente carbohidrato en cantidades de
aproximadamente 10% a aproximadamente 20% en peso sobre
el medio.

La recuperacibn de dcido I-glutimico del 1liquil-
do de fermentacidn se puede efectuar por medios usuales,
con poca o ninguna modificacidén. En un procedimiento acep
table de recuperacidén, primero se filtra el liquido, para
separar los sdlidos suspendidos. Imego se puede tratar
por una de una variedad de formas, para separar lodos o
para reducir su concentracidén. Por ejemplo, se puede tra-

tar con una pequefia proporcidn de tanino o lignina alcali

_na, como se expone en la Patente EE.UU de Hoglan 2.487.807

(15 de Noviembre de 1949) ¥ en la Patente EE.UU. de Blish

- 10 -
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2.487.785 (15 de Noviembre de 1949). Como alternatifé,ﬁ

se puede concentrar hasta un nivel de sblidos de appéiiag
damente 25 a 45/ en peso, y mezclar luego con una peq@eﬁa
proporcién de cloruro birico, hidréxido barico, o similar,')f
a pH mayor de 7, para precipitar impurezas orgénicad;J§p~ '
mo se expone en la Patente EE.UU de Purvis y Fike 2.796.433
(18 de Junio de 1957). Después se concentra el 1iqu%?95§2

rificado, v se ajusta a un pH de aproximadamente 3,2 con

Scido sulffirico 4cido clorhidrico, o similares, momento

.

en que cristaliza el 4cido L-glutémico, con buen rendi-

P

miento.

Se ha hallado que, particularmente a las mayo-
res concentraciones de azlicares, los organismos pueden pro
ducir tanto &cido glubdmico combinado como el propio aci-
do glutdmico. Por tanto, si se desea, se puede someter a
hidrdlisis el medio de fermentacidn, para hidrolizar los
compuestos a &cido glutdmico libre. De nuevo, la hidrbéli-
gis se puede efectuar por medios usuales, tal como,'por
ejemplo, la hidrbélisis &cida descrita en la Patente EE.UU
2.548.124, En el caso de que el medio y las condiciones
de fermentacibn usados no produzcan nada o solo cantidades
insignificantes de &cido glutdmico combinado, no se nece-
sita emplear hidrdélisis, desde luego.

Se incluyen los sigulentes ejemplos para poner
en evidencia de modo mds completo la préictica de la invep
cibdn. Estos ejemplos se incluyen solo para fines ilustrati
vos, ¥ de ninguna forma se pretende limitar el ambito de
la invencidn.

Se emplearon fermentadores de acero inoxidable,

de 50 litros, en los que se cargaron inicialmente 39,8 1i

- 11 -



rilizd durante 30 min a 1219C, y luego se inoculd coﬁ:la

inocualeidn indicada, a temperatura de aproximadamenﬁé~§0
a aproximadamente 322C. La inoculacidn constituyd apromi-
5 madamente 10% en volumen sobre la carga. S
Los fermentadores de 50 litros esbaban provié—
tos de agitadores de 4 hojas, de 15,3 cm de didmetro, que
trabajaban a 300 rpm, B
El contenido de &cido glutdmico indicado éh l&s
10 ejemplos se determind empleando el método normalizadbﬂde
descarboxilasa del &cido glutémico, descrito, entre btfos
sitios, en Agricultural and Food Chemistry, vol. 5, n® 6,

phg. 448, Junio 1957.

15 Ejemplo 1
Se introdujeron en el fermentador 10,5 litros
del siguiente medio de fermentacibn, se esteriligzarom, y
se inocularon con Corynebacterium lilium, NRRL-B-2243:
Medio de fermentacildn % en peso sobre el medio
20 K HPO,, 0,2
MgS0,, . 7H,0 0,2
(NH4)2SO4 0,1
861lidog de maceracibén de grano 0,2
F3504 0,01
25 CaCl, 0,025
ImS0, JH0 0,02
Acetato de cinc 0,0005
Sacarosa (como Cerelose) 16,3
Biotina (purificada) 3,5 gammas/litro

30 El pH del medio se controld a aproximadamente 7,0, con

- 12 -
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amoniaco, y se permitid que la fermentacidn transcurriera

durante 45 horas, tras lo cual no tuvo lugar acumulacidp

-w
[2

significativa de &cido glutédmico. e
El andlisis del liguido de fermentacidn indieb
un rendimiento de dcido glutémico de 68,7 mg/ml. De los
compuestos de dcido glutdmico presentes, el 68% en pe§6
esbaba presente como 4cido glutémico libre. Basado en el
16,3% inicial de azlcar en la solucibn, el rendimieﬁ%b?pg

presents una conversidn molecular del 56,1%.
Ejemplo 2 o
Para poner en evidencia las ventajas de la in-

vencidn, se efectud una segunda fermentacidn empleando

los siguientes 39,8 litros de medio inicial,

Medio de fermentacidn % en peso sobre el medio

K0, 0,2

MgS0,, . 7H,0 0,2

S6lidos de maceracidn de grano 0,2 %
FeS04 0,01

CaCl, 0,025

MnSO4.H20 0,02

Acebatbo de cine 0,0005

Sacarosa (como Cerelose) 2%

Biotina (purificada) 3,5 gammas/litro

El medio se esterilizb, se inoculd con Corynebacterium

lilium, NRRL-B-224%, y se mantuvo a un pH de aproximada-—
mente 7,0, con amoniaco, durante toda la fermentacidm.

Entre las 5 y las 25 horas, se introdujeron por
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incrementos en el medio 791 cc/hééé’de"ﬁna solucidn acuo-
sa de Cerelose al 505. Entre las 27 y las 41 horas seLin—
trodujeron en el medio 475 cc adicionales de Cerelose
acuoso al 504. La.alimentacidn se detuvo a las 41 horas,

AN — .

y la fermentacidn se termind a las 45 horas, .
Durante toda la fermentacidn, hubo presenﬁé}”y
se consunid en el medio de fermentacién, un tobtal de 16,9%
de azficar. EL medio final de fermentacidén contenia 71,4
ng/ml de Adcido zlutdmico, del cual el 72,2% era éci&d;élg
témico libre. Este rendimiento representd una convepéién

molecular del 73,1/, en contraste con la conversidn molg

cular del 56,1% obtenida en el Ejemplo 1.

Ejemplo %

-Be efectud una fermentacidn discontinua, em-

pleando Corynebacterium lilium, NRRL-B-2243, en 39,8 li-

tros del siguiente medio.

Medio de fermentacidn % en peso sobre el medio
K,HPO,, 0,2

M550, . 7E,0 0,2

(NH,, ) ,80,, 0,1

86lidos de maceracidn de grano 0,2

Pes0, 0,01

Ca012 0,025
Mnsoq.ﬂgo 0,02

Acetato de cinc 0,0005
Melazas de remolacha 30

La fermentacibn se efectud a un pH de sproximadamente 7,0

durante un total de 45 horas. Las melazas de remolacha

- 14 -
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contenfan 50% de sacarosa y 0,043 gammas/g de biotine, -de

forma que el fermentador contenfa 15#% de azlGcar y 13,0

-
PR

gammas/litro de biotina.

Al terminar la fermentacidn, el medio contenia

8,8 g/ml de &cido glutémico, del cual solo el 14,8% esta-

ba presente como dcido glutdmico libre.

Ejemplo 4 L

Se efectud una segunda fermentacidn de Coryne-

bacterium 1ilium, NRRL-B-224%, utilizando una alimenta-

¢idén por incrementos de melazas de remolacha. La compogi-

cibén del medio nutriente inicial fue la siguiente:

Medio de fermentacidn % en peso sobre el medio
K HPO,, 0,2

MgSO,, « 7H,0 0,2

(1, ) ,50,, 0,1

S86lidos de maceracibn de grano 0,2

FeSO4 0,01

Ca012 0,025
MnSO4.H20 0,02

Acetato de cinc 0,0005
Sacarosa (como Cerelose) 0,5

Después de un periodo inicial de induccidn, de 5 horas,
se inicidé la alimentacidn vor incrementos de las melazas
de remolacha. Entre las 5 y las 25 horas se introdujeron
en el medio 475 cc/hora de melazas de remolacha. Entre
las 27 y las 4L horas se alimenbtaron por incrementos al
nmedio 285 cc/hora adicionales de melazas de remolacha.

Lo alimentacidén se termindé después de 41 horas, y la fer-
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menbacidn se termindé después de 45 horas. S

Tas melazas empleadas como materia prima dbﬁﬁé—
nian aproximadamente 0,04 gammas/g, de forma que la ﬁiéﬁi
na total afladida a la fermentacidn fue aproximadamenté
igual a 10,38 gammas/litro. —i

El caldo final de fermentacibn contenia 50,9':
mg/ml de 4cido glutémico, de los cuales esencialmente el
100% era &cido glutdmico libre. Este rendimiento represen

ta una conversidn molecular del 73,6%. Durante todo‘ei:

procedimiento se introdujo un total de 13%,06% de azﬁé?f.

Ejemplo 5

Para poner mds en evidencia las ventajas de la
invencibn, se efectud una fermentacidn empleando 10,75

litros de lo que sigue, como medio inicial:

Medio de fermentacidn % en peso sobre el medio
Melazas de remolacha 3,0
Pharmamedia 0,3

861idos de maceracidn de grano 0,1

(MH,) 50, | 0,1

KEHPO4 0,4

Biotina 2 gammas/litro

Bl medio se esterilizd e inoculd con Brevibacterium dive-—

ricabtum, NRRT~-2312, El medio se mantuvo a un pH de apro-
ximadamente 7,5, con amoniaco, durante toda la fermenta-
cibn.

Entre las 5 y las 25 horas se introdujeron por
incrementos 475 cc/hora de melazas de remolacha. Entre

las 27 y las 45 horas se introdujeron en el medio 285

- 16 -
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cc/hora adicionales de melazas de remolacha. Ia alimenta-

cibn se detuvo a las 45 horas, y la fermentacidn se"tgfmi

.
PR

né a las 55 horas. .
Durante toda la fermentacidn, hubo present;:;
se consumld en el medio de fermentacidn un total deiig:e%
de azfcar. El medio final de fermenbtacidn contenia 68,5
ng/ml de Acido glutémico, de los cuales el 53%,8% era Adci-

do glutdmico libre. Este rendimiento representd una‘conver

sidén molecular del 58, 7.

- s

P Y

Ejemplo & .

Se efectud una fermentacidn empleando 10,75 li-

tros de lo que sigue, como medio inicial:

Medio de fermentacidn % en veso sobre el medio
86lidos de maceracidn de grano 0,2

FeS0, . 7H,0 0,01

Call, 0,025

IS0, . H,0 0,02

Acetato de cinc 00,0005
Glucosa (dexbrosa) 0,5

K HPO, 0,2

MgS0, 0,2

(8L, 580, 0,1

El medio se esterilizd e inoculd con Micrococcus slutami-

cus, ATCC 130%2. El medio ge mantuvo a un pH de aproxima-

damente 7,5, con amoniaco, durante toda la fermentaciédn.
Entre las 5 y lag 25 horas, se introdujeron por

incrementos en el medio 475 cc/hora de melazas de remola~

cha. (Entre las 27 y las 41 horas se introdujeron en el me

- 17 -
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dio 285 cc/hora adicionales de melaééé de remolacha)._Ia
alimentacidn se detuvo a las 41 horas, y la fermentacidn
se bermind a ias 55 horas. ‘

Durante toda la fermentacidn, hubo presente;ﬁ
se consumib en el medio de fermenbtacidn un total de‘iégé%
de azlicar. El medio final de fermentacidn contenia 56,7
mg/ml de &cido glutémico, de los cuales el 88,3% era &ci-
do glutémico libre. Este rendimiento representd una con-

versién molecular de 56,0%.

Ejemplo 7

Se efectud una fermentacidn empleando 10,75 li-
tros de lo que sigue, como medio inicial:

Medio de fermentacidn % en peso sobre el medio

Melazas de remolacha 3,0
Pharmamedia 0,3
86lidos de maceracidn de grano 0,1
(D, ) 580, 0,1
KHPO, 0,4
Biotina B 2 gemmas/litro

El medio se .esterilizd e inoculd con Micrococcus glubts—

micus, ATCC 1%058. El medio se mantuvo a un pH de aproxi-
nadamente 7,5, con amonfaco, durante toda la fermentacidn.
Entre las 5 y las 25 horas, se introdujeron por
incrementos en el medio 475 cc/hora de melazas de remola~
cha (Entre las 27 y las 45 horas, se introdujeron en el
medio 285 cc/hora adicionales de melazas de remolacha).
Ta introduccidn se debuvo a las 45 horas, y la fermentca-

¢ibn se terminé a las 55 horas.

- 18 -
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se consumid en el medio de fermentacidn un tobtal de 15;2%

de azficar. El medio final de fermenbacidn contenia 72,7

dnt
mg/ml de Acido glubdmico, de los cuales el 73,3% era dci-
O.i,-r‘v

do glutémico libre. Este rendimiento representd una con-

-

versidn molecular del 62,57%. -

Ljemplo 8

Se efectud una fermentacidn empleando 10,75 li-

oy,

tros de lo que sigue, como medio inicial: R

Medio de fermentacidn 7% en peso sobre el.ﬁé@io
Melazas de remolacha 3,0
Pharmamedia 0,3
36lidos de maceracidn de grano 0,1
(WH, )80, 0,1
K, HPO,, 0,4

Biotina 2 gammas/litro

El medio se esterilizd e inoculd con Micrococcus glutami-

cus, ATCC 13032. El medio se mantuvo a un pH de aproxima-
damente 7,5, con amoniaco, durante toda la fermentacidn.

Entre las 5 ¥y las 25 horas, se introdujeron por
incrementos en el medio 475 cc/hora de melazas de remola-
cha. Entre las 27 y las 45 horas, se introdujeron en el
medio 285 ce/hora adicionales de melazas de remolacha. La
introduccidn se detuvo a las 45 horas, y la fermentacidn
se termind a las 55 horas.

Durante toda la fermentacidn, hubo presente ¥y
se consumid en el medio de fermentacidn un total de 15,2%

de azlcar. El medio final de fermentacidn contenia 56,7
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mg/ml de dcido glutdmico, de los cuales el 75,9% era fci-
do glutimico libre. Este rendimiento representd una-coﬁ~

versién molecular del 48,6%.

Ejemplo 9

Se efectud una fermentacidén empleando 10,75 1li-

tros de lo que sigue, como medio inicial:

Medio de fermentacidn % en peso sobre el‘meéio
Melazas de remolacha ) 11,0 N
Pharmamedia 0,3

S61idos de maceracidén de grano 0,1

(NH,, ) ,80,, 0,1

K HPO,, 0,4

Bl medio se esterilizd e inoculd con Corynebacterium li-

lium, NRRL-B-224%. EL medio se mantuvo a un pH de aproxi-
madamente 7,5, con amoniaco, durante toda la fermenta-
¢cidn.

Entre las 10 y las 15 horas, se introdujeron
por incrementos en el medio 514 cc/hora de melazas de re-
molacha. Entre las 16 y las 44 horas, se introdujeron en
el medio 152 cc/hora adicionales de melazas de remolacha,
Ta introduccibn se detuvo a las 44 horas, y la fermenta-
cibén se termind a las 63 horas.

Durante toda la fermentacidn, hubo presente y
se consumid en el medio de fermentacidn un total de 17,9%
de azfcar. El medio final de fermentacidn contenia 78,0
mg/ml de Acido glutdmico, de los cuales el 83,1% era éci
do glutdmico libre. Este rendimiento representa una con-

versidén molecular del 56,95,
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Las conversiones obtenidas en cada uno de los
Ejemplos 5 a 9 son significativamente maycres que 1es ob-

tenidas en las experiencias efectuadas afladiendo todgd .ei

a i

carbohidrato nutriente al respectivo medio inicial,

N O T A )

Tos puntos de invencidn propia y nueva qué ég
presentan para que sean objeto de esta solicitud de ?éﬁeg
te de Invencidn en Espafla, por VEINTE afios, son los si-
guientes:

1.- Un método de producir Acido glutémico en
el cual, un medio de carbohidrato acuoso que contiene una
fuente de nitrbégeno es fermentado aerobiamente con un sis

tema de catalizador bioldgico producido por un microorga-

nismo productor de dcido glutdmico, comprendiendo las me-
joras de, durante las Ultimas etapas de la fermentacidn,
afladir carbohidrato por incrementos al medio para mante-
ner un nivel de carbohidrato en el medio de no mis que'gl4
rededor del 2% en peso.

2.~ EL método de la reivindicacidn 1, en el cual
el carbohidrato es afladido por incrementos al medio para
mantener un nivel de carbohidrato de no més de alrededor
de 1% en peso.

3.~ El método de las reivindicaciones 1 & 2, en
el cual dicho microorganismo es un microorganismo produc- j

tor de &cido glutdmico sensible a la blotina, y el cual
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comprende la adicién de un carbohidrato que contiene bHioti-

na conteniendo no mas de alrededor de 0,3 unidades gaumg

por gramo de blotina por incrementos al medio para mante-
ner un nivel de carbohidrato en el medio de no mas de gl-
rededor de un 1 % en peso, | oo

4.~ BL método de las reivindicaciones 1, 2-6 3,
en el cual un total de por lo menos alrededor de 7,5 % en
peso de carbohidrsto es afiadido durante la fermentacign;

5.~ E1 nétodo de acuerdo con las reivindicécid-
nes 1, 2, 3 6 4, en el cual un total de alrededor del 10 a
alrededor del 20 ¢ en psso de carbohidrato es afiadido al
medio,.

6.- E1 método de cualquiera de las reivindica-
clones precedentes, en el cual el microorgsnismo empleado
es seleccionado a partir de los géneros Corynebacterium,
Mierococcus, Brevibacterium, Microbacterium y Bacillus.

T.- Bl wétod. de las reivindicaciones 1 6 2, en
8l cual el carbohidrato es gfiadido incrementalmente al
medio para mantener yn nivel de carbohidrato de no més de
alrededor de 0,5 % en peso.

8.~ Bl método de las reivindicaciones 1 6 2, en
el cual el carbohidrato contiene desde glrededor de 0,02
a alrededor de 0,3 unidades gamma por gremo de biotina.

9.~ E1 nétodo de las reivindicaciones 1 6 2, en
el cual el carbohidrato contiene de glrededor de 0,03 a
alrededor de 0,17 unidades gammna por gramd de biotina.

10.~ B1 método de cualquiers de las reivindica-
ciones precedentes, en el cusl el carbohidrato es melaza de

remolacha.

11.- Un méiodo de producir dcido glutémico.
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Tal y como ze& ha descrito en la Memoria que ante-

cede ¥ para los fines que se han especificado.
Esta Ilemoriz consta de veintitrés hojas escritas
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