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PATENTE DE INTRODUCGCCION
a favor de:
PENIBERICA, S.A., de nacionalidad espafiola, residente en Pamplona, Doctor

Fleming, 4, por:
"PROCEDIMIENTO PARA PRCDUCIR ACIDO GLUTAMICO DE UN CALDO DE FERMENTACION".

-~ . -

Memoria descriptiva

BEste invento se refiere a un procedimiento para producir dcido glu-
tdmico a partir de caldos de cultivo de micro-orgenismos que contienen
dcido glutdmico, denomindndose dicho caldo en lo que sigue "caldo de
fermentacién".

Un objeto del presente invento es producir cristales de 4cido glu-
tdmico purisimos con buen rendimiento por un procedimiento sencillo en
el que intervienen operaciones f4ciles a escala industrial.

Bl caldo de fermentacién contiene usualmente, ademis del 4cido glu~
témico, otros aminodcidos, 4cidos orgdnicos, células de bacterias, car-
bohidratos remanentes, iones de amonio y pequefias cantidades de iones
inorgénicos. Por consiguiente, cuando el pH de tal caldo de fermentacién

ha gido ajustado al punto isoeléctrico del dcido glutdmico, quedan apro-
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ximadamente 1,5 & 3,0 gramos de deido glutdmico por 100 gramos de las
aguas madres disuelitos en el caldo, y de este modo, disminuyen el ren-—
dimiento de cristales de 4cido glutdmico obtenidos. La solubilidad del
&cido I~glutdmico en agua pura es de 0,864 gramos por 100 gramos de

agua a 252C. Por el contrario, cuando el caldo de fermentacién se con-
centra paras aumentar la recuperacién de fcido gluidmico, el hébito cris-
talino del dcido glutdmico que estd siendo oristalizado empeora nota-
blemente y la pureza de los cristales separados de las aguas madree es
pequefia.

Para evitar estos defectos, se han empleado con anterioridad algu-
nos métodos ¢que incluyen tratamientos preliminares antes de la crista-
lizacién del doido glutémico tales como (1) la adicién de 4oido mineral
al caldo de fermentacién del cual no ha sido separado dcido glutdmico
(o sélo se ha separado una parie), calentando el caldo para descomponer
las impurezas y separando la materia sélida resultante o (2).la puesta
en contacto del caldo de fermentacifén con diversas resinas cambiadoras
de iones para aumentar la pureza del dcido glutdmico. Sin embargo, el
tratamiento con dcido mineral es desfavorable si se necesita el &cido glu="
t&mico en grandes cantidades, debido a la necesidad de un recipiente de
reaccidn my resigtente a la corrosién para la operacién de calentamien-
to y ‘también porque la contaminacibén de los cristales del dcido glutdmi-
oo por materia colorante es una consecuencia del tratamiento con &cido.
El tratamiento de intercambio de iones tampoco es ventajoso puesto que se
requieren procesos complicados y se obtiene solamente unz solucién poco
ooncentrada de dcido glutémico.

Hemos descubierto que los iones de cinc coexistentes carecen de
influencia indeseable sobre la cristalizacién de dcido glutémico, ya que
el glutamato de cinc es sustancialmente insoluble en agua en una cierts
gama de PH ¥y que una elevada relacién de dcido glutdmico a impurezas en
el caldo de fermentacién mejora notablemente el hfbito oristalino de
log cristales de foido glutdmico.

El presente invento proporciona un procedimiento para producir
doido glutdmico a partir de un caldo de cultivo de micro-organismos,
que comprende las operaciones de 1) tratar un caldo de cultivo de micro-

orgenismos gque conbtiene dcido glutdmico con una solucién que ocontiene
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glutamato de cinc y dcido mineral para ajustar el pH a entre 2,5 y 4,0
y cristalizar y separar el 4cido glutdmico y, 2) ajustar el pH de las
aguas madres, desde las cuales han sido separados los cristales de dei~
do glutédmico a un pH entre 5,5 y 7,5 ¥y cristalizar y separar el gluta-—
mato de cinc.

In la primera operacién del presente invento, el caldo de fermen-
tacién e ftratado con una solucién gque contiene 4cido mineral y gluta=~
mato de cinc para ajustar el pH de la solucién a entre 2,5 y 4,0. En
esta operacidén, el dcido glutdmico derivado del glutamato de cinc es
dtil para avmentar la relacidn de dcido glutdmico a impurezas en el cal-
do de fermentacién y el dcido mineral girve para ajustar el pH de dicho
clado de fermentacién (siendo usualmente su pH de 7 a 8) al punto iso-
eléctrico del dcido glutdmico. Los iones de cinc no tienen influencia
desfavorable sobre la cristalizacidén del dcido glutdmico y su coexis—
tencia no eg perjudicial. El gluftamato de cinc usado en esta primera
operacién puede prepararse por separado pero, lo mis preferible, es
usar el glutamato de cinc que se haya obtenido en una operacién 2) an-
terior del proceso. Los cristales del glutamato de cinc y el dcido mi-

" neral, de preferencia, se mezclan bien y se disuelven para formar una

solucién antes de que sean afiadidos al caldo de fermentacién. Esto se
hace para evitar la cristalizacidén parcial del &cido glutdmico al pH
de descomposicién del glutamato de cinc, que supondrian una contamina—
cién del dcido glutdmico cristalizado por los cristales de glutamato de
cinc y un n);enosca.bo del bdbito cristalino de los cristales de gluta=-
mato de cinc.

En la segunda operacién del procedimiento se recupera glutamato
de cinc de las aguas madres desde las cuales ha sido cristalizado el
dcido glutdmico y separado en la primera operacién y, con este fin, las
aguas madres se ajustan a un pH entre 5,5 y 7,5. Ia solubilidad del glu
tamato de cinc, como se describe luego, es minima en esta gama del pH
¥y el dcido glutfmico de un caldo de fermentacién puede recuperarse ahora,
de acuerdo con el invento, en tal grado de recuperacién como no podia
alcanzarse fdcilmente por ningin método conocido. Para el ajusie del pH,
se usan preferiblemente hidréxido de metal alcalino, agua amoniacal y

amonfaco 1liquido o gaseoso. Cuando la cantidad de iones de cinc (deri-
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vados del glutamato de cinc afiadido en la primera operacién) en las
aguas madres corresponde con la del glutamato de las aguas madres, no
es necesario un ajuste ulterior del piI. Cuando estdn presentes iones
de cinc insuficientes, deben aportarse iones de cinc adicionales, por
ejemplo, en forma de solucifn, o como cristales de una sal de cinc so-
luble en agua de un &cido inorgdnico u orgdnico o como sal de cinc do-
ble con tales sales de dcidos inorgénicos como el sulfato de amonio o
el de sodio. El ajuste del pH y la aportacién de iones de oinc pueden
llevarse a cabo en cualquier orden. El glutamato de cinc es diffcil-
mente soluble en agua en ciertas gamas del pH y hemos descubierto que
la variacién en la cantidad de glutamato que queda disuelto en las aguas
madres, en comparacién con el pH de la segunde operacidén del presente

invento (usando caldo de fermentacién como material de partida) es como

sigue:

T A B L A
valor de pH 4,5 5,0 545 6,7 Ts5 8,0
concentracién de
dcido glutémico. 3,3 1,3 0,5 0,3 0,6 5,0
(gramos/decilitro)

Por la tabla es evidente que el glutamato de cinc es sustancialmen-
te insoluble a pH 5,5-7,5, que casi la totalidad de é1 es recuperado
en forma de cristales y que puede obtenerse un gran rendimiento de recu-
peracién en esa gama del pH. El glutamato de cinc recuperado se usa en
la primera etapa de una operacién subsiguiente y, por consiguiente, el
dcido glutémico originalmente presente en el caldo de fermentacién pue=-
de ser recuperado ficilmente y en esencia por completo por la combina-
cién de las dos operaciones.

Como los cristales formados en ambas operaciones tienen un hfbito
cristalino superior, pueden separarse por decantacién o centrifugacién
utilizando la diferencia de peso especifico entre las células bacteriales
¥ los cristales. Gracias a tal separacién puede producirse un dcido glu—~



115

120

125

130

135

140

145

t4mico purisimo con wn gran rendimiento desde el oaldo de fermentacién
de acuerdo con el presente invento, sin tener que quitar anies las cé-
lulas bacterianas, que son diffciles de filtrar. Ademis, el procedimien—
‘to del presenie invento no supone operaciones molestas, tales como con-
centracién y descomposicién, y el dcido glutdmico cristalizado es pu~
risimo y, & lo sumo, estd ligeramente coloreado. Por ejemplo, pueden
emplearse los siguientes métodos para la separacién de los iones de cinc
que quedan en lag aguas madres de las cuales se han separado los cris-
tales de glutamato de cinc en la segundae operacién: (1) adsorcién y elu-
cién de los iones de cinc por un méiodo que utiliza resinas de intercam-
bio de iones, (2) cristalizacién ¥y separacién de iones de cinc en formas
tales como de sal doble de sulfato de amonic — sulfato de cinc o sulfato
de sodio - sulfato de cinc, (3) precipitacién y separacién de los iones
de cinc en forma de hidréxido de cinc por adicién de hidréxido de metal
alcalino o hidréxido de metal alcalino~térreo.

Los siguientes ejemplos ilustran el invento:
Ejemplo 1

24,5 Kg. (peso himedo) de oristales de glutamato de cinc obtenidos
en la segunda etapa de una operacidén anterior se mezclaron con 78,0 Kg.
de 4oido sulfirico al 30% y la solucién resultante se afiadié a 514 L.
(contenido de 4cido glutdmico: 34,2 kg.) de caldo de fermentacién para
ajustar el pH a 3,2. El caldo de fermentacién habia sido obtenido por
el procedimiento descrito en la memoria de la Patente britdnica ndmero
873.448. El dcido glutdmico oristalizado se separd de las aguas madres
gque contenian todavia células de bacterias por centrifugacidn, se lavé
con un peso igual de agua y se secd para obtener 34,4 Kg. de cristales
secog de dcido glutdmico con pureza de 97%. las aguas madres del dcido
glutdmico ¢que contenfan iones de cinc se trataron con 105 litros (con-
tenido de cinc: 6,35 kg.) de solucién acuosa de sulfato de cinc y lue-
go se ajusté a pH 6,4 con hidréxido sédico acuoso del 45%. Los crista-
les de glutamato de cinc eran buenos y se separaren utilizando la dife-
rencia de dengidad entre los cristales y lag células de bacterias para
obtener 24,5 kg. (peso himedo) de cristales que se usaron en la etapa de
cristalizacién del dcido glutdmico (primera etapa) de la operacién si~

guiente.,
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Ejemplo 2
Se realizd el mismo procedimiento gue en el ejemplo 1 con la excep—

cién de que se usaron 39,8 litros de 4cido clorhidrico concentrado en
lugar de 78,0 kg. de &cido sulfirico para obtener 34,4 kg. de cristales
de &cido I~glutdmico de 97% de pureza.

Ejemplo 3

El pH de 34,8 kilolitros de caldo de fermentacidn que se habia ob~
tenido por el procedimiento descrito en la memoria de la Patente briti-
nica n? 924.035 y que contenfan 1,75 toneladas de dcido glutdmico se
ajusté a 3,1 afiadiendo una solucién mixta de 1,99 toneladas de glutamato
de cinc (peso hﬁmed.o) obtenido en la segunda ebtapa de una operacién an-
terior, 7,14 kilolitros de 4eido sulfirico del 20,4% y 0,82 kilolitros
de aguas madres que contenfan 0,4 toneladas de 4cido glutdmico desde las
cuales se habia cristalizado glubamato monosédico. Se obtuvo dcido gluw
t4mico granular bueno con wn rendimiento de 1,98 toneladas (peso seco)

y pureza del 95%.

A las aguas madres desde las cuales se habfa separado el dcido glu-
tdmico se les afindieron 580 litros de amonfaco acuoso concentrado y 1,5
toneladas de sulfato de cinc para ajustar el pH a 6,5. Se obtuvieron bue-
nos cristales de gluta.ma.‘tio de cinc con un rendimiento de 1,99 toneladas
(peso hiimedo) que se usaron en la primera etapa de la operacién siguien-
te.

REIVINDICACIONES

1). Procedimiento para producir 4cido glutdmico de un caldo de fermenta-
oién caracterizado porque se trata el caldo de fermentacién conteniendo
&cido glutdmico con uma solucidn conteniendo glutamato de cine y 4cido
mineral pars ajustar el pH entre 2.5 y 4.0, cristalizando y separdndolo
el dcido glutdmico y ajustando el pH de ligquido madre del ocual han sido
separados los cristales de dcido glutdmico a un pH entre 5.5y 7.5 ¥
oristalizando y separando el glubtamato de cinc. '

2). Un procedimiento segin la reivindicacién 1), caracterizado porque el
glutamato de cinc afladido es el obtenido de una previa operacién.
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3). Un procedimiento segfin la reivindicacién 1), segin la descripcién he-

cha en cualquiera de los ejemplos.
4). "PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR ACIDO GLUTAMICO DE UN CALDO DE FERMEN-

TACION".
Esta Memoria consta de siete hojas foliadas y mecanografiadas por

Madrid,25 de Mayo de ﬁ :E
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un sélo lado de sus caras.
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