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La presente invencidn se refiere a perfecciona-

- mientos en la produccidén de écido L-glutémico mediante

. cultivo de un microorgesnismo productor de dcido I~glubami

. 0. Mds en particular, se refiere & la produccidén microbig

' 1égica de dcido I-glutémico usando 4cido acético como prip

f cipal fuente de carbono.

Antes de ahora, respecto & la producceidn de dci

do L-glutdmico, algunos metales han sido descritos como

: capaces de promover notablemente la fermentacidn, wusando

sacdridos como materia prima. Es decir, se sabe que el

- manganeso o cinc son eficaces para promover la produccidn
* del dcido & partir de azicares. Sin embargo, nadie ha su~

gerido hasta shora el cobre para tal fin.

Los autores de la presente invencidn han halla-

_ do shora que el cobre, cuando estd dispersado en concen-

: tracidn adecuada en los medios de cultivo, promueve es-

" pecificamente la produccién de dcido L-glutémico, y ‘bam-

. bién que el efecto del cobre es. particularmente extraordi
nario cuando se emplea dcido acético como fuente principal

 de carbono para el microorganismo productor de dcido I-glu

témico.
Por tanto, el principal objeto de la invencidn
es proporcionar un perfsccionamiento en el procedimien-

to para producir dcido L-glutémico por fermentacidn con

- un rendimiento elevado y constante del dcido.

Dicho objeto se consigue incorporando una can-—
tidad prescrita de cobre en el medio de cultivo para la
produceidn de dcido L-glutémico por fermentacidén median—

te el microorganismo. Diche incorporacidn se efectia usual

" mente afiadiendo al medio de cultivo una centided—ajustada
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‘de 1la fuente de cobre, y dejando luego que se disperse

el cobre en el medio.

Aunque se conocen hasta ahora muchos microorge=-

gnismos productores de dcido L-glutémico, segin se descri-
_be en las patentes EE.UU. n? 3.096.252 y 3.220.929, y en
;las patentes francesas ne 12546,260 y 1.580.214, etc, y
_aunque cualquiera de est0s nicroorganismos puede ser em-
"pleado, eminentemente el efecto de la invencidn se verd
~cuando se emplee un microorganismo que sea capaz de produ:
?cir doido L~glutémico usando dcido acético como fuente - |
;principal de carbono. Asi, se pueden mencionar a titulo de
?ejemplo los microorganismos de 1os géneros Brevibacterium,

Corynebacterium y Micrococcus. Mds especificamente, lag

cepas conocidas que se pueden emplear en la invencidn se

e jemplifican como sigues

Brevibacterium thiogenitelis No.594 (ATCC 19240)
Brevibacterium thiogenitelis D-248 (IFO 12331)
Brevibacterium thiogenitalis D-253 (IFO 12400)
Brevibacterium thiogenitalis D-254 (IFO 12401)
Brevibacterium flavum (ATCC 14067)
Brevibacterivm flavum BN-11 (IFO 12525)
Brevibacterium sp. 111~-509 (IFO 12332)
Corynebacterium sp. No.1602 (IFo 12399)
Corynebacterium sp. No.186 (Iro 12398)
Mierococcus glutemicus (ATCC 13032)

Micrococcus glutemicus No.534-MS-023 (IF0 12523)

Micrococcus glutemicus No.541l-MS-117  (IFO 12524)
Las abrevieturas "ATCG" e "IFO" de los paréntesis signi-
fican "Americaen Type Culture Collection", Meryland, EE.UU.,

e "Institute for Fermentation, Osaka", Osaka, Japdn, res-

- - 586831
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 pectivemente. Los nimeros unidos a las abreviaturas son

H

los mimeros de acceso de las cepas en los lugares especifi

' cados en gue estin depositadas, y por tanto aquellos orga-

nismos estén disponibles para cuslquiera que esié intere-
sado en y calificado para el campo de esta téenica.

" Pera incorporar cobre en el medio de cultivo se

. emplea cobre metélico y, més en generael, compuestos de

i

cobre, siempre que scen solubles en aguae @& la concentra-

' ¢idn deseada, dentro del intervelo especificado més adelap

' te. Tales compuestos pueden ser compuestos cuprosos (es de

cir, monovelentes) o cipricos (es decir, divelentes). En-
tre esos compuestos se encuentran los compuestos de cobre,
inorgdnicos u orgénicos, tan variedos como el sulfato de

cobre, cloruro de cobre bromuro de cobre, yoduro de cobre,

" $iocienato de cobre, éxido de cobre, hidrdxido de cobre,

cloruro de cobre amdnico, sulfuro de cobre, fosfato de cg

- bre, cerbonato de cobre, carbonato hidréxido de cobre,

" etilendieminotetrascetato de cobre, oxalato de cobre, citra

to de cobre, acetato de cobre y similares. Se pueden emplear,
si se deses, materisles que contienen cobre presente en
la naturaleza, %ales como grados de ligquido de maceracidn
de grano gue contienen cobre, productos secundarios de
destilacidn ricos en cobre, y éimilares, cbn preceaucio-
nes respecto a la concentracidén resultante de gobre dispex
gsado en el medio de cultivo. Desde luego, esos materiales
y/0 esos compuestos pueden ser empleados en combinacidn.

~ La concentracién de cobre a ajuster para la pro
duceidn de fcido I-glutdmico, como cobtre o catién cobre
en el medio de cultivo principal, es aproximedemente de

0,0705 a 1 ppm, y preferiblemente de aproximadamente O,0L
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a aproximadamente 0,5 ppm. —

Egos compuestos de cobre y/o materiales que con-
tienen cobre pueden ser afiadidos al medio de cultivo princi

pel en su preparacidén o en el curso del cultivo. Alternativa

-mente, se pueden tomar medidas tales que el cobre sea -

transferido junto con el organismo, desde el medio de'cmL'

tivo de siembre al medio de cultivo principal. Asi, se pue
}den emplear pera la adicidn cuglquier medio de incorpora-
:cién adecuado y cualquier momento adecuado, pero la adici5n
' debe hacerse antes de que haya produccién sustanciel de

“dcido L-glutédmico en el medio de cultivo principal.

Entre los ingredientes del medio a empleaf en

“la prdctica de la invencidn, ademds de los iones cobre,

" estén las fuentes de carbono y nitrdgeno, asi como otros

nutrientes. Entre las fuentes de carbono, el deido acético

~es particularmente beneficioso en cuanto al efecto de los

" iones cobre. Aunque el mecahismo exacto implicado estd ~ -

aun por dilucidar, parece que los iones cobre promueven
le actividad del sistema de enzimas responsable de la prg
duceidn de dcido L-glutdmico a partir de tal fuente de car
bono. Entre las fuentes de nitrogeno que se pueden utilizar
ventajosamente estén el amoniaco gasebso, amoniaco acuoso,
sales aménicas, urea y similarés. Entre las sales inorgé-
nicas que se pueden emplear se incluyen, entre otras, laes
gales de K, Mg, Mn, Fe, Ca y dcido fosforico. Si es nece-
sario, también se pueden incorporer otros nubrientes ta-
les como extracto de levadura, levadﬁra geca, liquido de
maceracidn de grano, ete.

Otras condiciones de cultivo, tales como el pH

del medio de cultivo, la temperatura de cultivo o el perio

s 386831



: do de cultivo, dependen més del microorgenismo éﬁpieadd,

i pero generalmenie son aproximademente de pH 6,5 & 9,5,

E 258C a 372C, y 20 & 60 hores, respectlivamente.

; A _La invencidn se describird mds por referencia
5° |a los siguientes ejemplos, que en forma alguna deben ser

: considerados como limitativos del émbito de la invencidn.

; En los ejemplos, asi como en lo que antecede, las abreviz
turas "ml%, “g", "mg", "y ", "rpm", "ppm" y "#" significen
mililitro(s), gremo(s), miligremo(s), gamma(s), revoluciones

10 i por minuto, parte(s) por millon y tanto por ciento, respeg
- tivamente. Los tantos por ciento relativos a los cOmpohen
; tes del medio de cultivo tienen como base el peso por bo-
i lumen, es decir gramos por decilitro, y . los tantos por
| cilento relativos a otros conceptos son en peso, & no ger
- 15 que se indique otra cosa.
Ejemplo 1
Unas porciones de 20 ml de un medlo de cultivo
de siembra consistente en glucosa (2,0%), urea (0,%5),
 KHPO, (0,1%), Mgs0y « THeO (.0,09;%), PeS0y. THQO (0,0L%),
20 © MnS04*4Ho0- (0,001%), moncestearato de polioxietilénsorbi
. tan* (0,02%), Cac03 (0,1%), oleato sédico (200 me/litro)
"y sgua fueron distribuidas en matraces cénicos de 200 ml,
f que luego fueron esterilizados de manera usual. Cada ma-
trez fué inoculedo con una de las cepas relacionadaes en
25 ~le tabla 1, y el matrez inoculado fué incubado en un agi-
- tador rotatorio a 200 rpm ¥ 289C durante 24 horas.
~ Independientemente, unas porciones de 50 ml de
" un medio de cultivo principal, consistente en acetato
aménico (1,24), KHpPO, (0,1%), MgS0,*THO (0,05 ), —-
30 § MnS0, < 4H,0 (0,001%), FeSO4'7H20 (0,01%), una centided -

22.12.70 . | 386831
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: yariable de cobre que se muestra en la table 1 (afiadido cg

‘mo CuS045H0), vitemine By (100 )/1litro), biotina (30 ¥/1i

tro), oleato sddico (200 mg/litro), rojo fenol™: (10 mg/li

i tro) y agua, fueron distribuidas en matraces cdnicos tapa-

?dos de 200 ml de capacidéd, que luego fueron esterilizadas.

‘Unas porciones de 3,5 ml del cultivo de siembra antes obte

nido fueron transferidas =z aquellos matraces, e incubades .

;a 3220 con agitacidn durente .48 horas. La fuente principal

. de carbono, dcido acético, fué introducida en cade matraz

‘en 30 porciones a intervalos de 1 hors, empezando a la 108

“hora de incubacidn, siendo cada porcidn de 0,% de dcido

~ecético en relacién al volumen inicial del medio de culti-

"vo. En total, el dcido ecético asi afindido mscendid al 155

en peso, en relacién al volumen iniciel del medio. Durante

el cultivo, el medio fué mentenido a pHde T7a 8§,5,.

con adicidn de una solucidn de smoniaco acuoso al 14%.

Los resultados ssi obtenidos se muestren en la
tabla 1.

¥ Disponible en el comercio, por ejemplo con l&.
marca registrada Tween 60, distribuida por Atlss Powder
Gompaﬁy, Wilmington, Delaware, EE.UU.

¥¥ Gomo indicedor del pH. Conocido como fenol-

sulfofteleina.
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Edjemplo 2

Unas porciones de 20 ml de un medio de cultivo

" de siembra consistente en glucosa (2,0%), urea (0,5),

" KHpPO, (0,7%%), MgS04°THo0 (0,05 ), Fes0y*THo0 (0,01%),

MnS0, *4H0 (0,001%), biotine (5 ¥/litro), vitemina By

. (100 ¥/1itro) y sgue fueron distribufdas en metraces cdni

. cos de 200 ml de capecidad, que luego fueron esterilizados.
~ Cada matrez fué inoculado con Brevibacteriun thiogenitalis
f n? 594 (ATCC 19?40), e incubado a 282C en um agitador T0-

. tatorio & 200 rpm durante 24 horas.

Independientemente, unas porciones de 50 ml de

- un medio de cultivo proncipel oons;stente en acetato amé-
" nico (1,2%), KHPO, (0,1%), Mgs0y*TH0 (Q,os%), MnS0y * 4Hy0
© (0,001%), PeSO,+TH20 (0,0%%), cobre (0,05 ppm,esfiadido en

" forma de scebabto ciprico), biotina (2 ¥/litro), vitamina

- Bq (100 ¥/Litro), rojo fenol (10 mg/litro) y agua fueron

" gistribuides en matraces cénicos tapados de 200 ml de ca-

pacidad, que luego fueron esterilizados. feda uno de los

~ metraces fué inoculado con 3,5.ml del cultivo de siembra

preperado antes, e incﬁbado por el método desecrito en el
e jemplo 1.

Bl rendiﬁiento obtenido usando cobre fué 4%,
basado en el fcido acético usado. En contreste, el rendl
miento conseguido sin adicidn de scetato de cobre fué .
Una porcidn de 1 litro del oeldo de cultivo obtenido con
adicidn de acetato de cobre fué centrifugada, para sepa-
rar los sélidos. ILuego se traté el celdo de menera
usuel para cristalizer écido I-glutémico, con lo que
se obtuvieron 50 g de cristales crudos de dcido I-glu
témico.

-9 -
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Ejemplo 3
Se siguieron los métodos del ejemplo 1, salvo
en que no se afiadid sal de cobre el medic de cultivo prip
cipal, sino que se incorporsron 2 ppm de cobre en el me=-
dio de cultivo de siembra (afiadido en forme de sulfato
ouprico), y que se usd Brevibacterium thiogenitelis D-248
(Iro 12331) como mieroorganismo slaborador, con Lo cuel
se obtuvo dcido glutdmico en rendimiento del 50%, basado
en el dcido acético usado. Se centrifugd 1 litro del cal-
do de cultivo resultante, pare seperer loz sélidos, y fud
tratedo de meneras ususl pars cristalizar Zcido L-glutdmi-
coy con lo que se obtuvieron 58 g de cristales crudos, de
geido I~glutdmico.
Ejemplo 4
Se siguieron métodos similsares = los descritos
en el ejemplo 1, salvo en que el medio de cultilvo de siep

bre consistié en glucosa (2,0%), uree (0,%), liguido de

" mecerscidn de gremo (1,0%), KH,PO4 (O,1%), 1gS0, * TH,0

(0,0%), CaCosy (0,1%), oleato sddico (200 mg/litro) y -
agua, y en qué se usé Brevibacterium thiogenitalis D-248
(IFO 12331) como microorganismo, y en que no se aiiadid
cobre 2l medio de cultivo principal. El rendimiento resul
tente de dcido Leglutémico fué 5%, en relacidn al dcido
acético usado. Los csldos fueron mezclados, y unz porcidn
de 1 litro de ellos fué tratada éegﬁn el metodo habi
tuel para cristelizar dcido L-glutémico, con lo que
ge obtuvieron 60 g de cristales crudos de dcido L-glu
témico.

Lz concentracidn de cobre en el liguido de ma=

ceracidn de grano antes empleado fué 75 ppm, lo que equi

“©- 386831
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3
b

vale a concentraciones de 0,75 ppm y 0,049 ppmmgﬂxigé.-

g medios de cultivo de siembra y de culdivo principel, res-

pectivamente.

Ejemplo 5

Los efectos del cobre fueron estudiados por los

f métodos expuestos en el ejemplo 4, salvo en que el conte-
 nido de cobre en el liguido de maceracidn de grano usado

. fué considerablemente menor. Asi, se incorporé en el medio

de ocultivo de siembre un liquido de maceracidén de grano

que contenia 5 ppm de .cobre, y los rendimientos de dcido’

' I-glutémico fueron compsrados entre el caldo de cultivo

obtenido sin adicidn de cobre el medio de siembra y el

celdo obtenido con adicidn de 1 ppm de cobre (afiedido co-

" mo cloruro ciprico). Se halld que los rendimientos, en re-

lacidn &l dcido acdtico usado, fueron 186 frente a 5074,
respectivamente.
Ejemplo 6
Se siguieron los méiodos del ejemplo 2, salvo
en que se usd como microorgenismo el Brevibacterium flavum
(ATCC 14067). Los rendimientos resultantes de dcido L-glu-
témico, en relacidn al dcido acético usado, fueron 29% con
el caldo de cultivo obtenido con adicidn de acetato cipri
co, y 4% con el caldo de cultivo obtenido sin adicidn de
cobre, respectiveamente..
Eiemplo 7
Se siguleron los métodos del ejemplo 2, salvo,
en que se usdé como microorganismo eIVMicrococcus glutami
cus (APCC 13032). Los rendimientos resultantes de deido
I-glutdmico, en relacidn al dcido acédtico usado, fueron

3% para el caldo de cultivo obtenido con adicién de acd

386831
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" yente de cobre, respeciivamente.

La presente-solicitud, que corresponde & la pre-
| senteda en Japon, el 25 de Diciembre de 1.969, bajo el N®
5 ; 10 4576/1969 se acoge a los beneficios del Articulo 51 del

: vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial

REIVINDICACIONES

10

Tos puntos de invencidn propia y nueva, que.se
. presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten

* te de Invencidn en Espaﬁa, por VEINTE afios, son los sigulen

15 tes:

1. Perfeccionamientos en un procedimiento psre
- producir écido L-glutémico por cultivo de un microorgenig

- mo productor de deido L-glutémico en un medio de cultivo
que comprende una fuente de carbono y una fuente de nitrd
20 | geno, los cuales perfeccionamientos comprenden atiadir co-
bre gl medioc de cultivo, y dejar que el cobre se disperse

en el medio de cultivo @ una concentracidén de aproximadz

mente 0,005 a 1 parte por milldn del medio.
2, Perfeccionemientos segin la reivindicacidn

25 1, donde la fuente de carbono es principalmente adido acg

3. Perfecoionamientos segin 1la reivindicacidn
1, donde la concentracidn del cation cobre en el medio es
de 0,01 a 0,5 partes por millon.

4. Perfeccionemientos en un procedimiento para

. 386831




producir dcido L-glutdmico por cultivo.

Tal y como se ha descrito en la Memoria gue: an-

5 tecede, y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de trece hojas escritas a
méquina por una sola cara.
Madrid, @ [ ;% i
&érb

L R i
P.A,

L
ussdia

i Lnafasaviit
For FouM.
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