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La presente invención se r e f ie re  a perfecciona- 
: mientos en l a  producción de ácido L-glutámico mediante 

cu ltiv o  de un microorganismo productor de ácido L-glutami 
; co. Más en p a r t ic u la r , se r e f ie r e  a l a  producción microbio 
' ló g ica  de ácido L-glutámico usando ácido acético  como pri&
! c ip a l fuente de carbono.

Antes de ahora, respecto  a l a  producción de áci 
! do L-glutám ico, algunos m etales han sido d esc rito s  como 
: capaces de promover notablemente l a  ferm entación, usando 

sacáridos como m ateria prima. Es d ec ir , se sabe que e l 
manganeso o cinc son eficaces para promover l a  producción 

' del ácido a p a r t i r  de azúcares. Sin embargo, nadie ha su­
gerido h asta  ahora e l cobre para t a l  f in .

Los autores de l a  presente invención han h a lla ­
do ahora que e l  cobre, cuando e s tá  dispersado en concen­
tra c ió n  adecuada en lo s  medios de cu ltiv o , promueve es­
pecíficam ente l a  producción de ácido L-glutám ico, y tam- 

. bien que e l e fec to  del cobre es .particu la rm en te  ex trao rd i 
nario  cuando se emplea ácido acético  como fuente p rin c ip a l 
de carbono para e l microorganismo productor de ácido L-glu 
támico.

Por tan to , e l p rin c ip a l objeto  de l a  invención 
es proporcionar un perfeccionam iento en e l  procedimien- 

. to  para producir ácido L-glutámico por ferm entación con 
un rendim iento elevado y constante del ácido.

Dicho objeto  se consigue incorporando una can­
tid ad  p re s c r i ta  de cobre en e l  medio de cu ltiv o  para l a  
producción de ácido L-glutámico por ferm entación median­
te  e l microorganismo. Dicha incorporación se efec túa  usual 
mente añadiendo a l medio de cu ltiv o  una can tidad-ajustada386831
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áe l a  fuente.de cobre, y dejando luego que se disperse 
e l cobre en e l medio.

Aunque se conocen hasta  ahora muchos microorga­
nismos productores de ácido L-glutámico, según se d escri­
be en la s  paten tes EE.UU. nS 3*096.252 y 3.220.929, y en 
la s  paten tes francesas nS 1.546.260 y 1.580.214, e tc , y 
aunque cualquiera de esto s microorganismos puede se r em­
pleado, eminentemente e l efecto  de l a  invención se verá 
cuando se emplee un microorganismo que sea capaz de p rodu ­
c i r  ácido L-glutámico usando ácido acético  como fuente -  
p rin c ip a l de carbono. Así, se pueden mencionar a t í tu lo  de 
ejemplo lo s  microorganismos de lo s  géneros Brevibacterium, 
Corynebacterium y Micrococcus. Más específicam ente, la s  
cepas conocidas que se pueden emplear en l a  invención se 
e jem plifican  como sigue:

Brevibacterium th io g e n ita lis  No.594 
Brevibacterium  th io g e n ita lis  D-248 
Brevibacterium  th io g e n ita lis  D-253 
Brevibacterium th io g e n ita l is  D-254 
Brevibacterium flavum
Brevibacterium flavum BN-11
Brevibacterium sp.' 111-S09
Corynebacterium sp. No.1602
Corynebacterium sp. No.186
Micrococcus glutamicus 
Micrococcus glutamicus No.534-MS-023 
Micrococcus glutamicus No.541-MS-ll7 

Las ab rev ia tu ras "ATCC" e "IFO" de lo s  p a rén tes is  s ig n i­
fican  "American Type Culture C o llection", Maryland, EE.UU., 
e " In s t i tu te  fo r Fermentation, Osaka", Osaka, Japón, re s -

(ATCC 19240) 
(IFO 12331) 
(IFO 124 00) 
(IFO 12401) 
(AICC 14067) 
(IFO 12525) 
(IFO 12332) 
(IFO 12399) 
(IFO 12398) 
(ATCC 13032) 
(IFO 12523) 
(IFO 12524)

-  3 - 386831
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pectivam ente. Los números unidos a la s  ab rev ia tu ras son 
- lo s  números de acceso de la s  cepas en lo s  lugares e sp e c if i  
' cados en que e s tán  depositadas, y por tanto  aquellos orga- 
: nismos es tán  d isponib les para cualquiera que e s té  in te re -  
 ̂ sado en y ca lific ad o  para e l campo de e s ta 'té c n ic a .

Para incorporar cobre en e l medio de cu ltiv o  se 
emplea cobre m etálico y, más en general, compuestos de 

¡ cobre, siempre que sean so lubles en agua a l a  concentra­
ción deseada, dentro del in te rv a lo  especificado  más adelas 

[ t e .  Tales compuestos pueden se r compuestos cuprosos (es de 
¡ o ir ,  monovalentes) o cúpricos (es d ec ir , d iv a le n te s ) . En­

t r e  esos compuestos se encuentran lo s  compuestos de cobre, 
inorgánicos u orgánicos, tan  variados como e l su lfa to  de 
cobre, cloruro de cobre bromuro de cobre, yoduro de cobre, 
tio c ia n a to  de cobre, óxido de cobre, hidróxido de cobre, 
cloruro  de cobre amónico, su lfu ro  de cobre, fo sfa to  de co 
b re , carbonato de cobre, carbonato hidróxido de cobre, 
e tilen d iam in o te traace ta to  de cobre, oxalato de cobre, o i t r a  
to  de cobre, ace ta to  de cobre y s im ila re s . Se pueden emplear, 
s i  se desea, m ate ria les que contienen cobre presente en 
l a  n a tu ra leza , ta le s  como grados de líq u id o  de maceración 

: de grano que contienen cobre, productos secundarios de 
d e s tila c ió n  r ic o s  en cobre, y s im ila re s , con precaucio­
nes respecto  a l a  concentración re su lta n te  de cobre dispegi 
sado en e l  medio de c u ltiv o . Desde luego, esos m ateria les 

. y/o esos compuestos pueden se r empleados en combinación.
La concentración de cobre a a ju s ta r  para l a  prq 

ducción de ácido L-glutám ico, como cobre o ca tión  cobre 
en e l medio de cu ltiv o  p rin c ip a l, es aproximadamente de 
0,005 a 1  ppm, y preferiblem ente de aproximadamente 0 ,0 1

396831
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¿4 0
a aproximadamente 0, 5 ppm.

Esos compuestos de cobre y/o m ateria les que con 
tien en  cobre pueden se r añadidos a l medio de cu ltiv o  p rin c i 
pal en su preparación o en e l  curso del cu ltiv o . A lternativa  
mente, se pueden tomar medidas ta le s  que e l cobre sea -  
tra n s fe r id o  junto con e l organismo, desde e l medio de cuí. 
tiv o  de siembra a l  medio de cu ltiv o  p rin c ip a l. Así, se pue 

. den emplear para l a  ad ición  cualquier medio de incorpora­
ción adecuado y cualquier momento adecuado, pero l a  adición 
debe hacerse antes de que haya producción su stan c ia l de 
ácido L-glutámico en e l  medio de cu ltiv o  p rin c ip a l.

Entre lo s  ingred ien tes del medio a emplear en 
l a  p rá c tic a  de l a  invención, además de lo s  iones cobre,

' es tán  la s  fuentes de carbono y nitrógeno, a s í  como o tros 
n u tr ie n te s . Entre la s  fuentes de carbono, e l ácido acético  
es particu larm ente beneficioso en cuanto a l efecto  de lo s  
iones cobre. Aunque e l  mecahismo exacto implicado e s tá  -  
aún por d ilu c id a r , parece que lo s  iones cobre promueven 
l a  ac tiv id ad  del sistem a de enzimas responsable de l a  pro 
ducción de ácido L-glutámico a p a r t i r  de ta l  fuente de ca;r 
bono. Entre la s  fuentes de nitrógeno que se pueden u t i l i z a r  
ventajosamente están  e l amoniaco gaseoso, amoniaco acuoso, 
sa les  amónicas, urea y s im ila re s . Entre la s  sa les  inorgá­
n icas que se pueden emplear se incluyen, en tre o tra s , la s  
sa les  de If, Mg, Mn, Fe, Ca y ácido fo sfó rico . Si es nece­
sa r io , también se pueden incorporar o tros n u trien te s  ta ­
le s  como ex trac to  de levadura, levadura seca, líq u id o  de 
maceración de grano, e tc .

Otras condiciones de cu ltiv o , ta le s  como e l pH 
del medio de cu ltiv o , l a  tem peratura de cu ltiv o  o e l perio

386831
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' pero generalmente son aproximadamente de pH 6 ,5  a 9 ,5 ,
¡ 25SC a 37ac, y 20 a 60 horas, respectivam ente.
¡ . La invencián se d e sc rib irá  más por re fe re n c ia
¡ a lo s  s ig u ien tes  ejemplos, que en forma alguna deben se r 
' considerados como lim ita tiv o s  del ámbito de l a  invención.
, En lo s  ejemplos, a s í como en lo  que antecede, la s  abrevia 
: tu ra s  "mi", "g", "mg", " Y " , "rpm", "ppm" y "%" s ig n if ic a n  
! m i l i l i t r o ( s ) ,  gramo(s), m iligram o(s), gamma(s), revoluciones 

por minuto, p a r te (s )  por m illón  y tan to  por c ien to , respeg.
: tivam ente. Los tan to s por cien to  re la t iv o s  a lo s  componen 
= te s  del medio de cu ltiv o  tien en  como base e l peso por vo­

lumen, es dec ir gramos por d e c i l i t r o ,  y lo s  tan to s por 
ciento  re la tiv o s  a o tro s conceptos son en peso, a no ser 
que se indique o tra  cosa.

Eñemnlo 1
Unas porciones de 20 mi de un medio de cu ltiv o  

de siembra consisten te  en glucosa ( 2 ,C%), u rea ( 0 ,% ) ,
' KHgPÔ  (0,1%), MgSO^HgO (0 ,0 % ), FeSO^. 7HgO (0,01%), 

MnS04*4H20- ( 0 , 001%), monoestearato de p o lio x ie tile n so rb i 
tán* ( 0 , 02%), CaOÔ  (0 , 1%), o leato  sódico (200 m g /litro ) 
y agua fueron d is tr ib u id a s  en m atraces cónicos de 200 mi, 
que luego fueron e s te r i l iz a d o s  de manera u su a l. Cada ma­
tra z  fuá inoculado con una de la s  cepas relacionadas en 
l a  ta b la  1 , y e l matraz inoculado fuá incubado en un ag i­
tador ro ta to r io  a 200 rpm y 28SC durante 24 horas.

Independientemente, unas porciones de 50 mi de 
un medio de cu ltiv o  p r in c ip a l, consisten te  en aceta to  
amónico ( l , 2%), EHgPÔ  ( 0 ,1%), MgSO^HgO (0 , 0% ), — 

i MnSO^HgO (0,001%), FeS0^'7Hg0 (0,01%), una cantidad -38683130
22.12.70
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¡v a riab le  áe cobre que se muestra en l a  tab la  1  (añadido co 
'mo CuS0^*5H20), vitam ina (100  y / l i t r o ) ,  b io tin a  (30 ?$/íi 
' t r o ) ,  o leato  sódico (200 m g /litro ) , ro jo  fenol** (10  m g/li 
¡ t r o )  y agua, fueron d is tr ib u id a s  en matraces cónicos tapa- 

3 ; dos de 200 mi de capacidad, que luego fueron e s te r i l iz a d o s .
Unas porciones de 3,5  mi del cu ltiv o  de siembra antes obte 
nido fueron tra n s fe r id a s  a aquellos m atraces, e incubadas 
a 32SC con ag itac ió n  durante 48 horas. La fuente p rin c ip a l 

i de carbono, ácido acé tico , fue in troducida en cada matraz 
10 ¡en 30 porciones a in te rv a lo s  de 1  hora, empezando a l a  10á 

hora de incubación, siendo cada porción de 0 ,%  de ácido 
: acético  en re lac ió n  a l volumen in ic ia l  del medio de c u l t i ­
vo. En to t a l ,  e l ácido acético  a s í  añadido ascendió a l 1% 
en peso, en re lac ió n  a l volumen in ic ia l  del medio. Durante 

15 e l  cu ltiv o , e l  medio fué mantenido a pH de 7 a  8,5,
con adición  de una solución de amoniaco acuoso a l 14%.

Los resu ltad o s a s í  obtenidos se muestran en l a
ta b la  1 .

^ Disponible en e l comercio, por ejemplo con l a  
20 marca re g is tra d a  Tween 60, d is tr ib u id a  por A tlas Powder

Company, Wilmington, D elatare , EE.UU.
Como indicador del pH. Conocido como fenol -  

su lfo f ta le ín a .

-  7 -
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Unas porciones de 20 mi de un medio de cu ltivo  
de siembra consisten te  en glucosa ( 2 ,C%), urea ( 0 ,% ) , 
KH2PO4 ( 0, 1%), MgS04*7H20 ( 0 , 0 % ), FeS04*7H20 ( 0 , 01%), 

NnSO^HgO (0,001%), b io tina  (5 ^ / l i t r o ) ,  vitam ina B-¡
(100  * y /litro ) y agua fueron d is tr ib u id a s  en matraces cóni 
eos de 200 mi de capacidad, que luego fueron e s te r il iz a d o s . 
Cada matraz fue inoculado con B revibacteriun  th io g e n ita lis  
nS 594 (ATOO 19240), e incubado a 28SC en un ag itador ro ­
ta to r io  a 200 rpm durante 24 horas.

Independientemente, unas porciones de 50 mi de 
un medio de cu ltivo  pronoipal consistente en aceta to  amó­
nico (1,2%), KH2PO4 (0,1%), MgS04 ' 7H20 (0 ,0 % ), MnS04*4H20 

( 0 , 001%), FeS04 ' 7H20 ( 0 , 01%), cobre (0,-05 ppm,añadido en 
forma de aceia to  cúprico), b io tin a  ( 2 Y )/litro ), vitamina 

( lO O Í / l i t r o ) ,  ro jo  fenol (10 m g /litro ) y agua fueron 
d is tr ib u id a s  en matraces cónicos tapados de 200 mi de ca­
pacidad, que luego fueron e s te r i l iz a d o s . Cada uno de lo s  
matraces fue inoculado con 3 ,5 .mi del cu ltivo  de siembra 
preparado an tes, e incubado por e l método d esc rito  en e l 
ejemplo 1 .

El rendimiento obtenido usando cobre fue 42%, 
basado en e l ácido acético  usado. En co n traste , e l ren d í 
miento conseguido s in  adición de acetato  de cobre fue %. 
Una porción de 1 l i t r o  del caldo de cu ltivo  obtenido con 
adición de aceta to  de cobre fue cen trifugada, para sepa­
r a r  lo s  só lid o s. Luego se t ra tó  e l caldo de manera 
usual para c r i s ta l i z a r  ácido. L-glutámico, con lo  que 
se obtuvieron 50 g de c r is ta le s  crudos de ácido L-glu 
támico.

386831
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Enemnlo 1 ""
Se sigu ieron  lo s  métodos áel ejemplo 1, salvo 

en que no se añadió sa l de cobre a l medio de cu ltiv o  priR 
c ip a l , sino que se incorporaron 2 ppm de cobre en e l  me­
dio de cu ltiv o  de siembra (añadido en forma de su lfa to  
oúprico), y que se usó Brevibaoterium th io g e n ita l is  D-248 
(IFO 12331) como microorganismo elaborador, oon lo  ouel 
se obtuvo ácido glutámico en rendim iento del 5C%, basado 
en e l ácido acético  usado. Se cen trifugó  1 l i t r o  del ca l­
do de cu ltiv o  re su lta n te , para separar lo s  só lid o s, y fuá 
tra tad o  de manera usual para c r i s t a l i z a r  ácido L-glutám i- 
co, con lo  que se obtuvieron 58 g de c r is ta le s  crudos.de 
ácido L-glutám ico.

Ejemplo 4
Se s igu ie ron  métodos sim ila res a lo s  d esc rito s  

en e l ejemplo 1, salvo en que e l medio de cu ltivo  de s ien  
bra co n s is tió  en glucosa (2,C%), urea (0,3%), líq u id o  de 
maceración de grano (1,C%), KH2PO4 (0,1%), MgSO '̂THgO 
(0 ,0 % ), CaCÔ  (0,1%), o leato  sódico (200 m g /litro ) y -  
agua, y en que se usó Brevibaoterium th io g e n ita l is  D-248 
(IFO 12331) como microorganismo, y en que no se añadió 
cobre a l medio de cu ltiv o  p rin c ip a l. El rendim iento re s u í  
tan te  de ácido L-glutámico fué 51%, en re lac ió n  a l ácido 
acé tico  usado. Los caldos fueron mezclados, y una porción 
de 1 l i t r o  de e llo s  fué tra ta d a  según e l método habí 
tu a l para c r i s t a l i z a r  ácido L-glutám ico, con lo  que 
se obtuvieron 60 g de c r is ta le s  crudos de ácido L-glu, 
támico.

La concentración de cobre en e l líq u id o  de ma­
ceración de grano antes empleado fué 75 ppm, lo  que equi
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vale a concentraciones de 0,75 ppm y 0,049 ppm en lo s  -  
; medios de cu ltiv o  de siembra y de cu ltiv o  p rin c ip a l, re s -  
; pectivamente.

Ejemplo 5
Los efec tos del cobre fueron estudiados por lo s  

; métodos expuestos en e l  ejemplo 4, salvo en que e l conte- 
¡ nido de cobre en e l líq u id o  de maceración de grano usado ; 

fue considerablemente menor. Así, se incorporó en e l medio 
de ou ltivo  de siembra un líqu ido  de maceración de grano 

 ̂ que contenia 5 ppm de.cobre, y lo s  rendim ientos de ácido '
: L-glutámico fueron comparados en tre  e l caldo de cu ltivo  

obtenido s in  adición de cobre a l medio de siembra y e l 
caldo obtenido con ad ición  de 1 ppm de cobre (añadido co­
mo cloruro cúprico ). Se h a lló  que lo s  rendim ientos, en re ­
lac ió n  a l ácido acético  usado, fueron 1E% fren te  a 50%, 
respectivam ente.

Ejemplo 6
Se sigu ieron  lo s  métodos del ejemplo 2, salvo 

en que se usó como microorganismo e l Brevibacterium fLavum 
(ATOO 14067). Los rendim ientos re su lta n te s  de ácido L-glu- 
támico, en re lac ió n  a l acido acético  usado, fueron 29% con 
e l caldo de cu ltiv o  obtenido con ad ición  de aceta to  cúpri 
co, y 4% con e l  caldo de cu ltivo  obtenido s in  ad ic ión  de 
cobre, respectivam ente.

Ejemplo 7
Se sigu ieron  lo s  métodos del ejemplo 2, salvo, 

en que se usó como microorganismo e l Micrococcus glutami 
cus (ATOO 13032). Los rendim ientos re su lta n te s  de ácido 
L-glutámico, en re la c ió n  a l ácido acético  usado, fueron 
33% para e l caldo de cu ltiv o  obtenido con adición de ac¿

38683^
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ta to  cúprico, y % para e l  caldo de cu ltivo  s in  co n s titu ­
yente de cobre, respectivam ente.

La presente so lic i tu d , que corresponde s l a  pre­
sentada en Japón, e l 25 de Diciembre de 1.969, bajo e l  NB 
10 4578/1969 se acoge a lo s  beneficios del A rtícu lo  51 del 
v igente E s ta tu to  sobre Propiedad In d u s tr ia l

R E I V I N D I C A C I O N E S

Los puntos de invención propia y nueva, que.se 
presentan  para que sean objeto de es ta  so l ic i tu d  de Pateg, 
te  de Invención en España, por VEINTE años, son lo s  sigu ien  
te s :

1. Perfeccionam ientos en un procedimiento para 
producir ácido L-glutámico por cu ltiv o  de un microorganis. 
mo productor de ácido L-glutámico en un medio de cu ltiv o  
que comprende una fuente de carbono y una fuente de n i t ro  
geno, lo s  cuales perfeccionam ientos comprenden añadir co­
bre a l medio de cu ltiv o , y d e ja r que e l cobre se d isperse 
en e l medio de cu ltiv o  a una concentración de aproximada 
mente 0,005 a 1 parte  por m illón del medio.

2. Perfeccionam ientos según la  re iv in d icac ió n  
1. donde l a  fuente de carbono es principalm ente acido acá
ico .

3. Perfeccionam ientos según l a  re iv in d icac ió n
1, donde l a  concentración del ca tión  cobre en e l medio es 
de 0,01 a 0,5 p a rte s  por m illón .

4. Perfeccionam ientos en un procedimiento para



producir ácido L-glutámico por cu ltiv o . <- "
Tal y como se ha d esc rito  en la  Memoria que:an- 

 ̂ teoede, y con lo s  fin es  que se han especificado .
Esta Memoria consta de trece  hojas e s c r i ta s  a 

5 . máquina por una so la  cara.
Madrid, ^  ^ 

P.A.
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