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1 ^  - Esta invención ae refiere a un método pora

producir acido L-glutamico por fermentación y, en partícula}, 

se refiere a un método para producir acido L-glutémico, uti 

liz^ndo el azúcar de las melazas como fuente de carbono.

En el método de producción de acido L-gluta- 

mico por fermentación, en el que se utilizan melazas de re- 

nolácha-o de cana de azúcar como fuente de carbono, la bio- 

tina, que esta contenida con exceso en las melazas, disminu 

ye ponsiderablemente e¡i rendimiento de acido L-glutémico.

10 ?on el fin de suprimir la influencia de la biotina en exceso 

sobre la producción de ácido L-glutémico, se añaden al medió 

de fermentación agentes tensioactivos o penicilinas, durante 

a fase logarítmica de crecimiento de la bacteria productora 

del acido L-glutémico. ***"

1$ Por otra parte, usualmente la fuente de car­

bono se alimenta al medio de fermentación durante el culti­

vo, para aumentar la cantidad de fuente de carbono utiliza 

da y, por consiguiente, la cantidad de ácido L-glutémico.act 

mulada:. Sin embargo, cuando'se alimentan melazas al medió d;e 

20 fermentación, se lleva también al medio de fermentación is. 

biotina de las melazas y la biotina de nueva aportación infl 

ye también sobra la producción de ácido L-glutsmico.

Por las razones anteriores, cuando se alimen­

tan melazas al medio de fermentación, son necesarias cantida 

25 3es adicionales de agentes tensioactivos o penicilinas, para 

mprimir la biotina de nueva aportación, o se suplementan 

os agentes tensioactivos o las penicilinas cuando se alimen 

tan las melazas. El uso adicional de agentes tensioactivos 

o penicilinas, caros, cuesta muchísimo.

50 . ' El objeto más importante de esta invención
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-es, por lo tanto, encontrar un nuevo procedimiento median­

te el cual puedan alimentarse melazas que contienen una ex 

cesiva cantidad de biotina, al medio de fermentación, sin 

hacer disminuir los rendimientos de ácido L-glutámico y sin 

utilizar los agentes tensioactivos o penicilinas de alto 

precio.

. Se encuentra ahora que se pueden alimentar 

las melazas al medio de fermentación, sin disminuir el ren­

dimiento de acido L-glutámico y sin utilizar adicionalmente 

los caros agentes tensioactivos o penicilinas, iniciando el 

cultivo de una bacteria productora de ácido L-glutámico en 

un medio de fermentación que contiene azúcar de melazas en 

una cantidad del 5 al 10% en peso y a una temperatura de 30 

a 33-C, añadiendo a dicho medio de fermentación una cantidad 

eficaz de agente tensioactivo o penicilinas durante la fase 

Logarítmica de crecimiento de dicha bacteria, alimentando 

3zúcar de melazas al medio de fermentación en una concentra­

ron del 2 al 8% en peso de azúcar, cuando la concentración 

del azúcar en el medio de fermentación cae por debajo del.2% 

;n peso, y aumentando la temperatura de dicho medio de fer­

mentación, después de o durante le alimentación del azúcar, 

en l a 2^0.

Las bacterias productoras de ácido L-glutámi, 

co utilizadas en esta invención, son bacterias aerobias, qus 

no forman esporas, grampositivas y en forma de bastoncillos, 

denominadas bacterias coryneformes y necesitan, además, bio 

tina para su crecimiento, incluyendo, por ejemplo: 

Brevibacterium di*, aricatum - ATCC 14020

Brevibacterium flavum ATCC 13826

Brevibacterium lactofermentum ATCC 13369
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Brevibacterium saccharolyticum ATCC 14066

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870 

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 y

Corynebacterium lilium ATCC 15990

Los medios de fermentación en los que se 

inicia el cultivo de la batería, son los convencionales, a 

excepción de que los mediop contienen melazas, como fuente 

de carbón, en una proporción de 5 a 10% en peso de azúcar 

de melazas.

Las melazas utilizadas como fuente de carb¿ 

no de esta invención, son las melazas de remolacha y de ca­

ña de azúcar.

Durante el cultivo, se añaden al medio de 

fermentación agentes tensioactivos o penicilinas, para supri 

nir la influencia de la biotina excesiva. Aunque las canti­

dades de agentes tensioactivos y de penicilinas añadidas al 

íiedio de fermentación, varían con la concentración de: bioti- 

ia del medio de fermentación y can otras condiciones de la 

fermentación, las cantidades de agentes tensioactivos son 

ísualmente entre 0,00 y 0,4 g/dl, la cual cantidad es menos 

<ie la mitad que en el método conocido, y las cantidades de 

penicilina están comprendidas entre 1 y 3 Ul/ml.

Los agentes tensioactivos preferidos son los 

agentes tensioactivos no iónicos, tales como ásteres alcohó 

licos de ácidos grasos superiores. La palabra penicilinas 

se utiliza en 3u sentido más amplio en esta invención, inclu 

yendo las penicilinas biosintáticas y las sintéticas.

Cuando la concentración de azúcar en el medie 

de fermentación cae hasta un nivel inferior al 2% en peso,

Brevibscterium roseum ATCC 13825
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jse alimentan melazas al medio de fermentación con una con­

centración del 2 al 8% en peso de azúcar. La alimentación 

de melazas se efectúa repetidamente hasta que se han alimen 

tado de 14 a 22 gramos de azúcar por volumen final del me­

dio de fermentación.

Inicialmente, la temperatura del medio de fei 

mentación se ajusta hasta un nivel de 30 a 33^c. Después, 

cuando se alimentan las melazas, se aumenta la temperatura 

en 1 a 3-, durante o después de la alimentación del azúcar 

Te melazas. Preferiblemente, la temperatura no excede de 39-b, 

¡uando se ha completado la alimentación de azúcar.

La fermentación se realiza como es usual, en 

ondiciones aerobias, ajustando el pH a 7-8, preferiblemente 

< on amoniaco gaseoso.

La fermentación se termina cuando se han ali­

mentado y consumido de 14 a 22 gramos de melazas, en forma 

de glucosa, por volumen final de medio de fermentación, y 

del caldo de cultivo resultante se recoge el acido L-gluta- 

mico acumulado, por un método convencional.

De acuerdo con el método de esta invención, 

no solamente se reducen las cantidades de agentes tensioacti 

vos o de penicilinas necesarias para suprimir la biotina en 

axceso, sino que también se puede obtener un rendimiento muy 

^levado de ácido L-glutémico.

Ejemplo 1 (Comparativo)

H o j i  ttán i 4

Medio de cultivo de

siembra

Medio de fermentación

Sacarosa 

Azúcar de me 

lazas de caña

2,5 (como glucosa)

6,0
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Urea 

KH2PO4 
MgS0^.7H^0 

FeSO^.^J 

I.!nS0^.4Hp0 

Hidrolizado de pro- 

teína de soja 

Tiamina.HC1 

Bijotina

0,2 % (en peso)

0,1 " ( 

Ó,04 %( 

0,001"( 

0 ,001"(

0,2 % (en pe ¡o)

0,08 %( " 

0,0C2"( " 

0,002"( "

0,2 " ( " ) 0,5 " (

200 /ig/1 200 jag/i

3C0 "

En 300 mi de medio de fermentación colocado: 

en un Termentador de 1 litro, se incubó Brevibacterium lac-1 

tofermentum ATCC 13369, cultivado previamente en el medjo 

de cultivo de siembra mencionado arriba, a 31-C, durante* 

horas. . .

La-fermentación se realizó por vía aerobia,

ajustando el pH del medio a 7)9 con amoníaco gaseoso, y lo

temperatura a 31,5-C. Cuando la densidad óptica a 562 mp

de una dilución de 26 veces del medio de fermentación alean

zó el valor de 0,60, se añadió monopalmitato de polioxi-etil

ensorbitan, hasta un contenido de 0,6 g/dl, al medio de-fer
* *.

mentación.

La concentración de azúcar en el medio de 

fermentación cayó a 0,5 g/dl y se alimentaron al fermenta- 

dor 40 mi de melazas de caña (conteniendo 17 g de azúcar). 

Después, la concentración de azúcar cayó dos veces hasta 

0,5 g/dl, y se alimentaron, dos veces, 40 mi de melazas de 

caña de azúcar.

El volumen del medio de fermentación resultó 

finalmente de 420 mi; y la cantidad total de azúcar utiliza 

da fue de 68,9 g* .

)

)

)
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Al cabo de 30 horas de cultivo desde la ini­

ciación, se produjeron 33,1 g de ácido L-glutómico.

Ejemplo 2.

En el método descrito en el Ejemplo 1, se- 

utilizaron 0,2 g/dl de monopalmitato de polioxietilensorbi- 

tan, en lugar de 0,6 g/dl.

Se alimentó al medio de fermentación, de la 

misma manera, la misma cantidad de azúcar de melazas de cañr, 

a excepción de que cuando se alimentaron las melazas de caris, 

se aumentó la temperatura hasta 33,5-C, 35,5^0 y, finalmente, 

57,5-C.

Al cabo de 29 horas de cultivo desde la ini- 

:iación, se produjeron 37,0 g de acido L-glutómico. Del caí­

to de fermentación se recogieron 33,3 g de acido L-glutómico, 

sor un método convencional.

Ejemplo 3

(Comparativo)

En el medio de fermentación mostrado en el -. 

Ejemplo 1, se utilizaron 10 g/dl de azúcar de melazas de rg 

molacha, en lugar de 6 g/dl de azúcar de melazas de caria.

En 300 mi del medio de fermentación, colocado: 

en un fermentador de 1 litro, se inoculó brevibacterium fia 

vum ATCC 14067, previamente cultivado en el medio de cultiv( 

de siembra indicado en el Ejemplo 1, a 3 1 durante 18 hora:.

La fermentación se realizó por vía aerobia, 

ajustando el pH del medio a 7,9 con amoníaco gaseoso, y la 

temperatura a 30-C.

Se añadió al medio penicilina O (2 Ul/ml) cuan 

3o la densidad óptica a 562 mp en una dilución de 26 veces 

3el medio, alcanzó el valor de 0,70.

6
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- La concentración de azúcar en el medio de

Brmentación llegó a ser de 1,0 g/dl, y se alimentaron al 

fermentador 38 mi de melazas de remolacha (conteniendo 14,5 

g ^e azúcar). Después, la concentración de azúcar llegó a 

ser nuevamente de 1,0 g/dl, y se alimentaron al fermentador 

37 mi de melazas de remolacha (conteniendo 14,0 g de azúcar 

Al cabo de 42 horas de cultivo desde la ini­

ciación de la fermentación, se acumulan en el caldo de fer­

mentación 8,7 g/dl de acido L-glutamico (siendo el rendimier 

to de 55,7%).
' . )

Ejemplo 4. . j

En el método que se ha descrito en el Ejemplo 

5, se utilizó una Ul/ml de penicilina, en lugar de 2 Ul/ml, y 

cuando se alimentaron las melazas de remolacha, se aumentó 

m  1,5-C la temperatura de fermentación.

Al cabo de 40 horas de cultivo desde la ini­

ciación de la fermentación, se acumularon 10 g/dl de acidó
* **"

L-glutamico (siendo el rendimiento del 64%).

Ejemplo 5.
+

En el método mencionado en el Ejemplo 2, se**J 

ajustó la temperatura de cultivo inicialmente a 52,5°C, y 1: 

alimentación de las melazas de caña se realizó de la manera 

siguiente: Una porción de 20 mi de melaza de caña, contenier 

5o 8,5 g de azúcar, se alimento en el fermentador, 6 veces, 

cuando la concentración de azúcar en el medio de fermentación 

cayó a 0,5 g/dl. Y cuando se alimentaron las melazas de cana, 

3e aumentó la temperatura de cultivo en 1,0-C. Finalmente,

.a cantidad total de azúcar utilizada fue de 77 g, el volu­

men total del medio de fermentación, resultó de 420 mi,, y la 

temperatura llegó a los 37,5-C.

24117
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Al cabo de 30 horas de cultivo desde la ini 

ciacion, se produjeron 37,8 g de acido L-glutamico.

Ejemplo 6.

5

/' En el método mencionado en el Ejemplo 2, se

ajusto inicialmente la temperatura de cultivo a 33-C, y la 

alimentación de melazas de caña se,realizó de la manera si­

guiente-: una porción de 60 mi de melazas de caña, contenían 

do 25,4 g de azúcar, se alimentó al termentador, dos veces, 

desjde que la concentración de azúcar en el medio de fermen­

tación cayó, dos veces, hasta 0,5 g/dl, al tiempo que se eu
o - ¡

Rentaba la temperatura en 2-C.

Al cabo de 30 horas de cultivo, se produjeron 

56,.5 g de acido L-glutamico.

15

20

25

30
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REIVINDICACIONES

Los puntos áe invención propia y nueva que 

se presentan para que sean objeto áe esta solicitud de Pa­

tente de Invención en España, por VEINTE años, son los que 

se recogen en las reivindicaciones siguientes:

1-.- Un método para producir acido L-flutami(o

que comprende: (1) iniciar el cultivo de una bacteria prndú^ 

tora de acido L-glutamico, en un medio de fermentación que 

contiene el azúcar de melazas en una cantidad del 3 al 10Í 

en peso y'a una temperatura de 30 a 33-C; (2) añadir a dl-chi 

15 nedio de fermentación una cantidad eficaz de agente tensio- 

activo o de penicilina, durante la fase logarítmica de crecí 

niento de dicha bacteria; (3) alimentar repetidamente a di- 

:ho medio de fermentación el azúcar de melaza, en una concén 

tración del 2 al 8% en peso en dicho medio de fermentación," 

20 puando la concentración de azúcar en dicho medio de fermen-* 

ación cae por debajo del 2% en peso; (4) elevar lo tempera- 

ura de dicho medio de fermentación, después o durante cada 

'nía de las alimentaciones del azúcar de melazas, en 1 a 2-C,

' (5) recoger el acido L-glutémico acumulado en dicho medio 

25 (ye fermentación.

2-.-"UN METODO PARA PRODUCIR ACIDO L-CLUTAT.'I-

24117
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1 _ Tal y como se ha descrito en la i'emoria que

antecede, y para los fines que se han especificado.

Esta I'.'emoria consta de diez hojas escritas 

a maquina por una sola cara.

5 Madrid,3Q.MJV1377
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