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|se refiere a un metodo para producir dcido L-glutamlco, uti

gel dcido L-glutsmico.

~ke tamblen sobre la producclon de dcido L-glutdmico.

los agentes tensioactivos o las penicilinas cuando se alimen

' : ’ ’ © Hoja nGm, ]

" Esta invencidn se reflere a un metodo pére

producmr dcido u-glutamlco por fermenteclon y, en perticulap

1izpndo el azdcar de 1as m2lazas como fuente de carbono.

En el método de produccidn de dcido L-glutd-
mico por fermentaciﬁn, en el qug'se utilizan nelazas de re-
%olacha-o de cafia de azfcar como fuente de carbono, la bio-
tina, gue estd contenida con exceso-en las melszas, disminp
ye fonsiderablemente el rendimiento de dcido L-glutdmico.

fon el fin de suprimir ls influencis de 1la biotina en exceso
hobre la produccidn de dcido L-glutdmico, se sfieden al méqfé
le fermentacidn sgentes tensioactivos o penicilines, durante

o fase logarftmica de crecimiento de la bacteria productéfa
Por otra parte, usualmente ls fuente de cer~
bona se slimenta 21 medio de fermentacidn durante el culki-
vo, pors aumentar la cantidsd de fuente de carbono utilizg
de y, por consiguiente, la centidad de fcido L-glutdmice.sey
rulace. Sin embargo, cusndo ‘se slimentan melazas al medio &g
Fermentaclon, se lleva también al medio de fermentac1on 13,

biotina de las melazas y la biotina de nueve sportacidn infl

Por las razones anteriores, cusndo se slimen-
tan melszas al medio de fermentacidn, son necesarias cantidg
es adicionales de agentes tensioactivos o penicilinss, para

suprimir le biotina de nueva aportacidn, o se suplementan

tan las melazes. El uso sdiciohal de zgentes tensiosctivos
- ' ° o [
o penicilinas, caros, cuesta muchisimo.

El objeto més importante de esta inveneidn
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@ 33-C, afisdiendo s dicho medio de feraertacidn una cantidad

Hoja nam. 2

Les, por lo tanto, encuntrar uan nuevo procedimiento medisn-
te el cual pueden alimentarse melszas que contienen una ey
cesiva cantided de biotina, al medio de fermentacidn, sin

hacer disminuir los rendimientos de 4cido L-glutsmico y sin

utilizer los agentes tensiosctivos o penicilines de alto
precio. | .

Se encuentra shora que se pueden glimenter
lus melszaa al medio de fermenﬁacién, sin disminuir el ren-
dimiento de dcido L-%lutémico y sin utilizar adicionalmente
108 caros egentes tensioactivos o penicilinas, iniciando &l
cultivo de una bactéria productora de scilo L~glutdmico en
un medio de fermentacidn que contiene azfcsr de melazas en

una cantidad del 5 al 10% en peso y a una temperatura de %9

pficaz de agente tensiosctivo o penicilines durante 1s fase
Logaritmica de crecimiento de dichs bacteria, slimentando .
hzlcer de melazas al sedio de fermantecidn en una concentrse
bidn del 2 81 8% en peso de azdcer, cuando la concentracion
del azdcar en el medio de ferzentseidn cee por debajo del 2%
Tn peso, ¥y aumentendo la temperalura de di?ho medio de fer-

mentacidn, deecpuds de o dursnte le slimentscién del szdcer,
en 1 a 22C.
Las bacterias productoras de deido L-glutdmi
co utilizadss en esta invencidn, son bacterias aerobias, qui
no forman esporaa, grampositivas y en forma de bastoncillos,
denominedas bacterias coryneformes y necesitan, sdemds, big

tine para su crecimiento, incluyendo, por ejemplo:

Brevitecterium di-aricatum - ATCC 14020
Brevibacterium £lsvum ’ ATCC 13826
Brevibacterium lsctofermentum ATCC 13369
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Brevibscterium roseum ATCC 13825
Brevibacterium saccharolyticum ATCC 14066
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 y
Corynebacterium lilium ATCC 15990

Los medios de fermentacién en los que se
inicia el cultivo de la bateria, son los convencionales, a

excepcion de que los mediop contienen melazas, como fuente
de carbdn, en una proporciéon de 5 a 10% en peso de azlcar
de melazas.

Las melazas utilizadas como fuente de carb¢
no de esta invencion, son las melazas de remolacha y de ca-
fia de azlcar.

Durante el cultivo, se afiaden al medio de
fermentacién agentes tensioactivos o penicilinas, para supri
nir la influencia de la biotina excesiva. Aunque las canti-
dades de agentes tensioactivos y de penicilinas afiadidas al
Tiedio de fermentacidn, varian con la concentracion de: bioti-
ia del medio de fermentacibén y can otras condiciones de la
fermentacién, las cantidades de agentes tensioactivos son
isualmente 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 estan comprendidas entre 1y 3 Ul/ml.

Los agentes tensioactivos preferidos son los
agentes tensioactivos no ionicos, tales como asteres alcoho
licos de &cidos grasos superiores. La palabra penicilinas
se utiliza en 3u sentido mas amplio en esta invencion, inclu
yendo las penicilinas biosintaticas y las sintéticas.

Cuando la concentracion de azucar en el medie

de fermentacidn cae hasta un nivel inferior al 2% en peso,
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1 lse alimentan melazas 8l medio de fermentecidn con uns con-
centracidn del 2 sl 8% en peso de azdcar. La slimentacidn
de melozas se efectle repetidamente hasta que se han alimepn
tado de 14 & 22 gramos de azdcar por volumen final del me=
5 |dio de fermentacidn.

Inicislmente, la temperaturs del medio de feq
pnentacidn se ajusta hasts un nivel de 30 a 339C.'Después, T
cuando se alimentsn las melazas, se aumenta la temperaturs

o . S .
en 1 & 3=, durante o después de 1a alimentacidn del szdcer

<3

10 pe melazas. Preferiblemente, la temperatura no excede de.399
Luando se hs completado la slimentocidn de azdcar. o
La fermentacicn se realiza cowo es ususl, en
¢ondiciones aeroﬁias, sjustando el pH & 7-8, preferiblementé

+

¢on smoniaco gaseoso.

15 La fermentacidn se terazina cuando se han ali-
mentado &,consumido de 14 & 22 gremos de melaszas, en forma
de glucosa, por volumen finsl de medio de fermentacidn, y
del caldo de cultivo resultante se recoge el acido L-glutgg
mico ecumulado, por un método convercionsal. :
20 De acuerdo con el método de esta invencidn,
lo solsmente se reducen les cantidades de agentes tensioactl
Loa o de penicilinas necesarias para suprimir la biotina en
bxceso, sino que también se puede obtener un rendimiento muy

hlevado de Acido L-glutdmico.

25 o Ejemplo 1 (Comparativo)
Medio de cultivo de | Megio de fermentacidn
siembre | '
Sacarosa’ 2,5 (como glﬁcosa) . -
Azdcer de mg

30 -|lazas de cafla - ' " 6,0
24117 |
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1 _Ures . 0,2 % (ed peso) -~
KH,P0, B o1 ( " ) o 0,2 % (en pepo)
| %gS0,.TH,0 0,04 %(° " ) 0,08 %( )
PeS0, +4H,0 0,001"( " ) 0,002 * | )
5 Mn504.4H20 0,001"( " ) 0,002"( )
Hidrolizedo de pro- IR _
teina de soja ' 2" ( ™ ) 0,5 " ( ).
Tiemina,HC1 | 200 pg/1 200 “pg/1
Bﬁotina 300 -
10 " En %00 nl de medio de fermentacidn coiocadoi

en un fermentador de 1 litro, se incubé.Brevibacterium iéc}
tof'ermentum ATCC 13363, cultivado preﬁiamente en el medioi;
de cultivo de siembra mencionzdo arriba, a 3190, duranté 19
horsas, '

15 Le fermeLitacidn ss realizd por via serobis,
ajustendo el pH del medio & 7,9 con smonfaco gaseoso, y 1o
temperaturs a 31,52C. Cuendo 1la densidad dptica a 5€2 op.
de una dilucidn de 26 veces del medio de fermentacidn slésn

z el valor de 0,60, se afiadid monopelmitato de polioxietil

ol |

20 | ensorbitén, hasta un contenido de 0,6 g/dl, al medio de'ggé
mentacidn, ' : ‘
Le concentracidn de szicer en el medio de
fermentseidn coyd a 0,5 é/dl y se alimentaron sl fermenta-
dor 40 ml de melezas de cafia (coateniendo 17'g de azlecar),
25 |Después, 1la concentracidn de szlcar coyd dos veces hasts-
0,5 g/dl, y se alimentaron, dos veces, 40 ml de melazas de

cafia de szlcar.

El volumen del medio de fermentacign resulid
finalmente de 420 ml; y la cantidad totsl de azﬁcar utiliza

" 30 |da fue de 68,9 g.
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- " Al csbo de 30 hores de cultivo desde la ini-
ciacidn, se produjeron 33,1 g de dcido L-glutduico.

Ejemplo 2.

En el método descrito en el Tjemplo 1, se
utilizaron 0,2 g/d1 de monopslmitato de polioxietilensorbi-
tdn, en luger de 0,6 g/dl. | .

‘Se alimentd sl medio de fermentecidn, de 1a
misma wanera, la ﬁisma-cantidad de azlcar de melazas de coifid,
a excepcidn de que cuaﬁdo se alimerntsron les melazas de coafig,
se aumentd ls temperatura hasta 33,590, 35,590 ¥, finalmentq,
57,52C. o
Al csbo de 29 horas de cultivo desde 1a iﬁi—'
biscidn, se produjeron 37,0 g de deido L-glutduico. Del cal-
&o de fermentacidn se recogieron 33,3 g de deido L-glutdmicol
por un método convencional. a ‘
Ejemplq 3 .

(Comparativo)

En el medio de fermentecidn mostrsdo en eif.
Bjemplo 1, se utilizeron 10 g/dl de azicar de melazas dé':é
molacha, en luger de 6 g/dl de azlcer de melazas de cafia. °
En 300 ml del medio de fermentecidn, colocados
en un fermentador de 1 litro, se inoculd brevibacterium fla
vum ATCC 14067, previemente cultivado en el medio de cultivg
de siembra indicedo en el Ejemplo 1, a 519 gurente 18 horsdg
Le fermentacidn se realizd por via aerobis, ’
ajustando el pH del medio a 7,9 con smoniaco gaéeoso, Yy ls
-[Lemperstura a 3090.

Se afiadid al medi'o pericilina G (2 UI/ml) cuan
fo 1a densidad dptica a 562 mA en una dilucion de 26 veces

el medio, slconzd el valor-de 0,70,
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- La concentracién de azucar en el medio de
Brmentacion lleg6 a ser de 1,0 g/dl, y se alimentaron al
fermentador 38 mi de melazas de remolacha (conteniendo 14,5
g e azucar). Después, la concentracion de azucar lleg6 a
5 ser nuevamente de 1,0 g/dl, y se alimentaron al fermentador
37 mi de melazas de remolacha (conteniendo 14,0 g de azlcar
Al cabo de 42 horas de cultivo desde la ini-
ciacién de la fermentacidén, se acumulan en el caldo de fer-
mentacion 8,7 g/dl de acido L-glutamico (siendo el rendimier
10 to de 55,7%). )y
Ejemplo 4. .j
En el método que se ha descrito en el Ejemplo
5, se utilizo una Ul/ml de penicilina, en lugar de 2 Ul/ml, vy
cuando se alimentaron las melazas de remolacha, se aumento
15 m 1,5-C la temperatura de fermentacion.
Al cabo de 40 horas de cultivo desde la ini-

ciacion de la fermentacién, se acumularon 10 g/dl de acidé

* R
L-glutamico (siendo el rendimiento del 64%).
Ejemplo 5.
Jemp N
20 En el método mencionado en el Ejemplo 2, se**J

ajustd la temperatura de cultivo inicialmente a 52,5°C, y 1:
alimentacion de las melazas de cafa se realizé de la manera
siguiente: Una porcion de 20 mi de melaza de cafa, contenier
50 8,5 g de azucar, se alimento en el fermentador, 6 veces,
25 cuando la concentracidn de azlicar en el medio de fermentacion
cay6é a 0,5 g/dl. Y cuando se alimentaron las melazas de cana,
3e aumentd la temperatura de cultivo en 1,0-C. Finalmente,
.a cantidad total de azucar utilizada fue de 77 g, el volu-
men total del medio de fermentacidn, resulté de 420 mi,, y la

30 temperatura lleg6 a los 37,5-C.
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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.

s En el método mencionado en el Ejemplo 2, se
ajusto inicialmente la temperatura de cultivo a 33-C, y la
alimentacion de melazas de cafia se,realizé de la manera si-
guiente-: una porcion de 60 mi de melazas de cafia, contenian
do 25,4 g de azlicar, se aliment6é al termentador, dos veces,
desjde que la concentracion de azucar en el medio de fermen-
tacion cayd, 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

5,.5 g de acido L-glutamico.
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REIVINDICACIONES

Los puntos &e invenciodn propia y nueva que
se presentan para que sean objeto ae esta solicitud de Pa-
tente de Invencion en Espafia, por VEINTE afios, 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 prndi”
tora de acido L-glutamico, en un medio de fermentacion que
contiene el azucar de melazas en una cantidad del 3 al 101
en peso y"a una temperatura de 30 a 33-C; (2) afadir a dl-chi
nedio de fermentacidén una cantidad eficaz de agente tensio-
activo o de penicilina, durante la fase logaritmica de creci
niento de dicha bacteria; (3) alimentar repetidamente a di-
ho medio de fermentacion el azlUcar de melaza, en una concén
tracion del 2 al 8% en peso en dicho medio de fermentacion,™
puando la concentracidn de azlicar en dicho medio de fermen-*
acion cae por debajo del 2% en peso; (4) elevar lo tempera-
ura de dicho medio de fermentacion, después o durante cada
"nia de las alimentaciones del azucar de melazas, en 1 a 2-C,
" (5) recoger el acido L-glutémico acumulado en dicho medio
(e fermentacidn.

2-_-"UN METODO PARA PRODUCIR ACIDO L-CLUTAT."I-
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_ Tal y como se ha descrito en la i"emoria que
antecede, y para los fines que se han especificado.

Esta I"."emria consta de diez hojas escritas
a maquina por una sola cara.

Madrid,3Q.MJV1377
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