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1 " - Este invencién se refiere a wn nétodo para
producir Acido L~glutémico por fermentacién.. '

" En el método de nroducclén de 4cido DL-glutid
mico por fermentacién, es necesario que haya d-biotina, o-
5 [sustancias que tienen la actividad de d-biotina (en adelant¢
la d-biotina y las sustancias se denominan en general "ET?}
tina") en el medio de cultivo. Sin embargo, es sabido q%é,f
cuando la cantidad de biotina es excesiva en el medio diéﬁi
.7 77 |nuye muchisimo el rendimiento de 4cido nglufémico, a pé%ég
10 |del abundante desarrollo de bacterias prodﬁctoras de éciﬁo

glutémico. El intervalo de biotina.éptimo para la producclén

,u...

[P
2

de 4cido L-glutdmico es usualmente de 2 a 4. /ng/l.
. ' Por otra parte, cuando se usan como fuente

de carbono melazas de remolacna o de cafia que contlenen “al-

15 |tas cantidades de bloilna, hav demasiada cantidad de ést¢Q

. " |contenida en el medio, y el rendimiento de 4cido L-glutémic(

Y dlsmlnuye de modo importante. Pera eliminar el efecto inde-
seable de la cantldaa excesiva de blotlna, se a;;den a los
- |medios de cultlvo sustancias que suprlmen ila act1v1dad de

20 |biotina, tales como agentes tensioactivos o ant1b16tlcos (de

nominadsa .en aaelante sustancia ant1—b10t1na).

Se ha encontrado ahofa gue cuando se ailade
biotina hasta vn contenido de més de 30 /ug/l incluso al me

dio de cultivo que contiene una cantidad excesiva de bioti-

25 [na como de 20 /ug/l,por ejemplo, el rendimiento de &cido glu
2; ' tdmico es més alto que en el caso de no afiadir biotina al m¢

dio que contiene la cantidad excesiva'de biotina; Ademéds, el

tiempo necesario de cultivo es més corto que el caso ordina

.

Tio titado’ antes. ‘ e R
. . . i ’ e ) 1 .
30 ~ Se proporciona zhora un método para produciy
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1 Jdcido L-glutémico, -que comprende: -
' (a) afladir une sustancia que tiene la acti-

vidad de d-biotina paraz que contengs mis de 30 'pg/l & un

K3

deio de cultivo qﬁe contiene hidratos de carbono como fuen-
1

e de carbono y menos de 20 /ug/l teniendo la sustancia la

actividad de d~biotina, siendo el peso de sustancia 1€u91,~
al de biotina que muestra la misma activided con la sué%égi
cia, v
o (B)‘cultivar un microorganismo productoi:éé ﬁz?
10 jheido I-glutémico del genero Brevibacterium o cbrynebactéq ;
' rium;en el medio de cultivo prenarado en la operaci&n (51,1

(¢) afiadir al medio de cultivo agente ten—

sioactivo o penicilina durante la etana exnonsncial de dé%é

rrollo del microorganismo, y _ e

15 | « - (d) recuperar cido L-zlutémico acumilado--
en a2l medio de cultivo.

Tos medios de cultivo empleados en esta in-

vencidén son los que contienen una cantidad sxcesiva de bio~
tina peio menos de 20 /a&/l, v contienen hidratos de carbong
20 [como fuente de carbono, tales como glucosa y sacarosa, y me-
teriales Que contienen tales hidratos de carbono (melazas dg
remolacha, melazasde cafia o hidrolizado de almidén). Como
Tuentes de nitrdgeno, los medios de cultivo contienen fuen-
tes de nitrégeno ordinarias, tales como sales de émonio, amg
- 25 ﬁiaeo gaseoso,<amon£aco acuoso o urea. Cuando se requiere s
' afiaden como suﬁlemento al medio de cultivo iones inorgénico
tales como iones magmesio, iones ferroso, iones fosfato o
iones manganeso, y natrientes orgidnicos en pequefia propor-
cién, tales como aminoécidos. ‘

30 - ‘ Ta biotina (d-biotina y las sustancias que
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tienen la actividad de biotina) incluye la d-biotina, destip
biotina, &cido 7,8-diaminopelargénico y sulféxido de d-biot:»
na, y tienen la actividad de biotina en el método de evalua -
cion usando Lactobacillus plantarum ATCC 8014. El método de
evaluacion es segun ''Seikagaku-jikken-koza" Vol 13, 351,
Tokyo-kagakudoninsha (Japon) (1975). El peso de la sustan--
cia que tiene la actividad de d-biotina usada en esta inven
cion es igual al de d-biotina que muestra la misma actividad
en el método de evaluacidén citado antes con la sustancia//!

Las sustancias anti-biotina son aquéllas jaue
suprimen la actividad de biotina, y son por ejemplo las pe-
nicilinas 0, F, K, 0, V y X, y un agente tensioactivo tal
como monopalmitato de sacarosa y monoestearato de sacarosa®,
monomiristato de sacarosa, monopalmitato de polioxietile"i-!
sorbitan, monopalmita-t"o de acido N-palmitoilglutamico-sor™i"
tan, monopalmitato de polioxietilenglicol, acido palmitico,
acido estearico o acido miristico.

Las suatancias anti-biotina se afiaden al me-
dio de cultivo preferiblemente durante la etapa exponencial
del desarrollo del microorganismo. La cantidad! de sustancias
anti-biotina afladida al medio de cultivo no varia tanto con
el contenido de biotina en el medio, segin esta invencion.

Los microorganismos usados en la invencién soi.
los llamados bacterias productoras de acido glutamico de for
ma Coryno, y son por ejemplo:

Brevibacterium flavum ATCC 14067,
Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869,
Brevibacterium devaricatum ATCC 14020,
Brevibacterium saccharoliticum ATCC 14066,

Corynebacterium glutamicum (Micrococcus glutamicus],
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" ATCC 13032, ¥

~ Corynebacterium acetoacidonhilum ATCC 13870.-
Segén esta invencién, el rendimiento de 4cido L-gly

tdmico se aumenﬁa hbtablemente, Yy se.acorta‘de modo signifi-

cativo el periodo de fermentacidn necesario.

FE AR

‘.w -

~ Se preparé un medio de cultivo acuoso que’ ooy
tenfs 50 mg/ml de sacarose de melazas de remolacha, 1,0 m&/nl
2’ 0,4 mg/ml de MgSO4 TH,0 ¥ 240 /ug/ml (en forﬁg:&p
nitréﬁeno total) de hidrolizado de proteins de soja, ¥ séy«
Ljusté a un pH de 7,0 con sosa céustica, y ademéds estabg\gpn
tenida en el medio la centidad de d-biotina mostrada en, 1a:
Tabla 1. Se colocaron vorciones de 30 ml del medio de cuﬁtv-
vo acuoso en metraces agitados de 500 ml, y se calentaron a
115¢C durante 10 minutos, B ‘:t:
‘ | Se cultivé Brevibacterium lactofermentum ATCC
130 39 a 31 590 con agitecin en el m-dio de cultivo citado
énteriormente. El pH del medio se ajustbé a 6,5-8,0 afiadiendo
N50 mg/ml de urea dvrente el cultivo. Al cabo.de 5 horas de
cultivo se affadid a cada porcién la cantidod de monovnalmita-
to de sacarosa mostrada en la Tabla 1. |
Los resultados se muestran en la Tabla 1,
mebla 1 ' '

i-biotina alla Conc. total Monovalmitato Rindimiento Tiemno)

ida al medio de d-biotina de sacarosa . de 4cido de cul]
(/pg/}) (/ug/l) | afiedida L—plutém1co tivo
' (an/md.) (5 (hores))
0 3 0,8 ’ 59 35
B 0,8 59 35
10 S 0,8 59 35
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4c1do L-nlutamlco en el medlo de cu,t1vo con un repnlmlento

tfoja nim. 3

) Tabla 1 (continuacién)

5 . 18 0,9 59 35

20 23 0,9°-- 59 . 35

25 28 -~ 0,9 59 35

30 ¢ 33 S.1,0 S 6L 32

35 38 1,5 62 3w T

40. 43 2,0 - 63 30+

60 63 - 2,0 64 , 29 i’

90 . 93 3,0 . .65 28 - .

140 . 143 3,0 - 66 27 .1,

190 193 4,0 8T o1
290 .293 4,0, . 68 26 .

Se pvenaré un medlo de cultivo acuoso aue'f
contenia 150 m&/ml de sacarosa e melazas de remolacha,alﬁo
ng/ml de KH,PO 4r 150 ma/nl e I“H4H2P04 v 100 microg/l de +ig
nlna.HCl, 7 se ajusté a pH 7,0. Dos porciones de 300 ml del

meéio de cultivo acuoso se colocaron en fermentadores de 1

L, se calenteron a 1152(¢ durante 10 minutos, ¥y se inoculé Bﬂg
20

v1bacber1um lactofernentum ATCC 138539,
Al cabo de 5 horas de cultivo se afladieron 0,8 mg/ml de mong

cultivo, Dursnte el cultlvo, el pH del medlo se ajustd a 7,9
con amoniaco £2.5€080. ) ' .

Al cebo de 42 hor°s de cultlvo, se acumul6

he 60 (en noso)
AL mismo tiempo, se nnadleron 150 /ua/l de -

d-blotlne 8 la otra por016n del medlo de cultwvo. El cultive

kY

Se efectu6 el cultivo a 31,59C con agltaclén-
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.p 12020 durante 10 minutos, y se inoculd Corynebacterium

6

Foju nam.

se efectud del mismo modo Gue anteriormente, nerb al cabo
Ce 5 horas de cultivo, se glisdieron 3 mr/ml de monorelmita-
to de sacarosa al medio de cultivo en luser fe 0,8 ngr/mla -
Al”cabo de 31 horss de culbivo se obtuvo un
rendiniento Ge 66% de deido L-glutémico.

2jemnlo 3 ' _ RS
-8¢. preperd un medio de cultivo acuoso Qxﬁfj}
contenfa 100 mg/ml de sacarose de hidrolizzdo de almidén;ga
0., 0 mg/ml de KH2P04, 1,0 mg/ml de ﬁgSO4.7H20, 0,01 mg/m3” §e;
@éSO4.7H20, 0,01 mg/ml de $n804.¢H20, 100 /1g/l de tiami%%:)
HC1, 240 e (como nitrégeno total) de hidrolizado de prd%gﬁ

Al

a2 de soja, 15)ug/l de biotina y 4,5 ma/ml de urea, y se

~

njustd 2 pH 7,0 con NeOH. et
Dos porciones de 20 ml del medio de cultive

se colocaron en matraces agitados de 500 ml, se calentaroq’

ﬂcetodéidonhilum ARCC 13370. Se efectud el cultivo & 31,59C,

v se alisdieron a uno de las dos worciones del medio de cultg '
vo 0,8 mg/ml de monoyalmitato de sacerose, y 4,0 ng/ml de mg
nopzimitato de sacarose a obra porcidn del medio ce cultivo,
n ambos casos al cabo de 5 horas de cultivo. Durante los
bultives, el oH de los medios se ajustd a 6,5-3,0 con 450
ng/ml de urea en disolucién. )

n 8l nrimer caso se obbtuvo un rendiriento

e 46% de 4deido DL-glutdmico al cabo Ge 42 horas de cultivo,

e en el Altimo caso =ze obtuvo un rendimiento de

i g
19 de dcido Leglutdmico al cabo de 34 horas fe cultivo.

tenfa 60 mg/ml de secarosa de melawas de remolacha, 2 mg/ml

ES

" POOR_
QUALITY

- - "Se ‘preéparé wn medio de cultivo @Cuoso cue-con ~-..
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{vo se colocaron en fermentadores de 1 litro, se calentaron

'.y-a ;a otra porcién-z;Q_mg/ml del mismo, al eabo de 5 horas

tuja viva, '{

e EH,PO,, 2 mg/md de NH, I,
200 /ug/l de timmina.HCl, y se ajustd 2 pH 7,0.

Dos -porciones de 300 ml-del medio de culti

?0,, 1,0 me/ml- de Mg80, . TH,0,

4

a 120eC dufante 10 minutos, y se inoculd Brevibacterium lac
tofermentum AT 3612 FERE-P 2308 (esta cepa es una mutanie -~
sensible 2l feido N-palmiboil-I-glutdmico (SoliCi‘EuéE de”pa
tenteAJaponesa publiceda, no examinada,Vn9i64486/1975). 454

' ‘Be efectub el cultivo en condiciones aeyo-:

-

bias g 31,52C. E1 pH del medio se 1levé a un valor de 7;?

g
-

v se afiadieron al medio. melazas de re

LY

con zmonfaco gaseoso,
: 3 o,
molacha (que contenizn 500 mg de sacarosa/ml), para mantene;

a w3
PR

la concentrocibén de sacarosa del medio en 40 mg/ml.
A una de las dos porciones del medio de cui

tivo se le afiadieron 0,5 mg/ml de.monopzlmitato Se sacafdsi,

de cultivo., En el primer caso se obiuvo un rendimiento de
59% de écido L-glutdmico al cabo de 45 horas de cultivo,
mientras que en el dltimo caso se obtuvo wn rendiwiento de

65% de 4eido L-glutdmico al cabo de 35 horas de cultivo.

v
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.len el que el microorganismo es un mutante del género Brevie-

- pacterium sensible al 4cido N-palmitoil-L-glutémico.
30
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Los puntos de invencién propia y nueva, aueh,
ge presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pad
tente de Invencién en Zspafia, por VEINIE afios, son los qggj
se recogen en las re¢v1nﬂ1ca01ones siguientes: ,?,,
la.- Un método vara producir Acido L~p1u é—
nico por fermentaclén gue comprende: (a) afiadir sustanc:;\’
que tiene la actlvldad de d-biotina en un contenido de mas:™
de 20 /pg/l a un medio de cultlvo que contiene hlarauoq e
carbono como fuente de carbono, y teniendo menos de 20 /Lgyl
sustancia igual al de la d-biotina que munstra la actlvi&éé
que la-sustancia, (b) cultivar un mieroorganismo vroductor
e 4cido L-glutémico del género Brevibacterium o Corynetac-
terium en el medio de cultivo prenarado en la operacién (a),
(c) afiadir al medio de cultivo un asente ten31oactlvo o veni
cilina durante la etapa exponencial de desarrollo del micro-
orgenismo, y (d) recuperar 4cido IL-g lut &mico acumulado en el
edio de cultivo. '

| o - 28,- Un método segln la reivindicacién 18,
en el que el hidrato de carbonb es sacarosa de melazzs de
remolacha,.

38, Un método segin la reivindicacién 18,

PETIRYY

48,~ "UN METODO PARA PRODUCIR ACIDO L-GLUTAH

- oy

de actividad de d-biotina la sustancia, siendo el peso de.lg-

ah




MICO POR FERMENTACION".
Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede, y para los fines que se han especificado.
Esta Memoria.consta de nueve hojas escritas
a maquina por una sola cara. *
- . M a d r i d , .
- P.A.
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