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sobre:

"Procedimiento metdbdlico para la produccidén de deido

giberélico™.,

Tolleitants:  TMPERIAL CHEMIGAL TiDUSTRIES LINITED, entidad inglesa,
residente en Imperial Chemical House, Millbank,

Londres, Inglaterra,

Este invento ss refiere & procedimientos
metabdlicos perfeccionados, en especial a procesos
git | -  metabdlicos empleados para la produccidn de dcido
| giberélico.

E1l decido glberélico es un estimulante del




crecimiento de las plantas, que puede obtenerse de los
filtrados de cultivos de algunas razas activas del moho

Gibberella fulikuroi "Fusarium moniliforme'. s conocida

la preparacién de dcido giberélico mediante el cultivo de

5. una raza activa de Gibberella fujikuroi en un medio

nutritivo o caldo de cultivo adecuado, agitado y aireado,

que contenga un origen de carbono por ejemplo glucosas

un origen de nitrégeno por ejemplo nitrato aménico; deter-

minadas sales metdlicas por ejemplo sulfato de magnesio
10. y fosfato monopotdsico, y trazas de metales tales como

hierro, cobre, cinc, menganeso y molibdeno. Es caracter{s-

tica de este procedimiento metdbdélico, el yus <l dcido

se produce, en su mayor rarte, cuando se ha regulado o

restringido la sintesis proteinica o crecimiento activo
15. del moho. Esta restriccidn en el crecimiento activo,

puede ser el resultado del agotamiento de uno de los

componehtes esencicles de la solucidn nutritiva, por

ejemplo nitrdégeno o carbono.

Cuando el crecimiento activo del moho So restrin-

20. ge por agotamiento de un componente esencial del medio,

se prefiere que este componente esencial no sea el origen

de carbono; Qesde luego es preferible que el carbono

Permanszca disponible, para satisfacer las exigencias del

moho durante la etapa de produccidn de dcido giberélico.
25, kntre ciertos limites, cuanto mayor es la disponibilidad

de carbono durante la etapa de produccidn del dcido,

tanto méyor puede ser la produccidn de écido giberélico.

Sin embargo, una elevada concentracidén de carbono, espe-

cialmente cuando se halla en forma de azicar, en la etapa

30. inicial del proceso metabdlico, puede retardar el grado
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o ritmo de crecimiénto del mmoho, y consiguientemente,
tener un efecto contraproducente en la eficiencia total
del procedimiento.

De acuerdo con este invento, en un proceso
metabdlico para la produccidn de dcido giberdlico, por

cultivo de una raza activa de Gibberella fujikuroi y la

restriccidn del crecimiento activo para promover la
produccidn de deido giberélico, la disponibilidad de
carbono ge mantiene durante la etapa de produccidn
de dcido giberdlico afindiendo al medio un origen de
carbono,

El origen de carbono puede afiadirse cohtinua-
mente o por partldas a intervalos, y un origen adecuado
de carbono puede ser un azicar, por ejemplo sucrosa o
glucosa, un alcohol polihfdrico por ejemplo glicerol
o esteres del mismo, 0 un aceite vegetal.

El origen de nitriogeno utilizado en el medio,
puede ser uma sal aménica, un nitrato, el caldo de
maceracidén del maiz, una maceraciodn de protefnas tal como
la peptona, u otros orf{genes que contengan nitrégeno
asimilable,

Por medio de este invento, me ha comprobado
la posgibilidad de iniciar un elewado crecimiento o
desarrollo activo del moho y a la vez, satisfacer sus
exigencias de carbono durante la etapa de produccidn
de dcido giberdlico.

Este invento se aclara cor lo sigulenite. Se
prepararon dos recipientes de fermentacidn A y B, cadas
uno de los cuales contenia 30 1litros de un medio formado

por:
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Recipiente A Recipiente B

53

Monohidrato de glucosa 10% p/vol. 10% p/vol.
Nitrato amdnico 0,485 0,24% M
Tosfato monopotdsico 0,5% 0,56 "

Sulfato magnésico .
heptahidratado 0, 1% " 0, 156 "

Concentrado de elementos
en pequefia cantidad ¥ 0,2% vol/vol. 0,2% vol/vol.

¥ La composicién del concentrado es la siguiente:

Sulfato ferrogo heptahidratado 0.1 &
Sulfato de cobre psntahidratado _ 0.015 ge
Sulfato de eine heptahidratado 0.1 ge
Sulfato de manganeso heptakidratado 0.01 ge.
Molibdato potdsico (KéMoO4) 0.01 g
Agua 100 ml.

Los medios se inocularon con una ragza activa
de Gibberella fijikuroi (muestras depositadas en las
colecciones de cultivos del Instituto Micoldgico de la

Commonweelth de Kew, Bureau voor Schimmelcutures, Baarn,

y 12 divisidén de Investigacidén y Utilizacidédn y Desarrollo,
Septentrional del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos, Peoria, Illinois, U.S.A.) y se conserva-
ron a una temperatura de 26,29C, insufldndose aire en

el medio & razén de 15 litros/minuto. Después dedesarro-
llarse la fermentacidn durante 118 horas, al cabo de cuyo
tiempo el crecimiento activo se habfa restringido pricti-
camente por agotamiento del nitrégeno en el medio, se
afiadid asépticamente monohidrato de glucosa, en lotes

de 150 g. para mantener la concentracidn de azicar en

1los medios por encima de 2 peso/volumen.



La tabla siguiente indica el azdcar total empleado
por el moho y la concentracidn de dcido giberélico en los

dos medios, durante el cultivo.

v Acido giberdlico, mes/Ll. Azicar usado o consumido, Z/l.
o, BunERG Dunend  ERnend fSmaid
(horag 7y — B I - B
gzeiges
.

48 5 5

69 1 12

76 15 16

33 44 .25

99 57 29

117 | 98 52

119 ‘ _ 93 56

124 | 106 56

141 nada 129 68

148 135 , 69

166 48 153 - 78

1M nada 157 , 19

189 trazas 86 172 87

215 trazas 115 193 95

238 63 147 209 109

285 87 178 219 -

334 135 252 246 109

405 192 297 - 278 -

501 251 375 265 167

573 ' 324 409 355 237



31l medio usado en el recipiente A estaba prdce-~
ticamente equilibrado con respecto al carvono y al nitré-
geno, o sea, contenia estos dos principios nutritivos
aproximadamente an las proporciones en que se consumen

5, por el moho en crecimiento activo. Gonsiguientementé,
el carbono se agotaria aproximadamente al mismo tiemﬁo
que el nitrdgeno y, en ausencia de adiciones de princi-
pios mutritivos, el deido sziberdlico & continuacidn
‘obtenido no era de esperar gque excediera de 120 mg./litro,

10. La tabla demuestra, sin embargo, que cuando despuds
de la cesacidn del crecimiento activo se afiade un origen
de carbono, en este caso momhidrato de glucosa, 1la
producciénvde dcido giberélico puede mantenerse por 1o
menos hasta que la concentracidn asciende a 324 mg/l.

15, En el caso del recipiente B, el medio primiti-~
vanente contenfa carbono en exceso, que todavia se
hallaba disponible cuando el contenido de nitrdgeno se
nabfa consumido, y la produccidn normal de dcido
giberédlico podfa esperarse cue fuera de hasta 240 mg/litro.

20, Sin embafgo, las adiciones de azdcar para mantener la
disponibilidad de carbono, dieron por resuvltado que la
concentracidn del dcido ascendiera a 409 mg/l.

El nredio usado para la etapa de crecimiento
activo del moho, es uno de los 1lam§dos nedios equilibra-

25, dos, en el que la concentracidn de nitrdgeno puede estar
comprendida entre 0,017 y O, 26% peso/volumen, por
ejemplo en forma de 0,05 a 0.75%, peso/volumen, de
ritrato amdnico, y con preferencia entre 0,07 y 0,17%
peso/volumen de nitrdzeno, por ejemplo en forma de 0,2

. . ) . 2
30. a 0,5% peso/volumen de nitrato aménico. La concentracion
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de carbono, por ejemplo en forma de sucrosa, glﬁcc.e
o glicerol, se elige a continmuacidn para provorciomar
un medio en el que la relacidn de carbono a nitrdgeno,
esté comprendida con preferencia entre los valores de
10:1 v 25:1. Un medio equilibrado cldsico, para el
crecimiento activo, puede contener por ejemplo 0,245
peso/volumen de nitrato amdnico y 3,18% peso/volumen de
monohidrato de glucosa, 0 sea una relacidn de C:N de
14:1, o puede contener 0,48% peso/volumen de nitrato
amdnico y 10/ peso/volumen de monohidrato de glucosa,

o sea ura relacidn de C:¥ de 21:5.

Cuando el crecimiento o desarrollo activo
se regula prdcticamente por agotamiento de nitrdgeno
en un medio equilibrado, queda en éste un exceso de
carbono muy pequeiio o nnlo, y por tanto, existe muy
poco o ningin carbono a partir del cual el moho pueda
producir dcido glberélico. Esta es la fame en la que
ge afiade al medio un origen adicional de carbono, para
mantensr la produccidn de dcido giberélico.

La cantidad de origen de carbono afindida al
medio al final de la fase de crecimiento activo, se
controla con objeto de evitar la inhibicidn del moho
en su produccidn de dcido giberdélico. Un gran exceso
de origen de carbono resulta desventajoso en la etapa
de produccidén de dcido, y un exceso razonable puede ser,
por ejemplo, en forma de entre 0,1 y 10% peso/volumen
de glucosa, y md g especlalmente, en forma de entre 1 ¥
4% peso/volumen de glucosa.,

El Procedimiento a que este invento se refiere,

puede utilizarse en combinacidn con un proceso de etapes
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miltiples, para la produccidn de dcido glberélico, como
se describe en 1a solicitud pendiente n® 4.000/57. Asi,
el cultivo de la raza activa de Gibberella fujikuroil
Puede realizmarse en dos o mis etapas, con preferencia
en tres etapas por 1o menos, la primera etapa es de
crecimiento activo del moho en un medio aproximedamente
equilibrado, o sea, la relacidn de C:N en el medio estd
comprendida entre 10:1 y 25:1, y la segundse etapa es

tal que en ella contimia el crecimiento activo, en

un medio que contiene una elevada relacidn de C:N, por
ejemplo entre alrededor de 30:1 y 55:1 aproximadamente,
Y el crecimiento activo se regula o restringe por agota-
miento de nitrdgeno, que deja un exceso de origen de
carbonoy, y la tercera etapa es tal gque durante la misma
se introducen en el medio cantidades adiciomles de
origen de carbono, manteniendo una concentfacién aproxima-
damente constante de origen de carbono en el medio,
hasta que cesa la produccidn de dcido giberélico.

As{, por ejemplo, la primera etapa puede reali-
zarse en un medio que contengan 3,1&% peso/volumen de
monohidrato de glucosa y 0,24% peso/volumen de nitrato
ambnico, 0 sea una relacidn C:N de 14311 aproximadamente,
¥y a continuacidén puede llevarse a cabo la segunda etapa

en un medio desequilibrado de mayor relacidn C:N, por

ejemplo un medio que contenga 16% peso/volumen a 10%
peso/volumen de monchidrato de glucosa, y 0,47 peso/volumen
de nitrato amdénico, o sea una relacidn de C:N de 41:1

o 26:1 respectivamente. Klcrecimiento o desarrollo del
moho contimia hasta que el origen de nitrdgeno estd

completamente agotado y entonces queda un exceso del
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origen de carbono y empieza la produccidén de dcido giberd-
lico. Durante esta produccidén de dcido giberélico, el
origen de carbono en excesc se consume crecientemente y,
cuando dicho origen llega & una concentracidn aproximada
5, de 0,5 a 10% peso/volumen del medio se empieza la
adicidn de nuevas cantidades de un origen de carbono,
que puede o0 no ser el mismo que se empled en las primeres
etapas, con objeto de mantener una concentracidén cons=-
tante de carbono en el medio, para sostener asi la
10. produceidn continuada de €eido giberélico, con rendimientos
hasta ahora no consezuidos,
&1 origen preferido de carbono es un azﬁcar,
por ejemplo la sucrosa o la glucosdé, y 1la& concentraciodn
constante preferida de dicho azicar durante la produccidn
15, continuada de dcido giberélico, es del orden de alrededor
de 1% hasta 4% aproximadamente, peso/volumwn del medio.
La concentracion constante preferida puede consegulirse
afiadiendo al medio cantidades de azicar en lz etapa
final de produccidén de dcido giberélico, @& intervalos
20. por ejemplo de 12 a 24 horas. Por este medio, puede
obtenerse un oaido de cultivo que contenga hasta alrede-~
dor de 1.000 mg. de dcido giberélice por litro de medio,
y dicho dcido puede aislarse del medio por procedimientos
conocidos.
25. kste invento se aclara por los ejemplos siguien-
tes:
EJEMPLO 1.
Preparacidn del producto e imooular.
Se inoculan con un cultivo en agar de Gibberella

30. fujikuroi 5 litros de un medio mutritivo que contenga 8%
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de monohidrato de glucosa (peso/volumen), nitrato amdnico
0,4% (peso/volumen), fosfato monopotdsico, O,5% (peso/
volumen), sulfato magnésico heptahidratado 0,1% peso/volumen
¥y un concentrado de elementos en poca centidad, en propor-
5 cién del 0,2% (peso/volumen), composicién anteriormente
descrite, con un PH de 3,47. 41 medio se conserva a 252C,
¥ se agita y airea con aire a razdén de 2,5 litros de aire
por minuto.
Fermentacién de produccidn.
10, Al cabo de 80 horas, se inoculan 5 litros del
cultivo indicado, en un recipiente de fermentacidn de
100 1litros gque contenga un medio nutritivo preparado como
sigue:
Monohidrato de glucosa , 8% peso/volumen
15, Nitrato aménico 0.24% "
Sulfato magnésico'lheptahidra'tado 0.1% "
Fosfato monopotdsico 0.5% "

Concentrado de elementos en
poca cantided ¥ 0.2% volumen/volumen

Agua hasta formar 75 litros
20, # Le composicidn de este comcentrado es la antes indicada.
El medio se esteriliza y a contimuacidn se

enfria y se inocula con 5 litros del producto para
inocular que acaba de describirse. &l medio se agita
¥ se mantiene a una temperatura de 269c. ¥y se airea con

25. una corriente de aire de 0,5 volumen de aire por volumen
de medio de cultivo, por minuto. Cuando ha cesado el

- crecimiento activo del moho, o sea cuando el origen

de nitrdgeno estd completamente agotado, se iniciéla
produccidn de dcido giberdlico, y el origen de cafbono'

30. restante {glucosa) dismimuye rdpidamente de concentracidn,
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A las 39 horas de empezar la formacidn ae dcido giberédlico
en 12 etape de produccidn de écido, la éoncentracién de
glucosa es de 0,9/%, peso/volumen aproximadamente ¥y, Ppor
tanto, se agregan al medioc nutritivo cantidades adiciona-
5, les de aglcar, a intervalos de 12 horas, con objeto de
mantener una concentracidén de 24 peso/volumen de glucosa,
aproximadamente, en el cable de cultivo, durante todo
el resto de la etapa de produccidn de dcido en la fermen-

tacién. La tabla siguiente indica la concentracidn de

10. dcido giverdlico en el medio, en relacién con la glucosa
- consumida durante la férmentacién.
rdad (hg;:1<§fla. Acido giberélico Azicar usado
inoculacidn) (mez/1itro) (% peso/volumen)
48 ’ 23 4.9
T1 105 648
15 144 268 10.6
191 352 1241
336 489 16.5
359 | 618 1741
20, E1l contenido del recipiente se filtra, y
uma muestra del filtrado (58 litros) me extrae con
acetato de etilo para separar el dcido giberdlico que
se recupera por medios conocidos. As{ se obiienen 33,48 g,
de dcido giberélico en forma de polvo cristalino ineoloro,
o5, punto de fusidn 233-2352C. con descomposicidn. Del fil~

trado de cristalizacidn puede obtenerse una nueva cantidad
de dcido giberélico.
EJEMPLO 2,

Se repite 8l procedimiento deserito en el

30, ejemplo 1, excepio que el 8% peso/volumen de monohidrato



de zlucosa y el 0,245% peso/volumen de nitrato amdnico
del medio muitritivo usado ﬁara la etara de produccidn
de dcido giberélico en la fermentacidn, se sustituyen
por 20 peso/volumen de monohidrato de glucosa y 0,4%

5, peso/volumen de nitrato amdnico. Durante la etapa de
produccidn de dcido giberdlico, el exceso de glucosa
Presente en el medio nutritivo, se gasta répidamenté
Yy se afladen cantidades adicionzles de monohidrato de
glucosa a intervalos de 12 horas, después de unas f4

10, horas, con objeto de conservar una concentracidén de 4%
peso/volumen de glucosa, aproximadamente, en el medio
nutritivo, durante el resto de la etapa de produccidn
de dcido giberdélico en la fermentacidén. La tabla siguiente
indica la concentracidn de dcido giberdlico en el medio,

15. en relacidn con la glucosa consumida en el curso de la

fermentacions



r - 13 - - ~JE8

241702
Baad (horas dogmds o AgHeo fivere i°° (2 bese/votameny”

16 6 645
100 46 10.4
112 79 ‘ 1243
5. 124 133 13.4
136 | 138 1446
148 229 16.3

160 245 17.9
172 291 18.5
10. 184 306 19.1

23 350 21.

244 428 22,3
268 453 23.9
280 487 2447
15, 292 520 25.4
304 54 26.2
316 559 2741
329 610 2747
341 624 28.7
20. 364 646 30.2
376 640 30.8
412 v 670 3341
460 768 ' 34.2
484 794 3444
25, 508 826 35.0

EJEMPLO 3,
Se repite el proceso descrito en el ejemplo 1,
excepto que ¢l 8j% peso/volumen de monohidrato de glucosa,

¥ el 0,24% pego/volumen de nitrato aménico, del medio
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nutritivo empleado en la fermentacidn de produccidn,

se sustituyen por 20% peso/veolumen de monohidrato de
glucosa y 0,4% peso/volumen de nitrato amdénico. Durante
la etapa de produccidn de dcido giberdlico, la glucosa
en exceso que ge encuentra en el medio nutritivo se
consume rapidamente y a intervalos de 12 horas se afladen
cantidades adicionales de monohidrato de glucosa, después
de unas 26 horas, con objeto de mantener una concentra-
cidén de, aproximadamente, 107% peso/volumen de glucosa

en el medlo mutritivo durante todo el resto de la etam
de produccién de dcido giberélico en la fermentacidn,

La tabla siguiente indica la concentracidn de dcido
giverélico en el medioc, en relacidn con la glucosa consu-
mida, en el curso de la Ffermentacidng

Edad (horas después  Acido giverélico Azicar consumido
de la inoculacidn) (mg/1itro) ( 80/volumen

28 10 6.4
30 22 841
52 67 9.4
64 100 1.2
76 115 12.1
88 121 13.7
100 160 14.2
112 192 14,8
124 203 15.7
136 249 16,8
148 261 176
184 272 18.0

208 285 20,3
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220 350 21.0
244 383 22,6
258 445 23.2
268 520 24,0
293 541 25.6
304 546 26.5
328 583 8.3
412 754 . 32.7
460 794 3367
508 820 34.4
532 840 3446
580 a05 35.0

EJEMPLO 4.

J¢ rupite ¢l proceso descrito en el ejemplo 1,
excepto que el 8% de monohidrato de glucosa peso/volumen,
vy el 0,24% de nitrato aménico, peso/volumen se sustituyen
por 16% de monohidrato de glucosa peso/volumen y O, 4%
de nitrato amdnico peso/volumen. Durante la e tapa de
produccidn de deido giberélico en la fermentaoién, se
consume el exceso de glucosa presente en el medio nmutriti-
vo, y Se afisden cantidades adicionales de momohidreto
de glucosa, después de 162 horas y a intervalos de 12
a 24 horas, con objetc de mantener urmm concentracidn de,
aproximedamente, 1 & 3° peso/volumen de glucosa en el
medio nutritivo, durante el resto de la etapa de produc=—
cidn de dcido enla fermentacidn. Le tabla siguiente indica
la concentracidn de dcido giberdlico en el medio, con
respecto a la concentracidn de glucosa, en el curso de

la fermentacidn.
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Edad (horas después

Acido giberélico

de la inoculacidn) (mz/1itro)

16

40

46

52

64

69

75 10

88 42
93 60
100 88
111 107
124 -
136 198
148 206
160 253
172 306
184 311
208 449
232 449
256 478
280 507
304 558
328 642
352 6592
376 765
400 809
424 -
448 838
472 864
496 864
520 956

Concentracidn de
azicar (% peso/
volumen

15.95
155
14.16
14:05
12.36
10.99
9.35
7.83
8:70
5.94
4,77
351
2.59
1.63
0.75
0.93
0.%4
153
3.2
2.13
1.78
1.72
1.72
3617
3. 31
363
2335
2.43
1¢43
1e5
141
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El dcido giberédlico se aisla por métodos cono-

cidos, por filiracidn del medio de fermentacidn y paso
del filtrado (63 litros) a través de carbono. El dcido
giberélico adsorbido se elimina o separa por elucidn

y se recupera y purifica por cristalizacidn. Asi se
obtienen 63,0 g. de dcido giberélico en forma de producto
cristalino incolorg punto de fusidn 233-2352C. con des—
composiciodn.

EJEMPLO 5.

Se repite el proceso descrito en el ejemplo 1,
excepto que el 8% peso/volumen de monohidrato de glucosa
v el 0,24% peso/volumen de nitrato aménico, se sustituyen
por 205 peso/volumen de monohidrato de gluccsa y 0,4%
peso/volumen de nitrato aménico. Durante la etapa de
produccidn de deildo giberélico de la fermentacidn, el
exceso de plucosa presente en el medio de nutricidn se
consume y al cabo de 154 horas se ajladen cantidades
adicionzles de monohidrato de glucosa y luezo se siguen
afiadiendo a intervalos de 12 horas, con objeto de mantener
una concentracidn de, aproximadamente, 1 a 4% peso/volumen
de glucosa en el medio matritivo, durante todo el resto
de la etapa de produccidn de dcido en la fermentacidn.

La tabla siguiente indica la concentracidn de dcido
giberélioo en el medio, con respecto a la concentracidn

de glucosa durante el curso de la fermentacidn,
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Acido giberélico

de la inoculscion) (ne./1itro)

9

40

a4

57

63

82 6
106 46
118 79
130 133
142 138
154 229
166 245
178 291
190 305
202 -
214 -
226 -
238 350
250 427
262 427
274 452
286 486
298 519
310 558
322 591
335 634
347 623

Cogcentrgcién de
azicar (% peso/
volumen

18.25
17.97
16.98
1642
15443
12.69
8473
6.86
5.76
4.6
3.84
4.23
.07
4.09
4.06
4.14
4,09
3.82
3.86
3.68
3.4
3.31
3.13
3,05
2,79
2,46
2.54



5 CENINO=
ST . <

Edad (horas después Acido giberélico Conpcentracidn de
de la inoculacion) ggg.ilitroz azicar (% peso/

‘ volumen)
358 623 : 2.07
370 645 .1.88
382 639 3e3
;. 391 ' 660 1.5
406 669 1035
418 669 0.21
430 , 669 1.12
442 669 0.84
10. 466 940 0.8
490 - 792 0.13
514 825 -
538 - -
562 809 -
15. 586 | 812 -
EJEMPLO 6.
Se repite el proceso descrito en el ejemplo 1,
excepto cue el &b peso/volumen de monohidrato de glucosa
y el 0,245 peso/volumen de nitrato amdnico se sustituyen
20. por 10% peso/volumen de monohidrato de glucosa y 0,4% peso/
volumen de nitrato amdénico. Durante la etapa de produccidn
de dcido giberélico de la fermentacidn, el exceso de
glucosa que se halla presente en el medio de nutricidn
se consume, y al cabo de 60,5 héras, ¥ luego a intervalos
25, de 12 a 24 horas, se afiaden cantidades adicionales de

monchidrato de glucosa pera mantener en el medio nmutritivo
ura concentracidén de, aproximadamente 2 a 4% peso/volumen
de glucosa, durante t0d0 el resto de la etapa de produc-—

cidn de dcido en la fermentacidn. La tabla siguiente




241702

indica la concentracidn de dcido giberédlico en el medio,

en relacidn con la concentracidn de glucosa durante la

fermentacidn,
wdad (horas despuds Acido giberdlico Concentracidn de
de la inoculacion) (mgﬁlitro) azucar (% peso/
volumen)
5. 16 10.58
40 8. 39
46 6«9
52 5 5.44
60 14 - 3¢58
10. 64 29 4.87
69 65 3.67
75 93 2.86
88 128 3.69
93 154 2483
18, 100 174 2049
111 195 2.54
124 A 225 2.54
136 276 2.54
148 293 2.76
0. 160 323 2,95 )
184 406 3.18
208 ' 491 3.7
232 500 4,52
256 569 4,6
o5, 280 590 4.04
304 - 3.96
328 698 2479

352 762 2.84
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#dad (horas &espues Ac%gg/glberellco Concentraclon de

de la inoculacion) 1itro) azucar (% peso/
volumen
376 825 2.41
400 901 2.16
424 - 0.84
5e 448 973 0.33
472 1002 . 0.22
496 989 0.26
520 - 0.21

o Bl deido giberélico se aisla por medios conocidos,?
10 por filtracidn del medio de fermentacidn y paso del
filtrado (60 litros) & tiavis ae carbono. El dcido giberé-
lico adsorbido se separa o extrae por elucidn y se
recupera y purifica por cristalizacidéne. As{ se obtienen
154 63,6 g. de dcido giberédlico en forma de sdlido cristalino
incoloro, punto de fusidn 233-2352C. con descomposicidn.
N O T A
Descrita suficientemente la naturaleza del
invento, as{ como lamenera de realizarla er la préctica,
20. debe hacerse constaf que las disposiciones anterlormente
indicades aon susceptibles de modificaciones de detalle
en cuanto no alteren su principio fundamental, siendo lo
que constituye la essncia del referido invento y por Lo
que se solicita Patente de Invencidn por 20 afios en
25, Espafia: "Procedimiento metabdlico pars la produccidn
de dcido giberélico'; caracterizandose por lo siguientes
12 .~ Procedimiento metabdlico para la produc-
cidén de dcido giberélico, caracterizado por cultivarse

una raza activa de Gibberella fujikuroi ¥y controlar o
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restringir el crecimiento activo para fomentar la produc-
¢idén de dcido giberdlico, y por mantenerse la disponibilidad
de carbono durante la etapa de produccidn de dcido giberé-
lico, afiadiendo un origen de carbono al medio.

20 .- Procedimiento, segin 1o especificado en
la reivindicacién 18, caracterizado porque el origen de
carbono se afiade continuamente, 0 por partidas & interwvalos.

32 .~ Procedimiento, sezin lo especificado en la
reivindicacién 18 y 28, caracterizado porque el origen
de carbono es un azﬁcar, por ejemplo sucrosa o glucosa,
un alcohol polihidrico, por ejemrlo glicerol o esteres
del mismo, © un aceite vegetal,

49 .- Procedimiento, semin lo especificado en las
reivindicaciones 1& a 32, caracterizado porque el origen
de nitrdzeno en el medio es una .sal amdnica, un nitrato,
un caldo de maceracidén de maiz o uma maceracidn de proteina,
tal como la peptona, u otros origenes que contengan
nitrégeno aginilable.

5¢,~ Procedimiento, segun lo especificado en
las reivindicaciones 12 a 48, caracterizado porgque la
etapa de crecimiento activo se lleva a cabo en un medio
equilibrado en el que la concentracidn de nitrdzeno
estd comprendide entre 0,017 y 0,26/, peso/volumen, conve-
nientemente en forma de un 0,05 a 0,75% peso/volumen de
nitrato amdnico y con preferencia entre 0,07 y 0,17%
peso/volumen, convenientemente en forma de 0,2 a 0,5%
peso/volumen de nitrato amdénico.

62 ,~ Procedimiento, segin lo especificado en la
reivindicacidn 52, caracterizado porque la relacidn de

carbono a nitrdgeno, estd comprendida entre 10:1 y 25:1,



23 7

241702

72 .~ Procedimiento, segun lo especificado en la
reivindicacidn 68, caracterizado porque el carbono estd en
forma de 3,184 o 10; peso/volumen de monohidrato de glucosa,
y el nitrdgeno se encuentra en forma de 0,24% o 0,48%

5. peso/volumen, respectivamente, de nitrato aménico.

82 ,~ Procedimiento, segin lo especificado en
las reivindicaciones 12 a 72, caracterizado porque la
concentracion de carbono en el medio durante la e tapa de
produccidn de dcido, estd en la forma de entre O, 15 y 103,

10, pego/volvmen de glucosa y con preferencia en forma de
entre 1% y 4%, peso/volumen de clucosa.

92,~ Procedimiento, segiin lo especificado en
lasg reivindicaciones 12 a 82, caracterizado por usarse
en combinacidn con un proceso de etapas miltiples para la

15. produccldén de deido giberdlico.

102,~ Procedimiento, sealin lo especifioado.en
la reivindicacidn 99,'»caracterizado por aplicarse en dos
o mis etapas, con preferencia en tres; la primera etapa
es de crecimiento activo en un medio equilibrado en el

20. que la relacidn de carbono & nitrdgeno es de 10:1 a
25:13 la segunda etapa es de crecimiento activo en un
medio desequilibrado con una relacidén de carbono a nitré-
geno de, aproximadamente, entre 30:1 y 55:1, hasta que se
restringe por agoteamiento de nitrdgeno, y la tercera etapa,

25, en la gue se afiaden al medio cantidades de origen de
carbono, es tal que se mantiene en el medio una concentra=
cidn aproximadamente constante de origen de carbono,

112 ,- Procedimiento, semin lo especificado en
la reivindicacién 102, caracterizado porque la concentracién

30, aproximadamente constanite de origen de carbono es de entre
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0,5% v 10% peso/volumen del medio,

122,~ Procedimiento, segin 1o especiricado en
la reivindicacidn 112, caracterizado porque la concentra~
cidén de origen de carbono estd comprendida entre 1% y 4%
peso/volumen del medio, con preferencia en forma de
glucosa 0 sucrosa.

139 ,,~ Procedimiento metabdlico para la produccidn
de deido giberdlico; tal y como queda sustancialmente

descrito en la presente memoria qup consta de veinticuatro

'Pa care.
Y. 1958

IMPERN DUSTRIES LIMITED,

hojas escritas a mdd
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