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ANTECEDENTES DE LA INVEXCION

Campo de la Invencién

Lsta invencidén se refiere a la preparacién de

compuestos {Spticamente activos que son compuestos intep

5 medios importantes on la sintesis de prostaglandinas na
‘ * -

turales, sus andlogos y sus derivados.

Descripcidn de la Téenica Anterior

sih y otros (J. Am. Chem. Soc., 95: 1676[}973;

Patente de los EE.UU. N2 3.773.622[1973]) han descrito un

10 procedimiento para la conversién microbiolégica de un subs

N

trato de ciclopentano-1,3,%-triona sust%ﬁuida e# 1; posi-
cién 2 6 un substrato de 3-alcoxi-ciclopenf-z-eﬁdtl,h-dig
na sustituida en la posicidén 2, en uuns h(g)—hidr;xi-ciélg
pentano-~l,3~diona sustituida e# la posicidén 2 6§¥i;amente
- 15 activa, en la cual el ﬁso del simbolo It con reséééto al
grupo hidroxilo de la posicién 4 indica la conformacién
del Gltimo de acuerdo con el convenic de céﬁn—lﬁgﬁid-Prelog'~
EL procedi&iento de Sih y otros utiliza un micﬁooiganismo
de la clase Ascomicetos para efectunar la conversién del
20 substrato.
Un ejemplo especifico de este procedimiento in-

cluye la conversidén de substratos que tienen las férmulas

estructurales generales

25
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por un microorganismo de los Srdenes Endomicetales, Hu~-
corales, Moniliales, o Burotiales. En las férnlu:!.é'_s Ly IX
y III, L. es un radical etileno o W)‘inilerm, M es <un Srupo
alcohilo que tiene de 1 a 4 Jtomos de carbouno, v j vy k
20 son niuneros enteros que tienen un valor comprendido entre
1Ly k4, En las férmulas I, II y ILII, los 4tomos de carbo-
no del anillo deciclopentano se numeran en el sentido de
las agujas del reloj, como se indica., En la férmula IIT ,
la linea de trazos entre cl ch del anillo de ciclopentano
25 y el Atomo de oxigeno del grupo hidroxilo de la posicién

15~1-75 -3 -



4 indica un enlace de valencia que se proyecta por de~

.bajo del plano del anillo, exhibiendo asf{ la conforma-

cién R segln el convenio de Cahn-Ingold-Prelog.

Un ejemplo todavia méis especifico del proce-

~

5 dimlento de Sih y otros es el Que se refiere a la con
versidn de un substrato tal como 2-(6'-carbometoxihexil)~
'ciclopentauo-l,Q,Q-triona (f6rmula IV, zajo) 6 5-(6’-ca£
pometoxihexil)-3~metoxicilepent~2—en6-l,4-diona (férmulaiv

V, abajo) en 2—(6’~carbometoxihexil)—4(B)-hidrbxiciclopeg
10

tano-l,3-diona (férmula VI, abajo) por la acciﬁb;fermeg .
tativa de Dipodascus uninucleatus 4 Schizosaccharomyées
poubi: o S e
CO,CH
2 .
3 (1v)
7N\ e
15 0’ o
0
CO2CH3 (vi)
N
ot o
20 ) i
(v)
25
. -4 .
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En la férmula VI, la linea de trazos entre el ftomo C)
del nficleo de,ciclopentano y el &tomo de oxigeno del gru
po hidroxilo de la posicién 4 tiene el mismo significado
que'se ha definido arriba para la férmula III.

Las condiciones especificas del procedimiento
de‘Sih vy ofros incluyen las giguientes:
1. La utilizacién de un medio soja-dextrosa, cerelosa-eda
miﬁa, o dextrana-licor de maceracién de maiz que tiene una
concentracidén inicial de hidratos de carbono comprendida
entre 0,1% y 0,5% y.un pH ajuséado inicial compreﬁhido en
t?e 5y f.
2, La incubacién de un microorganismo de la clase Ascomi-
cetos (especificamentevde los 6rdenes Endomicetaleé, Muco

rales, Moniliales, o Burotiales) en el medio hasta que se

alcanza una concentracién.del microorganisio de 10%.

3. La adicibén subsiguiente de una ciclopentanOml,}gh—triona

sustituida em la posicién 2 6 una 3-alcoxi-cicloperntano-1,

B

h-diona sustituida en la posicién 2 al medio a»upbfitmo de

-

aproximadamente 0,2 gramos por hora y por cada 10 litros

de medio; v,

4, larrecuperacidén de la 4(g)-hidroxi~ciciopéntano—l,B-dig

na sustituida en la posicidn 2 a partir del medio por exw

traceién con acetato de etilo.

En una operacién tipica de 72 htjas de duracién,

se pueden convertir en producto aproximadamente 5 gramos

-5 -
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I'd

de substrato por cada 10 litros de medio,

) Significativamente, el procedimiento de Sih y.
otros no implica mantener la concentracidn de hidratos
de carbon§ o el pH del medio durante la incubacidn del

microorganismo o la adicidn de substrato.

**! RESUMEN DE LA TINVENCION '

La materia gue constituye el objeto de esta in
vencién es un procedimiento microbiolégico mejorado para
convertir w: substrato de cicloPQntano-l,B,h-triéna sus-

tituida en la posicién 2 § un substrato de 3-aléqi1~ciclg

'pent-z-eno-l,h—diona sustituida en la posicidén ggeﬁ un

producto de h(gl-hidroxi—ciclopentano-1,3-diona~§ustitq§
da en la posicidén 2 Spticamente activa, por la "ucéién de
un microorganismo de la clase Ascomicetos, que implica

las mejoras siguientes: . -

1. Incubar el microorganismo en un medio que tiens una

concentracidén inicial de hidratos de carbono comprendida

. EERI S

entre 2% y 6% y un pH inicial comprendido entréwSAy 6, vy
mantener una concéntracién de hidratos de carbono subsi-
guiente comprendida entre 0,1% vy 1% y un pH subsiguiente
comprendido entre 4 y 5 hasta que se alcanza una concen-
tracién del microorganisme comprendide entre 20% y 35%;

2, Afiadir el substrato al medio a un ritmo comprendido en
tre 0,4 gramos y 1,0 gramos por hora y por cada 10 litXos

de mediog



3. mantener la concentracidn subsiguiente de hidratos

de carbono del medio entre 0,1% y 1,0% por medio de ali

mentacidén por cargas o continua durante la etapa de in-

cubacién y la etapa de adicidén de substrato; y
4, mantener el pH subsiguilente del medio entre 4 y 5 du

rante la etapa de incubacidn y la etapa de adicidén de subg

 trato.

10
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Un ejemplo més especifico de esta invencidn in

cluye el procedinilento mejorado consistente en convertir

un substrato que tiene la Térmula estructural

(an)juL—(Cﬂz)k-Cozm (£)
7
o o
é
(cnz)j—L-(cnz)k-cozn (I;)
07 “OM

a un producto de la férmula

(CHZ)J-L-(CHZ)k-COZM

(77

o (ITX)
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. versién de los substratos I 6 II en el products- IXI se

donde L es un radical etileno o vinileno, M es un grupo
alcohilo que tiene de 1 a 4 &tomos de carbono, y j y k

son nimeros enteros que tienen un valor comprendido en~

tre 1 y:4. Como se ha descrito previamente, la linea de

‘trazos entre el 4tomo de carbono C4y del nicleo de ciclo-

pentano y el ox{geno del grupo hidroxilo de la posicién

L4 indica un enlace de valencia cuya direccidén se proyec-

ta por debajo del plano del anillo de ciclopentano, re-—

presentindose asi grificamente la conformacién R. La con

-~ R

s Y,

"realiza por la accidn fermentativa de un microorganismo

e
1-; ~

de los 6rdenes Endomicetales, Mucorales, Moniliales o

Eurotiales, e incluye las mejoras siguientes:

3
S vaa

1. Incubar el microorganismo ern un medio que contiene una

concentracidn inicial de glucosa comprendida entuve 2% y
6%, casamino-4cidos, extracto do levadura, ¥ c;??tas sa-
les minerales esenciales, tales como citrato denspdio,

ortofosfato de dihidrégeno y potasio, nitratoj@ézamonio,

sulfato de magnesio, y cloruro de calcio, y que tienen

un pH comprendido entre Ly 5 hasta que se alcanza una

-concentracién del microorganismo comprendida entre 20%

y 35%, y mantener una concentracién de glucosa subsiguien
te comprendida entre 0,1% y 1% y un pll subsiguiente com-
prendido entre 4 y 5 en el medio;

2. afiadir aubsiguientemente substrato I 6 II al medio a



un ritmo comprendido entre 0,4 gramos y 1,0 gramos por
hora y por cada 10 litros de uedio;

3+ mantener La concentracidén de glucesa subsigudente del

medio entre 0,1% y 1,0% por inedio de alimentacidén por car
5 ‘ gas o continua durante las etapas arriba indicadas; y
4,wantener el pH subsiguiente del medio entre &4 ¥y 5 due
rante las etapas 1 y 2 de este procedimiento.
Un ejemplo detallado de esta invencidén se refie-~
ré al procedimiento mejorado de conversidn de un. substra-
10 to tal como 2~(6’~carbometoxihexil)-ciclOpentanﬁ-l,B,4»tr£
;na é 2-(6’-carbomotoxihexil)~3~metoxi~ciclopent-2«eno~1,
4—diona en 2-(6'-carbometoxihexil)-4{?)—hidroxi~éiclcpeg
tano~l,3~diona por la aeccién fermentativa del micrcorganis

mo Dipgdascus uninuvcleatus ¢ Schizosaccharomyces pombi, e

15 incluye las mejoras siguientes: e

1. Incubar el microorganismo en un medio que comprende 3
g de -citrato de sodio, 5'g de dihidrogeno-ortofbéféto de

potasio anhidro, 3 g de nitrato de amonio anhidre, 0,2 g.

de sulfato de magnesio heptahidratado, 0,1 g de clorure
20 de calgio Hihidratado, 5 g de extracto de levadura, 5 g

de casaniino-~dcidos, 40 g de glucosa y 1 litro de agua, y
que tiene un plH comprendido entre 5 y 6, y mantener una

concentracién de glucosa subsiguiente de 0,1% y un pH sub

siguiente comprendido entre 4,2 y 4,7 hasta que se 21632

25 za una concentracidn del microorganismo del 25% en el me~-

15-1-75 -9 -
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dio;
2, afladir subsiguientemente el substrato al medio a un

ritwo de 0,5 g por hora y por cada 10 litros de'medio;

3. mantener la concentracidn de glucosa subsigulente en

0,1% durante las etapas arriba indicadas por medio de

alimentacidén por cargas o continuaj Ve

k. mantener el pH subsiguiente del medio entre 4,2 y 4,7

durante las etapas 1 y 2 del procedimiento por adicién

de KHZPOI* 1 M.

In una operacién tipica de 72 horas de ‘este pro

L

cedimiento mejorado, es posible una conversién comprendi-

s 3

da entre 35 y 75 gramos de substrato en producto,por ca-

I
-

da 10 litros. ) : . e

In este procediniento mejorado se pueden utili-
zar los microorganismos siguientes de la clase Ascomicetos
para la conversidn de una ciclopentano-l,B,Q;tréé?a susti-
tuida en la posicidén 2 ¢ una 3—alcoxi~ciclopeptw2feno-l,
Lk-diona sustituida en lﬁ posicién 2 en una 4(gi£5§droxi-ci,

clopentano-l,3-diona sustituida en la posicién 2:

Orden - Endomicetales

Byssoclamys fulva

Dipodascus uninucleatus

Dipodascus aggsregatus

Dipodaseus albidus

Zvgosaccharomyces priorianus

~

- 10 -



1o

15

20

25

15-1-75

Orden - Endomicetales (continuacién)

Zyposaccharomyces ashbva

Saccharomyeces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae var. odessa

Saccharomyces cerevisiane f£ragilis

Saccharomyces cerevisiae geidifaciens

Saccharomyces cerevisiae lactis

Saccharonyces cerevisiae dobzanslkii

Endomycopsis fibuliger

Endomycopsis Javaanesis

ansenula anomala

Schizosaccharomyces pombi

Schizosaccharcmyces octogporum

Orden -~ Moniliales

Rhodotorula aurauntiaca

Rhodotorula pallida

Geotrichum candidum

Torulopsis pulcherrima

Candida krusedi

Gliocladium fimbriatum

Glioclhadium vermoeseni

Paecilomyces varioti

Stachybotrys lobulata

Trichoderma viride

Memmoniella echinata

Gliocladiumn roseum

- 11l -



Orden -~ Moniliales (continuacidn)

Fusarium decemcellulare

Alternaria tenuis

Gliocladium catenulatum

‘5 Orden - Burotiales

DPendcillium striatum

P, claviforme

P, pseudostromaticum

P. rogueforti

-10 . F. caseicolum

P. purpurogenum

- . . P. freqguentans

15 P, duclauxi

P, multicolor

P. sclerotiorum

P. granulatun

P. vermiculatunm

20 Po terlikowskii

P, dtalicum

Aspergillus ustus

A. restrictus

A. ungins

25 A. terreus

15-1-75 ' | - 12 -



Orden - Eurotiales (continuacién)

A, luchensis

A. ornatus

Orden -~ Mucorales

5 ‘ Absidia blakeslesana

Absidia regnieri

Mucor Rammanndanus

Zygorhynchus heterogamus (+)

Pharmo lomyces articulosus

10 ' Phycomyces blakesleeanus

Este procedimienta mejoradq ofrece varias ven-
tajas in;aperadés sobre el procedimiento de la técnica an
terior de Sih y otros. El mantenimiento de la concentra-~
.cidn de hidratos de carbono subsiguiente y el jogubsi-

15 guiente del medio entre 0,1% y 1,0% y enbre 4 y 3 respec~
tivamento, durante las etapas de incubacidn del microor-
ganismo‘y adicién de substrato.da como resultaqblﬁna pro
liferacidn muy rdpida del microorganismo hasta alcanzar
una concentracién cowprendida entre 20% y 35% en el wedio

20 y una velocidad de conversién aumentada de substrato en ‘
producto comprendida entre 0?4 y 1,0 gramos por hora y -
por cada 10 litros de medio. En el procedimienté de Sih
y otros, ﬁna concentr;cién de microorganismo del 10% ¥y

una velocidad de conversidn de aproximadatente 0,2 gramos

!
25 de sbbstrato por hora y por cada 10 litzros de medio veprg

»

15-1-75 o - 43 ~



senta los pardmetros mAximos del procedimiento, Por esta
razén, este procedimiénto me jorado permite un aumento de
2 al veces-en la concentracidén de microorganismo en la

etapa de incubacidn’ y un aumento de 2 a 5 veces eﬁ la vg

5 locidad de conversién del substrato. Ademas, la cantidad

total de substrato yue se puede convertir en un periodo
de 72 horas es de 35 a 80 gramos por cada 10 litros de me

dio, o un aumento de 7 a 15 veces sobre la cantidad cong

Cl
LI

vertida por el procedimiento de la técnica anterior.

> E]
? E

. 10 : DESCRIPCTON DR -LAS REALIZACIONES PREFERIDAS
- .‘el‘.;‘x: i
- Bjemplo 1 . ) .

n oA~

. . - n
Se utilizd un medio nutriente con la composicidn
PRI

iguiente para la incubacidén del wmicroorganismo y, la con~

LYY
RS

versidén del substrato,

15 . g/litro de aggg
Citrato trisddico . : 3 . ‘
KH, POy (auhidro) : ) 5 o0
NH, NO, (anhidro) . : 2
MgS0y . 7H,0 : - 042
20 CaCl, a2m,0 _ ' 0,1
. Extracto de levadura 5
Casamino-Aacidos 5
Glucosa : - Lo

Se utilizé la cantidad que cabfa en una anilla

\

25 normalizada del desarrollo en la superficie'de—un cultivo™""" -

15-1~75 | ~ 1
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en pico de flauta en agar de extracto de malta que se¢ ha

bfa preparado una semana antes de Dipodascus uninucleatus

para inocular 50 ml del medio arriba indicado en wn matraz
Erlenmeyer de 250 ml, Bl matraz se incubé a una temperatu

ra comprendida entre 26¢ y 329C y se agitd a 300 r.p.m,

en una maguina rotativa de sacudidas durante 36 horas. Des
pués de ello, se efectué una transferencia de 5% en volu-

men a un matraz lPernbach de 2,8 litros que contenfa 1 li-
tro del mismo medio nutriente. Al cabo de 24 horas de incu

bacién, cuando el desarrollo del cultivo alcaunzaba al menos

25% de sélides, se ahadieron en forma de polvo 460 mg del
compuesto 2-(6'-carbometoxihexil)~ciclopentano-l;3;4-trio~
na a cada matras Fernbach cada 8 horas dufante 1;;.3 dias
inmediatamente siguientes; Durante el cursoe de la conver-

sidén, el pH del medio se mantuvo entre 4,2 y 4,5'@;aiante

el empleo de KH2P°4 1 M, ¥y la concentracidém de glucosa se

[T

mantﬁ&o entre 0,1 y 0,4% mediante alimentacién Qe:é@ucosa
por cargas,., La conversidn de 2-(6’—carbometoxih;;;£)-ciclg
pentano~l,3,4~trioﬁa en 2«(6°-carbometoxi)~4(R)-hidroxi~
ciclopeﬁtano—l,3~diona se comprobd periédicamente por ex=~

traceidén de la malta muestreada con 0,5 volGmenes de ace~

tato de etilo y manchas del residuo (suspendido en aceto-

na) sobre una placa de cromatografia en capa delgada uti-
lizando un sistema de disolvente que comprendfa: 110 ml

de acetato de etilo, 50 ml de isococtano, y 20 ml de dcido

- 15 -



) acético. Las manchas de substrato v producto se detecta~

ron con radiacién ultravioleta de onda corta. Transcurri
das 72 horas desde el momento de la primera adicidén de’
substrato, se éepararon las células por filtracidn. EL

5 liquido sobrenadante se saturé con NaCl, se acidific§

con HC1l hasta pH 2,0, y se extrajo con un volumen de ace
tato de etilo. La fase de acetato de etilo se separé y se

evaporé a sequedad. La recristalizacién en acetato de eti

A~

lo-éter de petrdleo permitid§ obtener 2,8 g de producto;

El empleo de 2-(6”-carbometoxihexil)-Z-metoxi~
ciclopent-2-eno-1,4-diona en lugar de 2=-(6”=-carbomatoxi~
hexil)-ciclopentano~1,3,4%=triona como substrato produce

27~ (6"~carbometoxihexil)-4 (R)~hidroxi~ciclopentsno=l,3-dio

15 na con un rendimiento sustancialmente igual al anterior.

~

A

Ejemplo 2 EREN

Se llevd a una escala mayor el procedidiénto del

Ejemplo 1 en un fermentador de 14 litros utilizando el mis f%

‘ mo medio. Se utilizé 1 litro de un cultivo obtenido duran

- 20 te 24 horas, de Dipodascus uninucleatus en un matraz

Fernbach de 2,8 litros, para inocular 9 litros de medio

dispuestos en un fermentador de 14 litros. Las condicio=-

nes para la fermentacién Tueron: temperatura, 302C; airea

c¢ibén, 5 litros de aire/minuto; agitacién, 300 r.p.m.

. 1
25 Se utilizé el antiespumante "Antifoam>130S" pa-.

15-1-75 ' - 16 -
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ra reprimir la formacidén de espuma en caso necesario. Al
capo de 24 horas de incubacién, se afiadieron 4 g de 2-(62
carbomotoxiliexil)~-ciclopentano~1,3,4~triona en polvo cada
8 horas dgrante las 72 horgs siguientes. Durante el curéo
de la convefsién, se mantuvo el pH del medio entre 4,2 y
4,5 med;ante el emplcd de XHpIOy 1M, y’la concentracidn
de glucosa se mantuvo cutre 0,L y 0,45 mediange alinenta-

cién de glucosa por cargas. Transcurridas 72 horas desde

el momento de la pwimera adicién de 2-(6"=-carboretoxihexil)
qiclopentano?l,3,4-triona, se separaron las células y se
aislé el producto, 2-{6’~carbometoxihexil)-k(R)-hidroxi-
ciclopentano~-l,3~diona, como se ha descrito en el Ejemplo

1. Bl rendimiento del producto recristalizado fue de 25,0
. - [ - 0(] 25
g; p.f. 89,5-91 C’[‘ p +19,1 (cicls).
In este ejemplo, se puede utilizar comec subslirg
to 2-(6"~carbomectoxihexil)-3-metoxi-ciclopent-2-ena-1,4-
diona, sin merma del rendimiento enh producto.

Bjeuplo 3
Se repipld el procedimiento del Bjemplo 2, ox-

cepto que el substrato se disolvid en dimetilformamida

(L0 g en 20 mL de DMF) y se alimentd continuamente al fex

mentador a una velocidad de 0,5 g/hora. La alimentacién

del substrato se llevd a cabe mediante el uso de un tubo

de teflén unido a una bomba de Jjeringuilla paxa evitar

el efecto corrosive de la DMIP sobre los tubos de tygon o

\

de caucho, La velocidad de conversidn. mediante el empleo -

- 17 -



1o

15

de un aporte continuo de alimentacidn de substrato fue
apreéiablemente mayor que la cdrreépondienﬁe al caso de
la alimentacién por cargas: 36 gramos,en_éo'hdfas, frente
a 36 gramos en TO horas; | -

La presente solicitud, que corresponde a la pre-

. sentada en Estados Unidos de Américe, el 10 de Diciembre

de 1973, bajo el nimero 423,257, se acoge & los bemeiicios

R
,

del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Indug

trial,

~ REIVINDICACIONES - 2240

-

Los puntos de invencién propia y nueva que

~

.Be pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidn en Espafia, por VE;NTE afiog, son los que se reco-~

gen en las reivindiceciones siguientes:

8,- Un procedimiento mejorado para preparar una

4(R)~hidroxi-ciclopentano-1,3-diona dpticemente activa susti
tuida en la pbsici&n 2 por conversidn de un substrato de una
ciclopenteno-1,3,4-triona sustituida en la posicidn 2 6 wn subs

trato de una 3~alcoxi—ciclopenff2-eno-l,4—diona sustituida en
la posicidén 2 mediante la utilizacidén de un micfoorgapismo de

la clase Ascomicetos, en el que la mejora se caracteriza -

- 18 -



por incubar el microorganlsmo en un medio gue tiene una
concentraciﬁn_inicial de hidratos de carbono comprendida
entre 2% y 6% y un pH inicial comprendido entre 5 y 6, v
mantener una concentracidén subsiguiente de hidratos de

carbono comprendida entre 0,1% y 14 y un pll subsiguwiente

. comprendido entre h'y 5 hasta que se alcanza en el medio

una concentracién de células del microorganismo compren-

dida entre 20% y 35%; afiadir el substrato dl medio a una

~ velocidad comprendida entre Q,4 gramos y 1,0 gramos por

10

.15

20

25

15-1-75

hora y por cada 10 litwros de medio; y mantenersld,conceg

‘tracién subsiguiente de hidratos de carbono del madio en-

tre 0,1% y 1,0% y el pH subsiguiente del moedin . antre & y
5 durante la adicidn del substrato.

2%,~ Un procedimiento asejorado de acuerds con
la reivindicacidn 1%, en el que el substrato se¢ seleccio-

na de entre el grupo de compuestos que btienen & Férmula

(011, ) j=L- (Clip )1 =CORM

4%

(cu ~CO, M

=L~ (Cl, )y ~CO,

2)5

p
o/ ‘om

- 19 -
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en las que L es etileno o vinileno, M .es alcohilo que tie

ne de 1 a 4 4tomos de carbono, v

P

J -y k son nimeros enteros
que tienen un valor compréndido entre 0 y 4.

&,=- Un procedimiento de acuerdo con la reivin-

5 dicacidn 1%, en el qué dicho substrato eslz-(6'-carbome—
.toxihexil)~ciclopentano;l,3,4ftriona. j
I ) 2,- Un procedimiento de acuerdo cén la‘rgivin-
dicacién 1%, en el gue dicho substrato eé 2~ (6"~carbome—
toxihexil)-3—metoxi—ciclopent;2~eno—l,y—diona. T
10

2, - Un procedimiento de acuerdo con la-reivin-

. . R - N . .,':"
dicacidn 12, en el gque la velocidad de adicidén dé substra-

“

to ‘es &e 0,5 gramos por hora por cada lo.litroé?

6%,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-

dicacién 1%, en el que la concentracién de hidratos de car

15 bonoe es 0,1% y el hidrato de carbono es glucosa.

8 ,~ Un procedimiento de acuerdo con "ld reivin-
dicacién 12, en el que la concentracidn de hidratos de

. R 'Y

. Tova
carbono se mantiene mediante alimentacidn por cargas.

&,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-

20

dicacién 1%, en el que la concentracién de hidratos de
carbono se mantiene por medio de alimentacién continua.

98 ,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-

dicacidén 1%, en el gque dicho medio comprende: 3 é de ci-

trato de sodio, 5 g de dihidrogeno~ortofosfato de potasio
25

anhidro, 2 g de sulfato de amonio, 0,2 g de cloruro de mag

15-1-75

ay
.



.10

15

nesio heptehidratedo, 0,1 g de cloruro de caleio dihidrato, -
-5 g de extracto de levadura, 5 g de casam1no~a01dos, 40 g

de glucosa, y 1 litro de agua.

102,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidn 18, en el que el pH se mantiene entre 4,2 y 4,7.

1ll2,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidn 12, en el que el pH se mantiene mediznte el empleo
de KHyPO, 1 M, ' e

128,- Un procedimiento de acuerdo con laiféivin-
dicacién 12, en el que dichovmicroorganismo es Dipodagcus

uninucleatus.

138,~ Un procedimiento mejorado para preparar una

_ 4(R);hidroxi;ciclopentano-l,3—diana épticamente activa sus-

tituida en la p031c16n 2,

Tal y como se ha descrito en la Memoria. que ante-

cede y con los fines que se han especificado,
Esta Memoria consta de veintiuna hojas escr;tas
a méquina por una sola cara, o
o 16.5E.197%
Madrid,
P.4,

Alben‘o de Elzaburv |

- Poy'Pdder,
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