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la  invención se refiere a la  producción de ácido 

d-tartárico por conversión microblológica del ácido eis-epoxi— 

succínico. La actividad hidrolizante de los microorganismos de 

lo s  géneros "Achromobacter" y " A lcali genes"» y las  enzimas pro­

ducidas por los mismos, provoca l a  conversión por «na M d ró lis is  

selectiva ta l que se obtiene fácilmente e l producto en forma pu­

ra y con buen rendimiento,

31 ácido ois-epoxlsuccínico puedo ser preparado de 

manera fá c i l  y poco costosa a partir de anhídrido maleico por 

disolución en agua y reacción del ácido maleico resultante con 

peróxido de hidrógeno en presencia de un catalizador epoxidanta 

ta l eomo e l tuagstato sódico.

De acuerdo con la  invención se hidroliza e l ácido 

eis-epoxisuecínico en presencia de un microorganismo del género 

"Achro&obacter" o "Alcaligenes" * Los ejemplos de ta les  microor­

ganismos incluyen la s  siguientes cepas bacterianass áchroracbae— 

te r  tartarogenes n. sp, 20RAI 1246* FSRS-P 2507; Achroaobacter 

epoxylytieus n. sp. TORAY 1270* PEES-P 2508; Achromobacter ac i- 

nus n. sp. TORAY 1366, F2RH-P 2509} Achromobacter serieatos n. 

3p» TORAX 1190* FERI-P 2510; Alcaligenes epoxylytieus n* sp, 

TORA! 1128, PES1-P 2511; Alcaligenes margaxitae n. sp. TORAX 

1110, FBffi-P 2512, ("FEffi-P" es e l  nombra ae depósito o fic ia l  

de cada organismo en e l Instituto de Investigaciones de Fermen­

tación del Japón).

Resulta apropiado tanto un medio de cultivo sintético 

como natural para cultivar tales microorganismos coa t a l  que con 

tenga los nutrientes esenciales para el. crecimiento del micro©!*» 

ganiomo empleado. Debería añadirse una pequeña cantidad de ácido 

cis-epoxisuccínico, una sa l del mismo* ácido d-tartárico o una 

sa l del mismo a títu lo  de inductor para la  enzima antes del cul­

tivo o en e l curso del mismo.



Como fuente de earbono para e l medio de cultivo* se 

puedo u t iliz a r  como ingredientes* por ejemplo* azácares t a l  como 

glucosa o sacarosa» alcoholes, ácidos orgánicos, l ic o r  de asía  

macerado o melazas, ácido cis-epoxi succínico, ácido d -tariárlco  

o sus sales* Gomo fuente de nitrógeno, puede u tilizarse , por 

ejemplo, amoníaco, sales amónicas, ta l como sulfato amónico o 

cloruro amónico, una amida, nitrato, urea, aminoácido o proteínas 

t a l  como peptona, soja en polvo o extracto de carne* Puede aña­

dirse fosfatos* sulfatos, sales de magnesio, potasio, cinc, hie­

rro, manganeso y/u otros metales, extractos de levadura, vitami­

nas y/o nacleótidos entre otros Ingredientes* S I cultivo es pre­

parado preferentemente de forma aeróbiea entre 20 y 3580» más 

preferiblemente entre 26 y 302 o, estando comprendido e l  pH pre­

feriblemente entre 6 y 8. la  enzima denominada "epoxidasa de d- 

tartrato* se acumula en la s  células a l  avanzar e l proceso*

la  h id ró lis is  del ácido cia-epoxisuceínico puede ser 

efectuada con un cultivo de crecimiento, un caldo de cultivo, 

células vivas, un extracto celular, células tratadas ta les como 

células secadas con acetona, células secadas con tolueno, céla­

las  lio filizadas , o enzima denominada "epoxidasa de d -tartrato". 

La enzima puede ser usada en e l estado de una “enzima Inso lubili— 

zadatt ta l como enzima absorbida con celulosa DJSAK* TEAE» o GE o 

bien enzima absorbida con I)l¿AE-''Sephad.extt.

la  mezcla de reacción comprende preferentemente una so­

lución acuosa de ácido cls-epoxisueeínico que puede añadirse a 

l a  mezcla de reacción como e l ácido lib re  o como una sal* Se 

puede u t iliz a r  cualquier sa l pero, desde e l punto de vista eco­

nómico, se prefiere una sa l de un metal alcalino o un metal al­

calino—térreo ta l como e l sodio, potasio, calcio o amonio* lío 

existe limitación sobre la  gema de concentración del ácido c is -



epoxiouceínico. U analmente, se introduce entre e l  1Q y e l  25$

(en peso) de ácido (o sa l) cis-epoxisaoeínico en la  mezcla de 

reacción al comienzo de la  re ace ida*

El pH de la  mezcla de reacción'es mantenido preferen­

temente entre 6,5 y 9,0, más preferiblemente entre 7,0 y. 8,0»

Para ajustar e l píl de la  mezcla de reacción, puede emplearse un 

hldróxido de metal alcalino. la  reacción pueda ser conducida a 

cualquier temperatura a l a  que l a  enzima sea suficientemente es­

table, por ejemplo entre 20 y 50» 0» La temperatura puede ser de 

500 C durante 2 a 3 boros de reacción, © de 40» 0 para una reac­

ción mayor de 20 Horas en la  que e l  ácido cin-opoxisaccínico se 

convierta prácticamente de manera estequiomé trica  en ácido d—tar­

tárico.

La mezcla de reacción o e l  filtrado  resaltante de su 

filtrac ión , puede ser pasada a través de una columna llena, de 

una resina de intercambio aniónico para absorber e l ácido d -tar­

tárico. Después de lavar la  columna, e l  ácido d—tartárico absor­

bido puede ser eluido con un ácido ta l como ácido fórmico. E l 

ácido d-tartárico puede ser obtenido a partir del eluado resol­

tante por evaporación y cristalización.

La recuperación del ácido d-tartárico puede ser efec­

tuada alternativamente por la  adición de ana sa l de calcio a la  

mezcla de reacción. 3e prefiere e l sulfato, calcico, clorure cál­

ele© o carbonato cálcico. Después de añadir uno de estos produc­

tos a l a  mezcla de reacción, e l  ácido d-tartárico es recuperado 

a partir  de la  mezcla de reacción como d-tartrato cálcico. por 

filtrac ión  (usualmente con 4Hg0). l a  sa l puede ser convertida en 

e l  ácido lib re  por métodos convencionales.

Loa seis microorganismos mencionados más arriba presen­

tan las  características indicadas en la s  Sabias 1 y 2. Para estas 

investigaciones taxonómicas, so recurra a l "Manual o f  Determina-



tive Bacteriólogo" de Bergey, 7 j edición (1957) (a l que se hará 

referencia en lo que signe como "e l Kaaual"). las cuatro cepas 

de microorganismos indicadas en la labia 1 son clasificadas como 

meras especies del género "áchromobact er". fodas ellas sen cocos 

Grao-negativos o varillas cortas, aeróbicos» inmóviles y acromo- 

génieos* Jfo se observó formación de gas con los asácarea. los mi­

croorganismos que tienen las mencionadas características perte­

necen también al género "Nelsserla".

No obstante, de acuerdo con e l  Manual, todos lo s  mi­

croorganismos que pertenecen a l género "Nelsseria" son parásitos 

animales y tienen una temperatura de crecimiento óptima de 37 SC» 

ffi-Ht embargo, los microorganismos que pueden ser usados de acuerdo 

con la  invención fueron aislados originalmente del suelo y no 

pueden crecer a 373 C* por consiguiente, no consideramos apropia­

do c lasificarlos  como "Helasería".

Ha habido muchas opiniones sobre los microorganismos 

que son Grata-negativos, acromogénicoa e inmóviles*: Por ejemplo, 

Prevost propuso establecer un nuevo género de "Acinetobacter" 

para in c lu ir  estos microorganismos* (" I ra lté  de Systómatlque 

Bactérienne", 1961, 2, 156 a 164). lo s  microorganiamos que pue­

den ser usados de acuerdo con la  invención tienen la s  caracterís­

ticas del "Acinetobacter" de Prevost. No obstante, para ev itar  

confusiones, hemos adoptado e l sistema de clasificación del Ma­

nual en e l  que los "Acinetobacter" de Prevost están clasificados 

como "áchromobacter"* Entre la s  especies de Achromobacter del 

Manual, tres aparecen como inmóviles y desprovistas de licuefac­

ción de gelatina* Entre estas tres, la  "Achromobacter eurydlce" 

no tiene acción sobre la  leche de tornasol o sobre los azóoares 

con excepción da la  glucosa. E l "Achromobacter delmarvae" no pro­

duce sulfuro de hidrógeno y provoca e l  ennagrecimlento de l a  le ­

che* E l "Achromobacter parvulus^ forma colonias fuertemente pun-
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«iforines y forna amoníaco* lo s  microorganismo3 que pueden ser 

asados da acuerdo con la  invención no son idénticos a loa "Achro— 

mobaeter" conocidos en estos aspectos. Por consiguiente, basas 

llegado a la  conclusión de que estos microorganismos son nuevas 

5. especies do "Achramobacter".

Dos cepas de microorganismos indicados en l a  lab ia  2 

so distinguen del "Achromobacter" por e l  bocho de que muestran 

una reacción alcalina sobre la  leche de tornasol y no producen 

ácido alguno a partir de azúcares. Basándonos en estas considéra­

lo . ciones, hemos clasificado estos microorganismos como «A lca lige - 

nes,t* Dos especies conocidas de "A lcalines", "álcaligeáes visco- 

la c t is '1 y «Alcaligenes metal-caligeaes" tienen algunas similitu­

des con los  microorganismos que pueden ser usados de acuerdo con 

l a  invención. No obstante, la  primera está caracterizada por su 

15* tendencia a  volver l a  leedle muy viscosa, y l a  última es un habi­

tante del tracto intestinal y tiene una temperatura óptima de cre­

cimiento de 22aC. por consiguiente, hemos llegado a la  conclusión 

de que los a i ero organismos que pueden ser usados de acuerdo con 

l a  invención son nuevas especies de «Alcaligenes".

20. Además de los microorganismos descritos más arriba,

es posible u t iliz a r  otras especies de "Achromobactar" o "A lcali— 

genes" que produzcan la  enzima denominada epozidasa de d-tartra­

to. la  invención no se lim ita a l uso de lo s  microorganismos del 

tipo sa lva je , se desea y se pretende in c lu ir e l  uso de lo s  matan— 

25. tes producidos a partir de los microorganismos descritos, t a l  co­

mo por ejemplo, mediante la  irradiación ultravioleta, exposición 

fagedéniea y tratamiento con nitrosoguanidina.
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5.

10»

15.

-20.

25.

30.

Se ilustra la  invención mediante los siguientes Ejem- 

píos en los que todos los porcentajes sos en peso a menos que se 

especifique lo  contrario, una actividad enzimática que forma 1 

micro mol de ácido d-tartárico en 1 llora es expresada como 1 uni­

dad, se ensaya e l ácido d-tart arico usando metavaaadato amónico 

por e l método de Maurer (Weinberg and Keller, (1967) J&, páginas 

323 a 328), se sintetiza e l ácido cis-epoxisaccínico por e l méto­

do de Fayne & Williams (Journal o f Organic Chemistry, 1959» 24, 

páginas 54 a 55) y se abrevia *Achromobactev*1 por "Achí* así como 

"Alcaligenes** por "A le,".

EJEMPLO 1

Se inoculé "Ach. tartarogenes1' n* sp. ÍOiUY 1246 en 

un medio consistente en 0,5$ de cis-epáxlsuccinato disédico, 0,2$ 

de sulfato amémico» 0,14$ de fosfato de dihldrégeno potásico,

<151$ de fosfato de hidrógeno disédico (HgOj^g, 0,05$ de sulfato  

magnésico (HgO)^ y 0,05$ de extracto de levadura (Difeo) -  Marca 

Registrada. Se ajusté e l  pH del medio a 7,2 antes de l a  e s t e r l l i -  

zacién é  1202C durante 15 minutos. Las células crecieron aerébi- 

camc&to a 30SG dorante 36 Loras, y fueron recogidas por centrifu­

gación cuando se había alcanzado una fase estacionaria» Después 

del lavado con agua destilada, la s  células fueron congeladas a 

—2030 y  descongeladas a temperatura ambiente* Se obtuvieron apro­

ximadamente 108 mg« (peso en seco) de células coa 1.270 unidades 

de actividad de epoxidasa de d-tartrato a p a rtir  de 120 mi» del 

caldo de cultivo.

A la  suspensión acuosa de las  células» se añadieron 

3,0 g» de cis-epoxLsuccinato disédico y 75 mM de agente tampén 

de t r i s - (faidroxlmetil) -amino-metano-HCl (pH 8,0) para formar 

un volumen total de 20 mi. Se dejé esta mezcla en reposo a 372C 

durante 21,0 horas. Después de completar l a  reaocién, se aña­

dieron 18,2 mi» de 1H cloruro cáleico. lo s  precipitados re so l-
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tantes de taxtrato cálcico fueron recogidos sobre tan f i lt ro  d r  

vidrio  después de sor mantenidos durante una noche a  5SG« loa  

precipitados fueron suspendidos en «ai pe quedo volumen de agua 

destilada y la  suspensión fue mezclada con aproximadamente 40 mi» 

5* de Araberlite (Marca Registrada) IR 120 B (tipo E+ ) y agitados a

temperatura ambiente basta volverse transparente* La resina 

fue separada por filtrac ión  y lavada con agua* Los filtrados ' 

combinados fueron evaporados basta la  sequedad por debajo de • 

6Q«C bajo presión reducida* Se añadieran aproximadamente 50 mi* • 

10» de etaaol a l  99*5$ a l material sólido resultante» y e l material

insoluble fue retirado por filtrac ión * E l filtrado  fue secado 

nuevamente para producir 2» 33 g. de ácido >d—tartárico c ris ta li­

no con un rendimiento del 91$ y teniendo una rotación específica 

*  + 12,4a (c e¡ 20 en agua) que es igual a la  del ácido 

15* d-tartarico auténtico.

EJEMPLO 2

Se inoculó "Ale. epoxylyticus'' n, sp* 10HAY 1128 

en e l  medio del Ejemplo 1 enriquecido coa 0,5$ de glucosa* Las 

células crecieron aeróblcamente a 30ftC durante 38*5 boras* y 

20* fueron recogidas* lavadas y re—suspendidas en un quinto del vo­

lumen anterior de agua destilada* La actividad de epoxldaoa de 

ct-tartrato de la  suspensión fue de 209 unidades por mi* Se mes— . 

ciaron 6 mi* de la  suspensión con 4 g* de cis-epoxisttccinato di— 

sódico y 50 rnH de agente tampón de t r i 3-(b id rox l motil)-araino- 

25* metano-HCl (pH 8,0) para lograr un volumen fin a l de 30 a l*  Esta

mezcla fue incubada a 40SG durante 24 boras sin agitación* A la  

mezcla de reacción» se añadieran 6 mi* de 4*5 S clorara cálcico ' 

para recuperar e l  ácido d—tartárico como sal de calcio* Los pre—. 

cipitados resultantes fueron parificados como en e l Ejemplo 1 

30* para dar 3,0 g* de ácido d-tartárico con un rendimiento del 88$* ; i

i
i
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EJEMPLO 3

Se inoculó cada una de la s  cuatro cepas de organismos 

indicadas en l a  siguiente Tabla 3 en e l medio del Ejemplo 2 y 

crecieron aeróbicamente durante 36 boras a 302C* la s  células 

fueron recogidas, lavadas y congeladas-de se angeladas como en 

5* e l Ejemplo 1. Se llevé a cabo la  reacción usando estas suspen­

siones y se añadió a cada una de e llas  0,4 £• de cis-epoxisucci— 

nato disódico en 50 ib® de agente t«n$ón ds tris-BC l (pH 8,0) a

408C. El volumen tota l de la  mezcla fue de 3,0 mi. SI ácido d -

tartárico fue recuperado y purificado como en e l Ejemplo 1.

10.
Tabla 3

Actividad enzi- Tiempo de reac- Hendimiento
mática (unidad/Al) ción ü u )

Acb. epoxyljrti-
cus. n . sp.
SO HAY 1270

43,6 7,5 0,30  (88)

Acb. acinus
n. sp. 
TQHáY 1366 32,2 8,5 0,30 (89)

Acb, sericatus
a . sp.
50 HAY 1190 38,1 10,0 0,29 (86)

Ale. margaritas
n. sp. 
TOHAY 1110 23,8 9,0 0,28  ( 8 1)

EJEMPLO 4

Las células de *Ac&. tártaro genes** n. sp. TGBÁY 1246 obtenidas 

25• a partir de 3 lit ro s  del caldo de cultivo preparado en e l  Ejem­

plo 1, fueron suspendidas en 10 mM de agente tampón de tris-HCl 

(pH 7,.6) para formar 200 mi. La suspensión contenía 5,3 g« de 

la s  células y 34,200 unidades de actividad de epoxldasa de d -tar-

trato . Se trataron 100 mi. de la  suspensión en una prensa ¡fcraace- 
30* sa con un oscilador sónico, Al fluido flotante, resultante de la
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centrifugación de la  suspensión de células tratada a 7*000 r.p.m, 

dorante 15 minutos, se añadieron 16 ,2  g, (30/ de saturacidn) de 

sulfato amónico. Después de dejarla en reposo a 52C dorante una 

noche, los precipitados fueron retirados pox* centrifugación y de se 

diados. Al fluido flotante y transparente resultante, se añadios- 

ron 25,9 g . (0,70fa de saturación) de sulfato amónico* Después de 

7 horas, los precipitados fueron recogidos por centrifugación y  

áisueltos en agente tampón de trls-HCl (10 m ,  pH 7*6) para fo r­

mar 46 mi. la  solución fue dlaliaada con e l  agente tampón durante 

una noche a 420 usando un tubo de celofana Visking para re tira r  

la s  sales (üalizables. 81 mi. de la  solución enziroática parcial­

mente purificada así obtenida contenían 1,07 g* de pro teína y  

13*500 unidades de actividad de epoxidasa de d—tartrato, Se mez­

claron 50 mi. de solución de cis-epoxi—auccinato disódico a l 20$ 

en peso, t ampollada por e l agente tampón d© 50 mM tarfLs-ÉCl a l pH 

de 8,0, con 17 mi. de la  solución enzimátiea y  agua para formar 

un volumen tota l de 100 mi. la  mezcla fue incubada a 40®0 duran­

te 24 hora3 sin agitación. Después de completar l a  reacción, se 

añadieron 14 mi* de 4,5 M cloruro cálcieo. Dos precipitados fue­

ron recogidos después de permanecer en reposo durante una noche 

y se obtuvieron 7,77 g. de ácido d-tartático como en e l  Ejemplo l r 

rendimiento 91-92$

SJBMPDO 5

3e inoculó "Ach. tartarogenes** n* sp» TOHáX 1246 en 

un medio consistente en 1,0$ de glicerina, 0,2/ de IH^Ol, 0,31/ 

de Hs2HP04_.12H20, 0,14/» de 0,05/ de MgSO^THgO, 0,02/

de extracto de levadura y 0,2/ de lic o r  de maíz macerada* E l pH 

del medio fue ajustado a 6,7 a l  comienzo del cultivo y mantenido 

por encima de 6,7 durante e l  período de cultivo por adición de 

Mdróxido amónico acuoso a l  7/.

la s  células crecieron a 3QfiC con aireación (20 litro s/



minuto) y agitación (300 rpm) en un feraentador por sacudidas 

de 30 lit ro s  equipado con un controlador de pH automático. Guan­

do ge alcanzó una fase estacionaria! se atladid ci s-opoxisuccina- 

to disódico para dar una concentración fin a l de Q*7£ en peso*

6 lloras después de la  adición del cis-epoxlauccinato, la  activi­

dad de epoxidasa de d-tartrato alcanzó su valor máximo de apro­

ximadamente 160 unidades por mi. SI caldo de cultivo fue enfria­

do a temperatura ambiente* y Se mezclaron 4*9 lit ro s  de caldo de 

cultivo con 15*1 lit ro s  do 1*32 M cis-epoxisuccinato disódico, 

l a  mezcla fue calentada a 40 3C y se ajustó e l pH de la  mezcla 

a 7*5 por adición de ácido clorhídrico diluido*, se condujo la  

reacción a 4020 y se mantuvo e l pH entre 7*5 y 7,7 durante 27 

horas* Después de completar la  reacción, se ajustó e l pH de la  

mezcla a 6*0 por adición de ácido 6H clorhídrico, y ae añadie­

ron 2*79 kg* de dlhidrato de sulfato cáleico a 13*8 lit ro s  de 

l a  mezcla* La mezcla fue agitada durante 1 hora* S I tartrato  

cllcieo fue recogido por filtrac ión  y lavado con agua destilaba. 

La torta lavada resultante de tartrato cálcico (aproximadamente 

4*6 Sg) fue suspendida en agua* Se liberó á-tartrato por la  adi­

ción de una cantidad equivalente de ácido sulfárico a la  mezcla 

pastosa*

la  solución de ácido d-tartárieo crudo obtenida por 

medie de la  filtrac ión  fue pasada a través de una columna llena  

de resina cambiadora de cationes 3K18 (tipo H+ ) para re t ira r  

©1 ión calcio y otros cationes* La solución descaí ionizada fue 

parificada adiciónairaonte por la  adición de carbonato de bario 

para re tira r e l  ión sulfato, y por la  adición de carbón activo 

para re tira r otras impurezas*

Después de retira r e l sulfato de bario y el carbón 

activo por filtrac ión , se obtuvo una solución transparente



de ácido 2-tartárico parificado* Esta solución coatenía 94$ de 

ácido d—tartárico en comparación con e l presente en l a  torta  

de tartrato cálcico de la  primera etapa del procedimiento de 

purificación* La concentración de la  solución producida fue de 

1,65 Icg. de ácido d—tartárico.

M O T A

La patente de invención que se so lic ita  por veinte 

años para España, de acuerdo con la  vigente legislación, de­

berá recaer sobre: «OS METODO PARA LA PRODUCCION LE ACIDO D* * 

•I'AHfiiRICO", con Prioridad de l a  Solicitud de Patente en Japón 

número 47525/74 de fecha 30 de a b r il  de 1974» según la s  caracte­

rísticas  esenciales de la s  siguientes:

r e i v i n d i c a c i o n e s ’

i s * -  Un método para la  producción de ácido d-tartáilco  

que consiste en hidroliaar e l  ácido eis-epoxisuecfnico coa aa 

microorganismo del género Achromobactor o Alcaügenes*

28*- Un mótodo para la  producción de ácido d-tartáric©  

de acuerdo con la  reivindicación 1&, en e l que se conduce la  hi­

d ró lis is  a un pH de 6,5 a 9*

3a • -  Un aótodo para la  producción de ácido d-tartárico, 

de acuerdo con l a  reivindicación 2®, en e l que e l  pH está com­

prendido entre 7,0 y 8,0.

4®.- Un ruó todo para l a  producción de ácido d—tartárico, 

de acuerdo con cualquiera de la s  reivindicaciones precedentes, 

en e l  que la  temperatura de h id ró lis is  está comprendida entre 

20 y 50a G*

5a • -  Un método para la  producción de ácido d~tartéricof 

de acuerdo con cualquiera de la s  reivindicaciones precedentes, 

en e l  que e l microorganismo es e l  Achromobactar tartaragonés



60.** Un método para la  producción de ácido d-tartarico, 

do acuerdo con cualquiera de la s  reivindicaciones precedentes, 

en e l que e l microorganismo es e l Aehromobaeter epoxylyiicus 

&* sp.

7a. -  Un método para la  producción fie ácido d-tartárdea, 

de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en 

e l que e l  aicroorganismo es e l  ¿chroraobacter acinu3 n. sp.

3®»- Un método para la  producción de ácido d-tartárico, 

de acuerdo con cualquiera, de la s  reivindicaciones procedentes, en 

e l que o l mleroorganismo es e l  Achromobacter oericatus n» sp*

9®*— Un método para l a  producción de ácido d-t&rtárico, 

de acuerdo con cualquiera de la s  reivindicaciones precedentes, en 

e l que e l microorganismo es e l  A lcali genes epoxylyticus n* sp.

10a*— Un método para la  producción de ácido d-tartárico, 

de acuerdo con cualquiera da la s  reivindicaciones precedentes, en 

e l que el mi oroo rgani mo es e l A lcali genes margarita©*.

11®.- US? KRÍOIX) P/iHA LA PfíODüGCIOH DB ACIDO D-TARTAHICO.

Segiín queda sustanelalmente descrito en la  presente me­

moria» que consta de diecisiete hojas, escritas a máquina por 

una sola cara*

Madrid, 16 de mayo de 1975 
•BORAX INOTSIRISS INC.
P. F.
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