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Ia invencidn se refiere a la predaécién ;ie éc:l.do‘
d-tartdrico por conversién microbiolégica del Acido cis-epoxi-
guccinico. Ia actividad hidrolizsnte de los microorganismos de
los géneros "Achromobacter® y "jlegligenes”, ¥y las engimag pro-
ducidas por los mismog, proveca la conversidn por una hidrélisis
gelectiva tal que se obtiene fécilmente el producto en forma pu-
ra ¥ con buen readimiento.

E1 decide cis-epoxisuccinico pﬁede sor preparade de
manera fdeil y pece costosa s partir de anhfdride maleico por
digelucidn en agua y reaccidn del Acido maleico resuliante con
perdxido de hidrégeno en presencias de un catalizador epoxidante
tal como el tungstato sddico.

De acuerdo con la invencidén se hidroliza el &clde
eig-epoxisuccinico en presencia de un microorganismo del género
#pchromoebacter® o "Alcaligenes". Los ejemplos de tales microor-
ganismos ineluyen las sigulentes ecepas bacterianas: Achromobace
ter tartarogenes n. gpe TORAY 1246, FERE=~P 2507; Achromobacter
epoxylyticus n. sp. T0RAY 1270, FERM~P 2508; Achromobacter aci-
nus ne spe TORAY 1366, FERU-P 2509; achromebacter sericatus n.
gp. TORAY 1190, FERI=-F 2510; | Alcaligenes epoxylyticus Be spe
TORAY 1128, PERE-P 2511; Alecaligenes margaritae n. sp. TORAY
1110, FERE~P 2512, ("FZRM-P es el nombre de depésito oficial
de cada organismo en el Institute de Investigaclones dtla VFemen-
tacidn del Japén). _

Resulta apropiado tanto un medio de eultive sintético
como natural para eultivar tales mlercorganismos con tal gque gon
tenga log nutrientes esenciales para el e¢recimiento del microorw
ganismo empleadc. Deberfa afindirse una peguelia cantidad de dcido
cig-epoxisuccinico, una sal del mismo, 4cido d-tartéiico o una
sal del mEksmo a titulo de inductor para la enzima antes del ocul-

tivo o en el curso del miamo.
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Como fuente de esxrbono para el medio de cultive; se
pusde uiilizar como ingredientes, por ejemplo, azdecares tal como
glucosa 0 sacaross, sleoholes, Seldos orginicos, licor de maiz
macerado o melazas, fdcido cig-epoxisuccinico, Zcidoe d-tartdrico
o pus sales. Como fuente de nitrdgene, pusde utilizarse, por
ejemplo, amonfaco, sales amdnicas, tal como sulfato andnico o
cloruro aménics, una amida, anitrato, urea, aminodcido o proteinas
tal como peptona, soja sn polve o exitracto de carne., Puede afie-
dirge fosfatos, sulfatos, sales de magnesio, potasio, cine, hie~
O, Ranganeso y/g otros metales, extractos de levedura, vitemi-
nas y/o nucledtidos entre oiros ingredientes. 51 culilvo es pre-
parado preferentemente de forma merdbiea entre 20 y 352C, mis
preferiblemente entre 26 y 302 ¢, estando comprendido el pH pre-
feriblemente eatre 6 y 8., La enzimg denomlnada "epoxidasa de d-
tartrato" ge acumula en las eélulas al avanzar el proceso.

Lz hidrélisis del Zeido cis-epoxisucecinico puede ser
sfoctuada con un cultivo de crecimiento, un caldo de eultive,
eélulas vivas, un extracto celular, células fratadas tales como
cédlulas secadas con acelona, células secadas con tolueno, célu-
las liofilizadas, o enzima denominade "epoxidasa de d-tartrato®.
La enzima puede ger usada en el estado de une "enzima insolubili-
gada® tal como enzima abgorbida con celulosn DEAE, TEAE, o GE o
bien enzima sbsorbida con DEAE-"3Sephadex”.

1a mezela de reaccidén comprende preferentemente una so-
Ipeidn acuosa de fcido eis-epoxisuceinico que puede afiadirse a
15 mezcla de reaccidn como el dcide libre o como una sal. Se
puede utilizar cuslquier sal pero, desde el punto de vista eco-
némico, me preficre ana sal de ua metal alealino ¢ mn metal al-
ealino=térreo tal como el sodios potasio, cmlcio ¢ amonio. No
existe Iimitacidn sobre la gama de concentracidn del dcido cis-
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epoxisuceinico. Usualmente, se introduce entre el 10 y el 25%
(en peso) de feido (o sal) cis-epoxisucefnico en la mezela de
reaccidn al comienzo de la reaceidn.

El pH de la mezmela de reaccidn es mentenido preferon-
temente entre 6,5 y 9,0, més preferiblemente entre 7,0 y. 840+
Para ajustar el pH de la mezcla de reaccién, puede emplearse un
hidréxido de metal alcalinoc. La rezceidn puede ser conducida a
cuglquier temperatura a la gue la enzime gea suficientemente ep~-
table, por ejemplo entre 20 y 502 C. La temperaturs puede mer de.
500 ¢ durante 2 a 3 horas de reaccidn, ¢ de 402 ¢ para una rege=
¢idén mayor de 20 horas en la que 8l dcido cis-epoxignccinico ge .
convierta prdcticemente de manera estequioméirica en fcido dwbar-
tarico.

Ia mezclz de roaccidn o el filtrado resultante de su
filtracidn, puede ger pasada a través de una columna llena de
una resinag de intercambio anidnico para absorber el fcido Getar-
térico. Después de lavar la columna, el dcido d-tartirice abs.er-f
bido puede ser elmido con un feido tal como deido férmico. EL
fcido d-tartdrico puede ger obienido a partir del elumado regul-.
tante por evaporacién y cristalizacidn. '

Le recuperacidn del 4cido d-tartirice puede ser efecw
taada alternativamente por la adieidn de una sal de calcic a la
mezcla de reaccidn. Se prefiere el sulfato. edleicos cloxure efl-
cice o carbonato chleico. Despuds de afladir unc de csbos produc— -
tos a la mezcla de reaccidn, el 4cide d-ftartérico es recumperado
a partir de la mezela de reaccidn como ci-tartrato célcieo, poi*
£iltracidn (usualmente con 43_20).. La sal puede ser convertida en
el fcido libre por métodos convencionzles.

losg seis microorganismos mencionados mis arriba presen=
tan lag earacterfsticas indicadas en las Tablas 1 y 2. Para esias
investigaciones taxondmicas, ge recurre al "Manual of Determina-
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tive Bacteriology* de Bergey, Tg edicién (1957) (2l que se hard
referencia en 10 gue sigue como "el Hanual®). Las cuatro cepas
de microorganismos indicadas en la Tabla 1 son clasificadas como
nonevag egpecies del género "Achromobactert. Todas ellas son eocos
Gramencgativos o varillas cortas, aerfbicos, inmdviles y acromo~
génicos. No se observd fommacidn de gas con. los mzdcares. Los mi-
eroorganismos que tienen lms mencionadas caracteristicas perte-
necen tambidén al género "Neisseria®.

No obstante, de acuerdo con el Hanual, todos los mi-
croorganismos que pertenecen sl género *Helsserig" son pardsitos
animales y tienen mna temperatura de crecimiento Sptima de 3700,
Sin embargo, log microorganismosm que pueden ser usados de acuerdo
con la invencidn fueron aislados originalmente del suele y no
pueden crecer a 374C. Por consigulente, no consideramos apropla-
do clasificarlos como “Heiasseria".

Ha habido muchas opiniones sobre los microorganismos
que son Gram-negativos, acromogénicos e inméviles. Por ejemplo,
Prevost propuso establecer un nuevo génerc de "Aclnetobacter®
para inoluir estos micreorganismos. ("Traité de Systématique
Bactéricnne®, 1961, 2, 156 a 164). Los microorganismos que pue-
dsn ser usados de acuerdo con la invencidn tienen las caracterfs-
tican del ¥acinetobacter" de Prevogt. No obstante, para evitar
confusiones, hemos adoptado el sistema de olasificacidn del Na=
pual en el que los "Acinedobacter" de Prevost estén clasificados
como YAchromobacter*. Entre las especies de Achromobacter del
Manual, tres aparecen como inmdéviles y desprovistas de licuefac~
cién de gelatina. Entre egtas tres, la "Achromobacter eurydice®
no tiene amcoidn sobre la leche de tornasol o sobre los azlcares
con excepcidn de la glucosa. Il "Achromobacter delmarvas" no pro-
duce sulfurc de hidrégeno y provoca el ennegrecimlento de la le-
che. Bl ®Achromobacter parvulug? forma colonins fuertemente pun-
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tiformes y forma amoniaco. Los microorganismos que pueden ser
nsados de zeuerdo con le invencidn no gon idénticos a loa ®Achro-
mobactert conocidos en estos agpectos. Por consiguiente, hemos
llegade a la conclusidn de que estos microorganismos gon auevas
egpecies de "Achromobacter".

Dos cepas de microorganismoa indleados en la Tabla 2
ge digtinguen del vjichromobaetert por el hecho de que nmuegbran
wna reaccidn glezlina sobre la leche de toranasol y no producen
dcido glsuno a partir de mzdcares. Basdndonos en eztas cousidera~
ciones, hemos clasificado estos microorganismos como "Alcaligew
nes". Dog especles conocidas de "Alealines®, "Alcaligenes viscoe
lactis® y "slcalligenes metal-caligenes” tisnsen slgunas siniliin-
des con los microorganismos que pueden ser ugados de geuerdo conr
la invencidn. No obgtante, la primers esti caracterizada por su
tendencia a volver la leche muy visoosa, y 1z dltima es un habi-
tante del tracto intestinal y tiene una temperatura dptima de cre-
eimiento de 222C, Por consiguiente, hemos llegado o la concluaidn
de que los microorganismos que pueden ser usados de acuerdo con
la invencidén son nuevas egpecies de "Alcallgenes.

Adends de los microorganismos deseritos mds arriba,
es posible utllizsr otras especieg de *Achromobacter 0 "Alcali~
genes" que produzcan la enzima denominada epoxidasa de d-tarbra—
0. La invencién no se limita al uso de los microorganismos del
$ipo salvaje. Se desea y se pretende incluir el uso de los muban-—
tes producidos a partir de los microorganismos deseritos, tal ¢o—
mo por ejemplo, mediante la irradiacidn ultravioleis, exposicifn
fagedénica y tratamicnto con nitrosognanidins.
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Se ilustra la invencidn maediante loa sigulentes Ejemw
plosg en loa que todos los porcentajes mon en pesc a menos que se
egpecifique lo contrario, uns setividad enzimdtica que forma 1
micro mol ds Scido d-tartarico en 1 hora es expresada come 1 uai-
dad, se ensaya el &cido d=-tartirico iwe.nde metavanadato embnico
por el método de Meurer (Weinberg and Keller, (1967) 14, péginas
123 a 328), se sintetiza ol deido cis-epoxisuccinico por el méto-
do de Payne & Williams (Journal of Organic Chemistry, 1959, 24,
phzinas 54 o 55) y se abrevia *Achromsbactert por *ichd asf como
tglealigenes® poxr fAlc.".

EJEEPIO 1

e inoculd ®Ach. tartarogenes" n. sp. TORAY 1246 en
mn medic conaigtente en 0,5% de cis-epAxisucoinate disddico, 0,2%
de sulfato amdmico, 0,144 de fosfato de dihidrdgeno potésico,
0,31% de foasfato de hidrdgeno disddico (H20)12, 0,05% de sulfato
magnéeico (1320)7 y 0,054 de extracto de levadura (Iifco) = Marca
Registrada. Se ajustéd el pH del medio a 7,2 antes de la esterili-
gacién & 1202C durante 15 minutos. Las células crecieron aerdbi-
gamente a 309¢ durante 36 horas, y fueron recogidas por centrifu-
gacién cuando se habfs alcanzado vna fase egtacionaria. Después
del lsvado con agua destilada, las células fueron congeladas a
=202C y descongsladas a temperatura ambiente. Se cbiuvieron apro-
ximadamente 108 mg. (peso en seco) de c¢élulas con 1.270 unidedes
de activided de epoxidasa de d-tartrato a partir de 120 ml. del
ealdo de cultivo.

4 la suspensién acuosa de las células, se afladieron
3,0 g. de eig-epoxisuceinato disddico y 75 mM de agente tampén
de trige{hidroximetil)~amino-metano-HCl (pH 8,0) para formar
wn volumen todal de 20 ml. Se dejd esta mezcla en reposo a 3720
durante 21,0 horas. Despuls de completar la reaccidn, se afia-
disron 18,2 ml. de 1¥ cloruro célecico. Los precipitados resule
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tantes de dartrato célcico fueron recogides sobre un filtro de
vidrio despuéds de scr mantenidos durante una noche a 520, Ios
precipitados fueron suspendidos en an pequelio volumen de agua
Restilada ¥ la suspensidn fue megelada con aproximadamente 40 ml.
de mmberlite (Marce Registrada) IR 120 B (bipo BY) y agitades a
temperatura smbiente hasta volverse transparente. La resina
fue separads por filtracién y lavada con agua. Los filtrados '
comblnados fueron evaporados hasta la sequedad por debajo de .
604C bajo presidn reducida. Se afirdiercn aproximadamente 50 ml. -
de etanol el 99,5% sl meterial sélido resultente, y el materisl
insoluble fue retirado por filtracidn. El filtrade fue secado
nuevamente para producir 2,33 g. de dcido .d-tarbirico cristali-
no con un rendimiento del 91% ¥ teniendo ung rotacién ‘especifica
[54_7%0 =+ 12,42 (¢ = 20 en agus) que es igusl a la del #Acido
d-tartarico auténtico.
EJEMPIO 2
-3e inoculd "Alc. epoxylyticus" n. sp. TORAY 1128
en el medio del £jemplo 1 enriquecido com 0,5% de glucoesa. Las - B
eélulas erecieron serdbicamente a 309¢ durante 38,5 horas, ¥
fueron recogldas, lavadas y re-suspendidas en un quinto del vo- -'
lumen anterior de agus destilada. Ia actividad de epoxidasa de
d=-tartrato de la suspensidn fue de 209 unidades por ml. Se mez~ -
claron 6 ml. de 1o suspenzién con 4 g. de clsespoxisucelinsgto éiwi_
sédico y 50 mH de agente tampén de tris-(hidroxi metil)eamine— |
metano~HACl (pH 8,0) para lograr un volumen final de 30 ml. Esta
pezela fue incubada 8 40eC durente 24 horas sin agitacidn. 4 la
mezola de reaccidn, se afiadieron 6 ml, de 4,5 M cloruro chloico ¢
para recuperar el Acide d-tartérico como sal de calcic. los pre-
cipitados reaultantes fueron purificados como en el Ljemplo 1 |
para dar 3,0 g. de &cido d-tartérico con un rendimiento del 88%.-';;

2
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EJENPIO 3
Se inoeuld csde unam de las cuatro cepas de organismos
indicadns en la sigulente Tabla 3 en el medio del Ejemplo 2 ¥
crecieron merdbicamente durante 36 horas a 302C. Ias células
fueron rocogidas, lavadags y congeladas-descongeladas como en

e el Ejemplo 1. Se llevd a cabo la reaccidn nanndo estas sugpen-
siones y s¢ afiadid a cada una de ellas 0,4 g. de cis-epoxisuccl-
nate d4sddico en 50 mM de agente tamfén de tris-Hel (pH 8,0) a
4020, E1 volumen total de la mezcla fue de 3,0 ml. E1 deido d-
tartdrico fae recuperado y purifieado como en el Ejemplo 1.
10.
Tabla 3
Actividad enzie Tiempo de reace- Rendimiento
nitica (unided/ml) eidn (h.) g(%)
Aok, epoxyl¥ti-
euﬁ;‘nq BDe 43’6 7'5 G'w (88)
TORAY 1270
Ach. acinus 7
e 8De
TORAY 1366 32,2 85 0,% (89)
Ach. americgbus
. De #HD»
TORAY 1190 38,1 10,0 0,29 (86)
Ale. margaritae
De BPe
TORAY 1110 29,8 9,0 0,28 (81)
BJENPIO

25.

Ing células de ¥aich. tarbtarogenes" n. sp. TORAY 1246 obtenlidas

a partir de 3 litros del caldo de culilivo preparade en el Ejem-
plo 1, fueron suspendidss en 10 m¥ de agente fampén de $ris-HCl
(pH 746) pars formar 200 ml. La suspensién contenis 5,3 g. de
las células ¥ 344200 unidades de actlividad de epoxidasa de d-tar-

trato. 5S¢ trataron 100 ml. de la suspensidn en una prensa firance-
as con un oscilador sénico, Al fluido flotante, resultante de la
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centrifugacidn de la suspensidn de células trabeda a 7.000 PeDelle
durante 15 minutos, se afladieron 16,2 g. (0% do saturacidn) de
gulfato aménico. Después de dejerla en reposo a 52C durants una
noche, los precipitados fueron retirades por centrifugacidn ¥ dege
chadose Al fluido flotante y transparente resultante, se afadie~
ron 25,9 g« (0,70% de saturacidn) de sulfato ambnico. Despuds de
7 horas, los precipitados fueron recogidos por centrifugacidn y
disueltos en agente tampdn de tris-HC1 (10 ml, pH 7,6) para for-
mar 46 ml. Ia solucidn fue dializada con el azgente tampén durante
ung noche a 42C usando un tubo de celofana Visking pars retirar
las sales dializables. 81 ml. de la solucidn enzimdtica parcial-
mente purificada asi oblenids contenfan 1,07 g. de protefna y
13500 unidedes de actividad de epoxidasa de d-barbtrato. Se mesw
claron 50 ml. de solucidén de cis-epoxi-guccinato disddico al 20%

‘e peso, tamponada por el agente tampén de 50 nM $risHCL al pH

de 8,0, con 17 ml. de la soluciédn enzimftica ¥ agus para formar
un volumen botal de 100 ml. Ia mezela fue incubada a 400C duran—
te 24 horas sgin agitacidn. Después de completsr la reaceidn, se
afiadieron 14 ml. de 4,5 M clorurc cdlcico. Los precipitados fuse

" ron recogidos despuds de permanscer en repose durante ana noche

¥ se obtuvieron 7,77 g. de &cido d~tartdtico como en el Ejemplo 1,

_rendimiento 91-92%

BJRMPIO 5

Je inoculd “ach, tartarogenes" n. sp. TORAY 1246 en
uz medio consistente en 1,08 de glicarina’f 0,2% de NH401., 0:31%
8e NapHPO,. 12,0, Oy t4% de KH,P0,, 0,05% de Hgsd,TH,O, 0,025
de exiracto de levasdura y 0,25 de licor de mafz macerado. El pH
del medic fue ajustado a 6,7 al comienzo del cultivo ¥y maﬁ‘_&enido
por encima de 6,7 durante el perfodo de cultive por aﬁl‘lci&x de
hidréxido amdnico acucso al Té. _

Las células crecieron a 308C con eireacién (20 litros/
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minuto) y agitacién (300 rpm) en un fermentador por sacudidas
de 30 Jitrog equipado con un controlador de pH subtomdiico. Cuan~
do se aleanzd una fase estaclonaria, se afiadid cis-epoxisuccinaw
to disddico para dar una concentracidn final de 0,T# enrpeso.
6 horas después de la adicidn del eiseepoxisuccinato, la activie
dad de epoxidasa de d-tartrato aleanzd su valor méxime de apro~
ximadamente 160 unidades por ml.- Bl caldo d= cultivo fue enfrige
do g temperaturs ambients, y se mezclaron 4,9 litros de caldo de
cultivo con 15,1 litrog de 1,32 ¥ cls-epoxisuccinato disddico.
la mezela fue calentada a 402C y se ajustd el pH de la mezcla
a8 745 por adleidn de dcido clorhidrico diluido, Se condujo la
vencoldn a 409C y se mantuvo el pH entre 7,5 ¥y T,7 durame 27
horas. Despuds de completar la reaccidn, se ajustd el pH de 1o
mezcla a 6,0 por adicidn de deido 6N clorhfdrico, y se aiiadie—~
ron 2,79 kg. de dihidrato de sulfato edleico a 13,8 litros de
1la mezela. La mezcla fue agitada durante 1 hora. ELl tartrato
ecfleieo fue recogido por Tiltracidn y lavado con agua destilada.
Ia torta lavada resultante de tartrato edlcico (aproximadamente
4,6 kg) fue suspendida on sgua. Se liberd d-tartrato por la adi-
eidn de vna cantidad equivalente de dcido sulfdrico a la mezcla
pastosa.

Ia solucidn de 4eido d-tartdrico crudo obtenida por
medlo de la filtracidn fus pasada a través de una columna llena
de resins cambiadora de cationes SKIB (%ipo HY) pars retirsr
el idn calelo y otros cationes. La solucidn descationizada fue
purdificsds adicionglmente por la adiecidn de carbonatc de bario
paras retirar el idn sulfato, ¥y por la adicidn de corbdn active
para retirar otras impurezas.

Degpués de retirar el sulfato de bario y el carbdn

activo por filtracidn, se obituve una svlucidn transparente
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de dcido 2-tartérico purificado. Esia solucién contenfs 947 de .
fcido d-tartérico en comparacidn cor el presente en a torta
de tartrato cdlcico de la primoera ebapa del procedimiento de
purificacién. La concentracidn de la solueidn producida fus de
1,65 kg. de 4cido d-tartirico.

N O T 4

La patcate de ilnovencidn que se solicita por veinte

allos para Espafia, de acuerds con la vigenbe Legislocidn, dee
berd recaer sobre: "UN KuTODO PARA La PRODUCCION DE ACIIO D
TARPARICO", con Prioridad de la Solicitud de Patente en Japén
nimero 47525/T4 de fecha 30 de abril de 1974, sezfn las carachce
risticas esenciales de las siguientes:

RUIVINDIGHECIORES

18.~ Un método para la produccidén de Scide d-tarifrico
que consiste en hidroligar el Acido cis-epoxisuccinico con un |
microorganigmo del género Achromobacter o Alcaligencse

28,~ Un método para la produccidn de fcido d=tartirice
de amcuerdo con la reivindicacidén 18, en el que se conduce la hiw
drélisis a un pH de 6,5 a 9.

38.~ Un método para la produccidn de &cide é~tariérico,
de acuexdo con la reivindicacidn 28, en el que el pH estd come i
prendido entre 7,0 F 8,6.

48 .~ Un métode para la produccidn de 4cido d-tartérice,
de acuerdo com cualguisra de las reivinficasciones precedentes,
en el gue la temperatura de hidrélisis estd comprendids entre
20 y 503c.

58.~ Un método para la produceidn de deido d-tartdrico,
de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones precedentes,
en el que el microorganismo es el Achromobacter tertarogenes

Be Spe
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6.~ Un método para la produceidn de dcido d-tartirico,
de acuerde con cualgulera de laos reivindicaclones precedentes,
en el gue el miercorganismo eg el Achromobacter epoxylyticus
Le 8D« :

, 78+~ Un método para la produceidn de dcido d-tartdrico,
de acuerdo con cualguicra de las reivindicaciones precedentes, en
el que el nmicroorganismo e el Achromobacter acinng n. sp.

88.~ Un método pera la produceidn de 4cido d=tartérico,
de acuerdo con cumlquiers de las reivindicaciones procedentes, en
el que ol microorganismo es el Achromobacter sericatus ne sp.

98~ Un método para la produccidn de feido d-tartirico,
de acuerdo con cualgulers de las reivindleaciones precedentes, en
el que el mieroorganigme es el Alcaligenes epoxylyticus n. HDe

108 .~ Un método para la produccidn de deido d-tartfrico,
de ageuerdo con cualquiera ds las reivindiesciones precedentesm, en
el que el microorzanigmo es el Alcaligenes margaritac.

118.~ UR METODO PaRa LA TRODUCCION DE A0ID0 D=TARTARICO,.

Segin queda sustancimlmente descrito en la presente me=-
moriz, que conata de diecisiete hojas, escritas a mdquina por
ung sola carse

Madrid, 16 de mayo de 1975
TORAY INDUSTRIES INC.
P. P
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