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Esta invencidn se refiere a un método nuevo
para producir dcido L(+)-tartdrico de tipo natural a
partir de dcido cis-epoxisuccinico, mediante la uti-
lizacidn de microorganismos.

Existe una gran demanda de dcido L(4)-tartd
rico, que se utiliza como acidulante en alimentos; y
ha .sido préctica convencional en el campo de la técni-
ca obtener el dcido tartdrico como subproducto en el
curso de los procedimientos de la fermentacidén del vi-
no., Tal subproducto estd limitado en cuanto 2 suminis~
tro, lo gue conmstituye un inconveniente para las produc-
¢cidén estabilizada de grandes cantidades de acido IL{+)-
~tartdrico. Para vencer esta deficiencia, se han con—
giderado o examinado diversos métodos para su produc—
¢idn, tales como los métodos de sintesis quimica a par-

tir de doido fumérico, écido maleivo, dcido S5-cetogluecd

.nico, etc., 0 los métodos de fermentacidn directa del

dcido tartdrico por utilizacidén de microorganismos. Sin
embargo, todos estos metodos presentan desventajas em-—
barazosas tales como que se producen los isémeros de
tipo no natural como subproductos inttiles, © gue se
obtienen rendimientos s6lo deficientes de &cido tarta-
rico, hechos éstos que han desafiado totalmente su uti-
lizaecidn para la produccidn industrializads de deido

tartirico.
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Teniendo presentes estas circunstancias,
los autores de la presente invencidn han dedicado es-
tudios profundos a un método enteramente nuevo en el
yue se utiliza como materia prime acido cis-epoxisucei
nico gue puede suministrarse en grandes cantidades,
después de 1o cual se hacen actuar los microorganis-—
mog, de tal modo que pueda tener lugar eficazmente la
hidrdlisis estereoespecifica, obteniéndose asi deido
L(4)-tartdrico exclusivamente con rendimiento elevado;
y asi, 1los estudios han llevado finalmente a la culmi-
nacidn de esta invencion.

As{ pues, el primer objeto de esta invencidn
es proporecionar un nuevo procedimiento microbiano pa-
ra producir dcido L(+)=tartdrico.

El gegundo objeto de esta invencion es pro-
porecionar microorganismég que son capaces de hidroli-
zar el dcido cis-epoxisuceinico a deido L{+)-tertdri-
co.

Objetos ulteriores se explicaerdn en las des-
eripciones siguientes.

El método presente para producir deido L(4)-
~tartdrico comprende: disponer el cultivo de microor—
ganismos, 0 la materia elaborada de los mismos, que es
capaz de hidrolizar el dcido cis-epoxisuccinico, perte-

neciente al género Pseudomonas, Agrobacterium, o
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Rhizobium, produciéndose asi el dcido L(+)-tartirico;

ponerlo en contacto con el dcido cis~epoxisuccinico,
y recuperar el dcido L(+)-tartdrico asi producido.

Los microorganismos & emplear en esta inven—
cién pueden aislarse con ventaja notable de entre los
microorganismos que son capaces de desarrollarse en el
medio de cultivo que contiene acido cis—epoxisuccinico
como Unica fuente de cerbono. Puede citarse como ejem~
plo un tal procedimiento de aislamiento en el que, en
primer lugar, se prepara un medio de cultivo (pH 7,0)
afiadiendo 0,5-2% de dcido cis—epoxisuccinico, como
fuente exclusiva de carbono, al medio de cultivo bi-
sico que contiene nitrato de sodio (0,2%), fosfato

dipotdsico (0,1@), sulfato magnésico (0,05%), cloru-

ro de potasio (0,05%) y sulfato ferroso (0,001%); ¥

en segundo luger, debe afladirse a dicho medio de cul-

tivo una cantidad adecuada de nmuestra tal como tierra
vegetal, tallos de plantas, ndédulos de raices, u otra
sustancia andloga; y en tercer lugar, el todo resultan-

te de 1o anterior se somete a cultivo en agitacidn du-
rante 3-5 dias en un intervalo de temperatura de 242C-3790C;
y finalmente, se realiza el aislamiento con respecto al
microorganismo que se ha desarrollado en el cultivo.

Entre los microorganismos que se han obteni-
do como se ha ihdicado arribe, se utilizan las cepas

-4 -
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microbianas que los autores de la presente invencion
designen con nimeros tales como KB-86, =91, =97, ~105 y
-106, garantizandose que sirven para la finalidad de
esta invencién.
) Las particularidades de las caracteristicas
bacterioldgicas de estos microbios se describen a
continuacion:
1. Propieﬁades taxondémicas de la cepa KB-86:

(a) Morfologia de la célula:

(1) Bastonecillos, 0,6-0,8 por 1,5-3,0 micras,

(2) No pleomdrfica,

(3) Motilidad por flagelo monotriguico polar,

(4) No formadora de esporas,

(5) Gram-negativa,

(6) No resistente a los écidos.

(v) Caracteristicas del cultivo:

(1) Placa de agar nutriente: Circular, en-
tera, convexa,.translﬁcida, blanca co-
me la nata, brillante,

(2) Cultivo de agar en pico de planta: De-
sarrollo moderado, filiforme, suave,
blanco como la nata, brillante.

(3) Caldo: Ligeramente turbio; ausencia de
desarrollo en la superficie; sedimento.

(4) Perforacién de gelatina: Ausencia de
licuefacecion.

-5 =
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(5)

Leche de tornasol: Inalterada.

(¢) Propiedades fisioldgicas:

(1)

(2)
(3)

(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)

(10)

(11)
(12)
(13)
(14)

(15)
(15)

Los nitratos no se reducen en el caldo
de nitrato.

No tiene lugar desnitrificacién,

El ensayo con rojo de metilo es ne-
gativo.
No se produce acetilmetilcarbinol.

No se produce indol.
No se produce sulfuro de hidrdgeno.
No se hidroliza el almiddn.

Se utiliza citrato.

Se utilizan nitratos y sales de amonio
como fuentes de nitrdgeno.

Wo se producen pigmentos solubles en
agua.

Se produce ureasa.

Oxidasa: positivo.

Catalasa: positivo.

Desarrollo nulo a pH 6,0 y 10,5. pH
bptimo, a aproximadamente 7. Desarro-
1lo nulo a 402C. Desarrollo a 102C,
Temperatura Optima, entre 252C y 30°C.
Aerobio.

Ensayo de Hugh y Leifson: oxidante.

-6 -



(17) Acido pero no gas a partir de L-ara
binosa, D-xilosa, D-glucosa, D-manosa,
D-fructosa, D-galactosga, maltosa, sa-
carosa, trehalosa, D-sorbita, D-manita,
5 y glicerina. Ni dcido ni gas a partir
de lactosa, inosita, y almiddn.
(d) Otras propiedades taxondmicas:
"~ (1) No se produce fijacidn de nitrdgeno.
(2) No son necesarios eminodeidos y vita
10 minas para el cultivo,
(3) Aislada a partir de la tierra vegetal.
2. Propiedades taxondmicas de la cepa KB-91:
(a) Morfologia de la célula:
(1) Bastonecillos, 0,5~0,7 por 1,0-3,0 micras.
15 ‘ (2) No pleomdrifica.
(3) Motilidad por uno a tres flagelos peritri
quicos.,
(4) No formadora de esporas.
(5) Gram-negativa.
20 (6) No resistente a los dcidos.
(b) Caracteristicas del cultivo:
(1) Placa de agar nutriente: Circular, que
ge eaparce, convexo, transparente, amg-
rillo, brillante.

25 (2) Cultivo de agar en pico de flauta: Desarro

8-1076 "7 -~
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(3)
()

(5)

1lo moderado, gue se esparce, SUaAVe,
amarillo, brillente.

Caldo: Turbios ausencia de desarrollo
en la superficie; sedimento.
Perforacidn de gelatina: Licuefaccidn
estratiforme.

Leche de tornasol: Neutra a ligeramen-
te alcaline, sin zona de suero.
Augencia de peptonizacion. Color pardo

grisdceo al cabo de 2 semanas,

(¢) Propiedades fisioldgicas:

(1)

(2)
(3)

(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)

(10)
(11)

Los nitratos no se reducen en el caldo
de nitrato.
No tiene lugar desnitrificaciédn.
El ensayo con rojo de metilo es nega-
tivo.
No se produce acetilmetilcarbinol.
No ge produce indol.
No se produce sulfuro de hidrdgeno.
¥o se hidroliza el slmidén.
Se utiliza citrato.
Se utilizan nitratos y sales de amonio
como fuentes de nitrdgeno.
Cromdgeno.
Se produce ureasa.

-8 -
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(12)
(13)
(14)

(15)
(16)
(17)

Oxidasa; positivo.

Catalasa: positivo.

Desarrollo nulo a pH 4,5 y 10,5. pH dp
timo, a aproximadamente 7. Desarrollo
nulo a 402C, Desarrollo a 102C., Tempe-
ratura 6ptimé, a gproximadamente 302C.
Aerobio. |

Ensayo de Hugh y Leifson: oxidante.
Acido pero no ges a partir de L-arabing
sa, D-glucosa, D-manosa, D-fructosa,
D~galactosa, lactosa, trehalosa,
D-sorbita, D-menita, inosita. Ni dei-
do ni gas a partir de D-xiloxs, malto

sa, sacarosa, glicerina, y almiddn.

(d) Otras propiedades taxondmicas:

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)
(6)

Ensayo de produccidn de 3-cetolactosas
positivo.

No son necesarios aminodcidos y vita~
minas pare el cultivo.

Lesarrollo sobre agar de glucosa-azul

de anilina. No se sbsorbe el colorante.
No se descompone la celulosa.

Aiglada a partir de la tierra vegetel.

No es pardsita para las plantas de acuer-
do con las comprobaciones efectuadas.

-G -
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3. Propiedades taxondmicas de la cepa KB-105:

(a) Morfologia de la célula:

(1)
(2)
(3)

(4)
(5)
(6)

Bastoncillosg, 0,5-0,7 por 1,0-3,0 micras.
No pleomdrfica.

Motilidad por uno a tres flagelos
peritriyuicos.

No formadora de esporas.

Gram-negativa.

No resistente a los Acidos.

(b) Caracteristicas del cultivo:

(1)

(2)

(3)
(4)

(5)

Placa de agar nutriente: circular, en-
tera, convexa, suave, opaca, blanca
amarillenta, brillente.

Cultivo de agar en pico de flauta:
Desarrollo moderado, filiforme, blanco
amarillento, brillante.

Caldo: Sedimento, pelicula.
Perforacidn con gelatina: Ausencia de
licuefaccidn.

Leche de tornasol: Alcalina, con zona

de suero.

(e) Propiedades fisioldgicas:

(1

(2)

Los nitratos no se reducen en el caldo
de nitrato.
No se produce desnitrificacidn.

- 10 =
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(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)

(9)

(10)
(11)
(12)
(13)
(14)

(15)
(16)
(17)

Ensayo con rojo de metilo: negativo.
No se produce acetilmetilcarbinol.

No se produce indol.

No se produce sulfuro de hidrdgeno.

No se hidroliza el almidén.

Se utiliza citrato en el medio de
Christensen, pero no en el medio de
Koger.

Se utilizan nitratos y sales de esmonio
como fuentes de nitrdgeno.

Acromdgeno,

Se produce ureasa.

Oxidada: pogitivo.

Catalasa: positivo.

Desarrollo nulo & pH 4,5 y 10,5. pH
optimo, a aproximadamente 7. Desarrollo
nulo a 402C. Desarrollo a 102C. Tempe-
rature 6ptima, a aproximadamente 3020,
Aerobio,.

Ensayo de Hugh y Leifson: oxidante.
Acido, pero no gas a partir de L-arabi
nosa, D-xilosa, D-glucosa, D-manosa,
D-fluctosa, D-galactosa, maltosa, saca
rosa, trehalosa, D-sorbita, D-manita,
y glicerina. Ni decido ni gas a partir
de lactosa, inosita, y almiddn.

- 11 -



(d) Otras propiedades taxondmicas:
(1) Ensayo de produccién de 3-cetolactosa:
positivo,
(2) Son necesarias viteminas para el desarro
5 llo.
(3) Desarrollo sobre agar de glucosa-azul
de anilina. No se absorbe el colorante.
(4) Se forman colonias viscosas sobre medios
de azucar.
10 (5) No se descompone la celulosa.
(6) Aislade a partir de la tierra vegetal.
(7) No es pardsita para las plantas de
acuerdo con las comprobaciones efec—
tuadas.
15 4. Propiedades taxondmicas de las cepas KB~97 y KB-106.
(a) Morfologia de la célula.
(1) Bastoncillos cortos, 0,8-1,0 por 1,0-1,5
micras,
(2) En los cultivos jévenes se encuentran
20 grandes células irregulares.
En cultivos mds viejos, las c¢élulas se
convierten en bastoncillos cocoideos,
(3) Ausencia de motilidad.
(4) No formadora de esporas.
25 (5) Gram-negativa.

801076 - 12 -



(6) No resistente a los dcidos.
(b) Caracteristicas del cultivo,

(1) Placa de agar nutriente: circular,

entera, convexa, suave, blanca gri-
5 gécesa, opaca, brillante.

(2) Cultivo de agar en pico de flauta:
Desarrollo moderado, filiforme, suave,
blanco grisdceo, brillante.

(3) Caldo: Ligeramente turbio; ausencia de

10 desarrollo en la superficie; sedimento.

(4) Perforacién de gelatina: Ausencia de
licuefaccidn.

(5) Leche de tornasol: Ligeramente alcalinaj
ausencia de peptonizacién; ausencia de

15 , V zona de suero,
(e) Propiedades fisiologicas.

(1) Reduceidn de nitratos: KB-106 es posi
tive, pero KB-97 es negativa en el
caldo de nitrato.

20 (2) No se produce desnitrificacidn.

(3) Ensayo con rojo de metilo: negativo.

(4) No se produce acetilmetilearbinol.

(5) No se produce indol.

(6) No se produce sulfuro de hidrdgeno,

25 (7) No se hidroliza el almidén,
8.1.76 - 13 -
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. (8) No se utiliza citrato.
(9) Se utilizan nitratos y sales de amonio
como fuentes de nitrdgeno.

(10) Acromdgeno.

(11) 3e produce ureasa.

(12) Oxidasa: positivo.

(13) Catalasa: positivo.

(14) Desarrollo nulo a pH 4,5 y 8,6. pH Op-
timo, a aproximadamente 7. Desarrollo
nulo a 402C, Desarrollo a 102C. Tempe-
ratura Optima, a aproximadamente 302C.

(15) Aerobio.

(16) Ensayo de Hugh y Leifson: oxidante.

(17) Acido, pero no gas, a partir de L-arabi
nosa, y D-fructosa, Ligersmente dcido,
pero no gas, 2 partir de D-xilosa,
D-glucosa, D-manosa, D-galactosa, ¥y
glicerina. Ni dcido ni gas a partir
de maltosa, sacarosa, lactosa, trehalosa,
D-sorbita, D-manita, inosita, y almiddn.

(d) Otras propiedades taxondmicas.

(1) No se produce 3~cetolactosza.

(2) Desarrollo sobre medios de extracto de

levadura en 3 dias.

(3) Aislada a partir de nddulos de raices

de trébol.
- 14 -



Las propiedades taxondmicas de estas cinco
cepas fueron consuliadas con descripciones que apare-
cenren el Bergey's Manual of Determinative Bacteriology,
88 edicidn (1974), y se identificaron posiciones taxond

5 micas de estas cepas.

Ia cepa KB-86 se identifice como una espe~
cie del género Pseudomonasg, porgue este orgenismo es
un bastoncillo gram-negativo, positivo a la oxidassa,
aerobio, provisto de motilidad, posee un flagelo polar

10 monotriquico, y no se desarrolla a pH 6,0.
Las cepas KB-91 y XB-105 se identifican como

especies del geénero Agrobacterium, porque estos dos

organismos son bastoncillos gram-negativos, aerobios,
positivos a la oxidasa , positivos a la catalasa, y

15 ' provistos de motilidad, utilizan citrato, y dan reac-
cidén positiva en el ensayo de produccidn de 3~cetolac
tosa. Pero no se ha encontrado yue estos organismos
sean parasitos para las plantas en las comprobaciones
realizadas, y no reducen los nitratos en el caldo de

20 nitrato. Ademds, la cepa KB~91 es cromdgena, y la cepa
KB-105 requiere vitaminas para su desarrollo, y ambos
organismos son, segun se ha determinado, especies nue-

vas del género Agrobacterium. Asi, la cepa KB-91 se

denomina Agrobacterium aureum, y KB~105 se denomina

25 Agrobacterium viscosum, respectivamente.

8.1.76 - 15 -




Las cepas KB-CT7 y ﬁ£—106 se aisleron a par-
tir de los nddulos de la raiz del trébol. Estos dos
organismos son bastoneillos gram-negativos, eerobios,
no producen 3-cetolactosa, y no utilizan citrato. Las

5 células jévenes son irregulares y grandes, y en cultivos
més viejos las células se convierten en bastoncillos
cocoideos, A partir de estas propiedades, las cepas
KB-97 y KB-106 se identifican como una especie del
género Rhizobium. Pero ambos organismos estdn despro-

10 vistos de motilidad, se desarrollan sobre medios de
extracto de levadura en 3 dias y causan reaccién alca-
lina en la leche de tornasol sin zona de suero. Asi,
se ha determinado yue las cepas KB-97 y KB-106 son
nuevas especies del género Rhizobium, y se denominan

15 ambas Rhizobium wvalidum.

Los microbios arriba indicados estdn deposi-
tados actualmente bajo la custodia de:
"Institute for Fermentation" (Fundacidén Judi
cial; nombre abreviado: IFO); Osaka, Japdn.
20 "Permentation Research Institute, Agency of
Industrial Science and Technology" (nombre abreviado:
FERM), Chiba-~Ciiy, Japén; y
"American Type Culture Collection"(nombre
abreviado: -ATCC), Maryland, EE,UU,
25 Y los numeros de identificacidén que se asig-

8.1076 - 16 -



nan & cada uno de los microorganismos son como se

indica a continumcidn:

Ne N¢ Accesidn

Microorganismo IFO FERM Ne ATCC
5 KB-86 13645 2855 31106
KB~91 13647 2857 31108
KB-97 13648 2858 31109
KB-105 13652 2862 31113
KB-106 13653 2863 31114
10 El método gue representa esta invencién debs

llevarse a cabo poniende los cultivos de los microbios
arriba descritos o el materiel tratado de los mismos
en contacto con decido cis-epoxisuceinico, gue es la
materia prime a emplear. En el caso en yue ha de po~

15 " nerse en conbacto el cultivo, por lo que respecta a
este cultivo, se puede emplear el producto per se que
ge ha obtenido & partir de la incubacidn del microbio
de gue se trata, en un procedimisntos; mientras gque co=-
mo procedimientc alternativo puede afladirse el dcido

20 cis-epoxisuccinico al medio de cultivo durante el cur-
g0 del procedimiento de incubacidn del microbio, te-
niendo luger asi una realizacidn parzlela y simulidnea
de ambos fendmenos, la incubacldén del mierobio y la re-
aceidn.

25 La materia elaborada del cutivo que se mencio-

8.1.76 “ T =
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na en esta memoria representé las muestras que con=-
tienen el sistema de enzima que se relaciona con la
reaccidn en la que se hidroliza el dcido cis-epoxisuc
cinico, dando como resultado le formacidn de &cido
L(4)~tartdrico. Para ilustrar dichas muestras, pueden
citarse células microbianas vivas, células microbia-
nas secas, células microbianas ocluidas, células mi-
croblanas trituradas, enzimas crudas o refinadas, en-
zimas insolubilizadas, o andlogas, ue se obtienen
sometiendo dicho cultivo a tratamientos adecuados, p.ej.,
aislamiento por centrifugacidn, filtracidn,lavado, se-
cado, trituracidn, extraccidn, insolubilizacidn, o pro-
cedimientos similares.

Después de llevar a la prdctica dicho trata-
miento de incubacidn, el medio de cultivo. puede encon-
trarse en estado liguido o s6lido; pero una forme comin-
mente aplicable y al propio tiempo mds conveniente es
recurrir al cultivo con sacudidas o cultivo en agita-
cién aireado a realizar referido al medio de cultivo
en estado liguido. No existe ninguna limitacidén o con-
dicién particular alguna en la determinacidn de la cla-
se del medio de cultivo, estorgs{ gue puede emplearse
cualoguier clase de medio de cultivo en el grado en que
dicho medio de cultive pueda acomodar a dichos micro-
bios dejandolos que se desarrollen normalmente, y que

- 18 -
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pueda formarse adecuadeamente en aquél el sistema
de enzimas capaz de convertir el dcido cis~-epoxisue
cinico en dcido L(+)-tartdrico. Por ejemplo, como la
fuente de carbono & emplear, se pueden utilizar el
deido cis-epoxisuceinico, glucosa, lactosa, glicerina,
sacarosa, melazas; dcidos orgénicos, hidrocarburos,
y analoges; y como la fuente de nitrdgeno pueden uti-
lizarse diversas clases de sales de amonio, nitratos,
u otros compuestos de nitrdgenos y ulteriormente, en
cuanto a las sales inorganicas, pueden afiadirse diver-
sas olases de fosfatos, sulfato de magnesio, cloruro
de sodio, etc. Asimismo, con el fin de estimular el
desarrollo de microcorganismos, pueden afiadirse diver-—
saé vitaminas, compuesitos asociados con £cido nucleico
o andlogos. Cualyuiera yue sea el método de incubacidn
que pueda adoptarse en el caso de trabajo real, es
aconge jable afladir, en el momento de iniciarse la in-
cubacidn, el dcido cis-epoxisuceinico al medio de cule-
tivo, aun cuando sea en pequeila cantidad, en el senti-
do de que es eficaz para llegar & un resultado mejor.
Ademds, dependiendo de la clase del método
de cultivo y de las condiciones de incubacidn, puede
encontrarse en algunos casos efective la adicidn de
algin agente desespumente, tal como silicona, aceite
de soja o andlogos, al medio de cultivo parae mejorsxr

- 19 -



la tasa de rendimiento de la produccién de dcido
L{4)-tartaricc. Asimismo, cuando se plantea la ope~
racidén de incubacidn, es preferible inoccular en el
medio de cultivo alguna cantidad adecuada del caldo de

5 cultivo obtenido mediante el pre~cultivo yue se ha
llevado a cabo previamente en una escala més reducida.
Las condiciones de incubacidn, gue implican la tempe-
ratura de cultivo, la duracidn del tiempo de cultivo,
y la acidez~alcalinidad del medio de cultivo, estdn

10 sujetas @ variaciones de acuerdo con la clase de mi~
erobios empleada o con la composieion o elementos del
medio de cultivo; pero si #6lo se realizan una selec-
cidén y ajuste adecuados enfocados simplemente a8l ob-
Jetivo Wltimo de la méxime produccidn de dicho siste-

15 me de enzimas, ello justificaria que las dondiciones
de trabajo bastasen pars el objetivo. En muchos casos
de la préactica, pueden obtenerse resultados satisfac-
torios realizando la incubacidn en condiciones aerobias,
a alrededor de 20-402C, y durante 17 dias, mantenien-

20 do entretanto el caldo de cultivo a un pH aproximado
de 5-9,

En el caso de que la materia prims de dcido
cis-epoxisuccinico haya de afiadirse al medio de culti-
vo en el curso del procedimiento de incubacidn, por lo

25 que respecta al momento de la adicidn del material, ge-
8.1.76 - 20 -



10

15

20

25
801 076

neralmente se elige entre antes del momento‘de iniciar-
gse la incubacion, o en el momento adecuzado durante

el transcurso de la incubacién. En este caso, dicho
paterial a afiadir debe hallarse en forma pulverizada
de, por ejemplo, sales de sodio, potasio u otras sa-
les endlogas; o bien, en forma de solucidén o suspen-
sidn que se funde o disuelve en un disolvente apropia-
do tal coﬁo agua; y dicha solucidn o suspensidn se
afiadire toda de una vegz, O continuamente a lo lar-

go de un periodo de tiempo definido, o0 intermitente-
mente.

En el ceso en yue se desse producir deido
L(+)=tartirico por el método de poner las materias
primas en contacto con el ocultive del microorganis-
mo, o con la sustancia trateda de aquéi, ordinaria=
mente es preferible hacer dicha inocoulacidn en un
medio acuoso. En tal caso, pusde obtenerse un resul-
tado mds ventajoso haciendo yue la concentracidn del
deido ois-epoxisuceinico en el liyuido reactivo sea
lo més alta posible, con tal yue dicha concentracidn
se mantenga dentro de los limites que no impidan la
actividad del cultivo microbiano o de la materia ele~
borada del mismo, Si las circunstancias 1o requieren,
es factible que el dcido cis-epoxisuccinico se afiada
por partes, a intervalos de un cierto periodo defini-
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do de tiempo.

Le reaccidén puede iniciarse por uno cual.uie-
ra de log métodos de reposo, sacudidas o agitacidn.
Adicionalmente, en el caso de que se utilicen las cé-
lucas microbianas ocluidas o la enzima insolubilizada,
es también aplicable un método en el que la solueidn
de dcido cis-epoxisuccinico se deja fluir a través de
la columna en la yue se encuentra en forma de relleno
dicha sustancia utilizada. En cuanto a la temperatura
de reaccidn, en los casos ordinarios se utiliza alre-
dedor de 5-502C. La velocidad de reaceidn varia de
acuerdo con factores variables tales como la clase
de microbios utilizada, la cantidad de enzima gue eg-
té contenida en el cultivo o su materia elaborada,
la concentracidn de decido cis~epoxisuccinico, el modo
de reaccidn asi como las condiciones de reaccidn; y
por consiguiente, el tiempo de reaccidn vendré deter-
minado por la seleccidn adecuada segin las circunsten~
cias lo exijan.

El dcido L(+4)-tartdrico que se ha formado en
el caldo de cultivo o en el medio de reaccidn por los
mecanismos yue se han descrito arriba, puede aislarse
facilmente por una combinacién adecuada de diversos
métodos, que estdan basados en las caracteristicas qui-
micas especificas del dcido L(+)-tartdrico. A modo de
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ejemplos, se utilizan la precipitacidn en forma de
sales de calcio o andlogas, o el método de elimina-
cién de impurezas por medio de resina de intercambio
de iones, carbdén vegetal activado y andlogos, cada

5 unoe de los cueles da resultados erectivos.

Si bien las realizaciones preferidas de los
métodos a que se refiere esta invencidn se muestran
en los ejemplos yue siguen, debe entenderse que los
ejemplos siguientes se describen sélo para fines de

10 ilustracidén, y que es evidente yue los métodos des-

critos en detalle no deben interpretarse como limi-
taciones del contenido de esta invenciodn.

Ejemplo 1
Se utiliza una cepa de Rhizobium validum

15 © KB-97 para inocular 500 ml de medio de cultivo 1fqui-
do (pH 7,0) contenido en dos series de frascos de
Sakaguehi de 2 litros de capacidad, estando consti~-
tuido el medio por glucosa (0,54), nitrato de amo-
nio (0,54), fosfato dipotdsico (0,1%), més sulfato

20 de magnesio (0,05%); y este medio de ocultivo l{quido
se somete a incubacidn en condiciones de cultivo con
sacudidas alternativas a 302C durante 24 horas, ob-
teniéndose a partir de aguél alrededor de 1 litro de
caldo de cultivo. El caldo as{ obtenido se transfie-

25 re a un depdsito de 50 litros de capacidad que contiene
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30 1. de medio de cultivo 1fgquido {(pH 7,0) gue estd
compuesto por cis-epoxisuccinato disddico (0,6%),
nitrato de amonio (0,5%), fosfato dipotisico (0,1%),

¥ sulfato magnésico (0,05¢); y el contenido del de-
pésito se somete 2 cultivo con agitacion aireado a
302C durante 30 horas. El caldo de cultivo obtenido a
partir de lo anterior (15 1.) se transfunde a un de-
poésito de 200 1. de capacidad que contiene 100 1. de
medio de cultivo (pH 7,0) que estd compuesto de ni~
trato aménico (0,5%), fosfato dipotasico (0,1%), clo-
ruro potdsico (0,054), sulfato magnésico (0,05%),

¥y sulfato ferrcso (0,001%); ¥ simulténeamente; se afia—
den 2,7 kg de los cristales de cis-epoxisuccinato di-
sbddico. La mezcla se somete a cultivo con agitacidn
aireado a 30¢C. Este cultivo se lleva a cabo continua~
mente durante 7 dfas consecutivos; y en el transcurso
de la duracién ininterrumpida se efiaden 2,0 kg de los
eristales de cis-epoxisuccinato disddico el dia 32 y
el dfa 52, respectivemente. Aproximadamente 95 1 del
caldo de cultivo obtenido como se ha indicado arriba
se filtran por medio de un filtro-prensa; y mientras
gue se agita el filtrado a fonds, gse afiaden 5,8 kg de
los cristales de cloruro de calcio (dihidratado) poco
a poco; ¥y el resultado de lo anterior se deja en reposo
durante una noche, a continuacidn de lo cual se lleva a
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cabo filtracidén por medio de un filtroprensaj y se
recuperan asi los cristales de L{+)=tartrato de cal-
cio. La cantidad producida asciende a 5,7 kg (como
anhidrido).

5 Ejemplo 2
Se utiliza una cepa’de Agrobacterium sureum

KB-91 para inocular frascos, que contienen cada wno
500 ml de medios de cultivo 1iquidos (pH 7,0), dis~
puestos respectivamente ¢n cuatro frascos Sakaguchi
10 de 2 1. de capacidad, estando compuesto cada medio
de cis-epoxisuccinato disddico (0,6%), nitrato amé-
nico (0,5%), fosfato dipotdsico (0,1%), cloruro poté-
gico (0,05%), sulfato magnésico (0,05%), y sulfato fe-
rroso (0,001%)s y este medio de cultivo liquido se so-
15 " mete & incubacidén en condiciones de cultivo con sacu-
didas alternativas, a 289C durante 48 horas. Alrededor
de 1,9 1. del c¢aldo de cultivo obtenido de 1o anterior
se someten a separacidén centrifuga, recogiéndose asi
células microbianas, y asi alrededor de 5 g de cédlu-
20 las himedas. Las células himedas se suspenden luego
en 200 m1 de agua destilada, a la gue se afiaden 5,2 g
de los cristales de cis-epoxisuccinato disddico. La
mezcla se hace reaccionar luego a 37¢C durante 4 horas,
imprimiéndose sacudidas o agitacion a la misma una y

25 otra vez a intervalos. El liquido reaccionante obteni-
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do de 1o anterior se somete a separacién centrifuga
para eliminar las células; y se afiaden al ligquido
sobrenadante de 1o anterior 4,5 g de clorwro de cal-
cio (dihidratado) poco a poco, ejerciéndose agitacidn
todo el tiempo. Después de haber dejado en reposo en
el refrigerador durante una noche, los precipitados
formados en é1 se recogen en un filtro de vidrio, pre-
cipitados que se enjuagan luego a fondo con agua; y
asi se obtienen 5,1 g de los cristales (en forma de
anhidrido) de L(+)-tartrato de calcio.

Ejemplo 3

Se utiliza une cepa de Agrobacterium viscosum

KB-105 para inocular de la misma manera que en el Ejem-~
plo 2, excepto en lo que se refiere a la adicidén de
100 microgramos/ml de piridoxal, obteniéndose asi 6,0
g de células himedas. Las células se suspenden en 50
ml de ague destilada, y se somete la suspensién & tra-
tamiento por ondas ultrasdnicas (140 W; 1,7 A) durante
15 minutos. Una cantidad del liguido tratado obtenido
después de la asccidén de las ondas ultrasdnicas se so-
mete a separacidn centrifuga (20.000 x g) duranté 15
minutos, obteniéndose asi 47 ml de liguido sobrenaden~
te. A este liguido sobrenadante se afinden 50 ml de
una solucidn acuocsa al 4,0% de cis-epoxisuccinato
disdédico, y la mezecla se somete a reaccidn 2 37¢C du~

- 26 -



10

15

20

25
8.1.76

rante 2 horas. Una vez terminada la reaccién, el 1i-
quido reaccionante se diluye dos véces con agua, de-
jéndose luego gue sl todo fluyz a través de & columna
de carbin vegetal activado (1,5 x 10 em), recogiéndo~
se de este modo el producto eluido. Mientras que se
ejeice la agitacidn, se afiaden gota a gota 15 ml de
una solucisn al 12% de cloruro de calcio. El resul-
tado de lo anterior se deja en reposo a 52C durante

3 horas, y durante ello se recogen los precipitados
sobre el filtro de vidrio. Se recuperan asi los cris-
tales de L(+)=-tartrato cédleico, mscendiendo el rendi-
miento & 2,0 g (como anhidrido).

. Eiemplo 4
Una cepa de Pgeudomonas gp. KB-86 se utili-

z& para inocwler y se incuba de la misme menera que en
el Ejemplo 25 y de 4 1. del c¢caldo de cultivo se recu=—
peran alrededor de 11 g de células himedas. Las células
as{ recuperadas se suspenden en 200 ml de agua degti-
lada, y se afladen a 1o anterior 100 ml de solucidn acuo-
s2 que contlens acrilamida (30 g), N,N'-metilen-bis-acri
lemida (0,8 g), N,N,N',N'~tetrametil-etilen-diemina

(0,2 ml), junto con 100 ml de une solucidn acuosa al
0,3% de persulfato aménico. El liquido resultante se
somete a reaccién a 0-59C durante alrededor de 1 hora,

a fin de que puede formarse el gel. El gel asi formaw
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do se tritura luego sustancialmente por medio de un
homogenizador, seguido luego por enjuagado con 2 1.

de agua destilada. El gel enjuagado se suspende a con-
tinuacién en 900 ml de agua destilada. A este liyuido
de suspensidn resultante que contiene células oduidas,
se afiaden 100 ml de una solucidn al 30% de cis-epoxisuc
cinato disddicos y mientras que se estd ejerciendo la
agitacidn mds suave, se somete el liquido en suspen-
sidn a reaccidén a 309C durante 10 horas. El 1liquido
reaccionante se filtra a través de una columna en la
que se hz dispuesto un relleno constituido por una pe-
quefie. pieza de algoddén o guata absorbentes; e inmedia-
tamente después de lo anterior, se dejan fluir a tra-
véa de la columna 2 1. de agua destilada, en orden

a efectuar el enjusgado del gel. El filtrado-reaccio-
nante obtenido de lo anterior se relme con el 1liguido
de enjuegado, sometiéndose luegoe esta mezcla a degala
do que se verificaré por pasc & través de resinas
Amberlite IR-120 (tipo ™) vy el producto eluido se
somete a concentracién a presidn reducida. El concen-—
trade resultante se deja en reposo a 59C durante une
noche. Los cristales formados en aquél duraente la no-
che se recogen sobre el filtro de vidrio, en tanto gue
las aguas.madres se concentran adicionalmente. Por re~
peticidén de la concentracion y cristalizacidn, se re-
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cuperan aproximademente 23 g de los cristales de dci-

do L{+)=tartérico,

Ejemplo 5

Se utiliza una cepa de Rhizobium validum

KB~106 para inocular 500 ml de medio de cultivo 1{i-
quido (pH 7,0) contenido en un frasco Sakeguchi de

2 1 de capacidad, que se compone de cis-epoxisuccina-
to disddico (0,6%), sulfato emdénico (0,5%), sulfato
dipotdsico (0,1%), mis sulfato magnésico (0,05%); y
este medio de cultivo liquido se incuba a 300C duran~
te 48 horas, en condiciones de cultivo con agitacidn
por sacudidas alternativas, con 1o que se obtilenen 500

ml de caldo de oultivo. El caldo de cultivo asi{ obte-

. nido se transfiere a un depdsito de 50 1 de cepmecidad

que contiene 30 1 del medio de cultivo justamente idén-
tico en composiecidn al descrito arribas; y el medio de
eultivo liquido contenico en dicho depdsito se somete
a incubacidn a 282C durante 48 horas en condiciones de
cultivo con agitacidn aireado. Alrededor de 30 1 del
caldo de cultivo obtenido de lo anterior se someten a
la seecidn de une centrifuga Sharples para separar las
células microbianas, con 1o que se obtienen alrededor
de 80 g de células himedas. Estas células himedas se
suspenden en 1,5 1 de agua, y utilizando un Fraccionador
de Células Refrigerado, Sorval Rf-l Ribi, las células
- 29 -
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se destruyen por completo. Después de ello, se ejer-
ce ademés una separacidn centrifuga (20.000 x g) du-
rante 20 minutos, haciéndose posible asi la obtencidn
de alrededor de 1,4 1 de un liguido sobrenadante. Ade~
més de lo anterior, se emplea aqui otra sustancia es-
pecifica, a saber (3-1,3-g1ucano (fabricado por TAKEDA
Chemical Industries, Ltd.; una Patente Japonesa estd
concedida y registrada con esta sustancia, y estd pu-
blicadae con el numero de serie 32673/1973). Esta sus—
tancia especifica es producida por TAKEDA basdndose
en la cepa NTK-u (IF0O 13140) que es una cepa mutante

gue pertenece al género Alkaligenes faecalis var

mixogenes 10 ¢ 3 K (4 esta sustancia se denomina de
aqui en adelunte PS, para sbreviar). Se suspenden 300
g de PS en 6 1 de zgua destilada, y se afladen a ella
6 1 de solucidn acuosa al 5% de bromocianato; y mien-
tras que se estd ejerciendo agitacidn, se afiade gota
a gota hidrdxido de sodio 2N a tal velocidad que el
pH se eleve aproximadamente 0,5 por minuto; y lo an=
terior se somete a reaccidn & fin de lograr un pH de
11. Ademds, el liyuido reaccionante se mantiene en
repos¢ a dicho valor de pH arriba indicado durante 15
minutos. Se filtra luego el 1iquido feaccionante; ¥y la
parte sdlide se enjuega cuidadosamente con agua desti
lade; obteniéndose como resultado de ello un producto
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P8 activado. A este PS activado, obitenido como se ha
deserito arriba, se afiaden 1,4 1. del extracto de cé-
lulas previamente obtenido, junto con 3 1. de solucidn
tris~tampén de deido clorhidrico 0,2M (pH 8,0). Se
afiade adicionalmente agua desgtilada en orden a lograr
que el volumen totel ascienda a 6 l., haciéndose lue-
£0.que el ‘todo reaccione a 5°2C durante 4 hofaa. Una
vez terminada lea reacciodn, se utiliza un filtro de
vidrio para la filtracidn, recogiéndose asi las par-
tes sdlidas. Después de ello, se lleva a cabo un en-
juagado con glicocola 0,2M, cloruro sdédico 0,5M y
agua destilada, por este orden, en cantidad de 8 1.
de onda uno, con los ingredientes respectivos antew
riores. La enzima insolubilizada obtenida a partir de
lo anterior se suspende en agua destilada, y luego

se introduce como relleno en la columna ( 8 x 50 em).

Mientras que se mantiene la columna arriba citada a

- 30¢C, se hace pasar solucidn acuosa al 1,5% de cis~

-epoxisuccinato disddico, que se ha precelentado has-
ta 302C previamente, @ una velocidad de 1,5 1. por ho-
ra. A 72 1. de produeto eluido de la columnsa, que se
ha acumulado durente los dos Wltimos dies, se afiaden
poco & poco 900 g de cloruro edleico (dihidratado),
ejerciéndose agitacién todo el tismpo. La mezela re-
sultante se deja en reposo a la temperatura ambiente
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durante una noche. El precipitado formado en el seno
de aquélla se filtra y se deseca; y se recuperen asi
1100 g de L(4)-tartrato cdlcico (como anhidrido).

Este solicitud, que corresponde a la presen~
tada en Japén, con fecha 17 de Enero de 1975, bajo
el N2 81439/75, se acoge a los beneficios del articulo
51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nveva, que
ge presentan para yue sean objeto de esta solicitud
de Patente de Invencion, en Espafia, son los que se
recogen en las reivindicaciones siguientes:

18.~ Un método para producir dcido L(+)-tar
tdrico, gue comprende (1) poner un cultivo o le mate-
ria elaborada del mismo a partir de un microorganismo

que pertenece al género Pseudomonas, Agrobacterium o

Rhigobium ¥y es capaz de hidrolizar el dcido cis-epoxi
succinico, formdndose asi deido I(4)-tartirico, en con~
tecto con dcido cis-epoxisuccinico, y (2) recuperar el

- 32 -



deido L(4)mtartirico asf formado.
28,~ Un método de acuerdo con la reivindi-
cacién 18, en el que el microorganismo es Rhizobium
validum, ‘
5 38.- Un método de acuerdo con la reivindi-

cacién 18, en el que el microorgamismo es Agrobacterium

gureum,
48,- Un método de acuerde con la reivindica-
cacién 18, en el yue el microorganismo es la especie
10 de Pseudomonas IFO 13645,
5.~ Un método para producif dcido L(4)=tar
tédrico.
Tal y como se ha descrito en la Memoria que

entecede y para los fines que se han especificado.

15 Esta Memoria consta de treinta y tres hojas
gscritas a miquina por una sola cars.

Madrid, 16 ERE 076
P.A,

Alper Elzaups s
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