' MEMORIA

G4l s 71
23 ENE, 976

Pa" 62.162
Cage F-2229 B

DESCRIPTIVA 2
para solicitar PATENTE DE INVENCION

) s
A nombre de TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES, LID.

entidad Japonesa
‘ )
establecida en 27, Doshomachi 2-chome, Higashi-ku, Osaka,

Japén.

por: “UN METODO MEJORADO PARA PRODUCIR ACIDO L(+)-TARTA-

RICO" '



10

1

15-1-76

5

20

25

Esta invencidn se refiere a un uétodo para
producir deido L(+)-tartdrico. Mds concretamente, es-
ta invencién se refiere a un método mejorado péra pro
ducir 4cido L(+)-tartdrico, que comprende, en un pro-
cedimiento para la preparacién de deido tartdrico por
hidrdlisis microbioldgicalde deido epoxisucecinico, in
corporar gl cis-epoxisuceinato cédlcico como materia pri
ma en el medio de cultivo, incubar el microorganismo ¥y
producir con €1 el L(+4)-tartrato cdleico.

Hasta ahora, el método pafa produciy #dcido me
so=tartdrico pof hidrdlisis microbioldgica del 4cido
trans-epoxisuceinico ha sido conocido piblicamente (Jour
nal of Bacteriology 70, 405 (1955))5:Asimismo, los pre-
sentes inventores habian completado'ﬁa el método para pro
dueir deido L(4)-tartdrico por la hidrdlisis microbioldgi
ca de 4ecido cis-cpoxisucciniéo; y con el cual presentaron
una golicitud de Patente espafiola N2 G4h D57, | presen-
tada el 16 de enero, 1976).

Para la mejora del método anterior, los invento
res han hecho estudios profundizados adicionales en los
aspectos de las condiciones de la preparacién microbio-
légica de deido L(+)-tartdrico a partir de deido cis-epo
xisuccinico, y han llegado a descubrimientos tales como
que la solucidén de cis-epoxisuccinato, un material de par

tida, tiene la propiedad de inhibir el desarrollo de mi-
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croorganismos; y que dicha solucidn, cuando se encuen
tra en concentracidn mayor de 375%, es ayta para cau-
sar un retardo notable del desarrollo, u bcas%onalmeg
te conduce a un estado totalmente prohibitiv;“del desa
rrollo de los microbios. De acuerdo con ello, es difi-
cil alimentar una gran cantidad de las sales de alta so
lubilidad en agua toda de una vez al medio de cultivo,
por ejemplo, sales tales como la s=al sédica, potdsica,

"

aménica, o sales andlogas.
En contraste con lo anterior, el cis-epoxisucei
nato cdlcico es de una solubilidad en agua tan baja como
s6lo 1% o de este orden a la temperatura acbiente, de tal
rodo gue incluso si una masa del cigfepoxisuccinato cédlci
co se afiade en su totalidad de una ;pla véz, ni se obser-
va el retardo en el desarrollo de los wicrobios en el cul
tivo, ni se observa tampoco retardo alguno en la hidréli-
gis.
' Ademds de lo anteridr, cuando se utiliza el cis-
-epoxiéuccinato cdleico como materia prima para producir
L(+)-tartrato cdleico, la solubilidad del L(4)-tartrato
cdlcico en agua es tan paja que el producto reaccionante
se precipite fécilmente; el cual se separa del sistena
de reaccidén con toda facilidad. No se produce ya inhibi-
cién de la hidrélisis debida al producto de la reaccidn,

ni descomposicién ulterior del deido L(4)-tartdrico debi



da a microorganismos, y por tanto, la reaccidn de hi-
drélisis transcurre en un tiempo mds corto, dando lu-
gar asi a rendimientos mejores. ’ . ;

Por otra parte, dirigiendo la atencidn al pro

5 blema de los materiales, se encuentra que el £cido cis-

-epoxisuccinico, que es la sustancia de paftida, se pre-

para generaimente por un método convencional que impli-

ca la oxidacidn del dcido maleico en una solucidn acuo-

sa por perdxido de hidrégeno en presencié de catalizado

res tales como 4cido wolfrdmico, dcido molibdico, hete-

10 ropolidcidos de molibdeno o de wolframio, uw otras sales

de dichos 4cidos; sin embargo, como método alternativo,

es factible también un procedinientp en el que el dcido

maleico se somete a epoxidacidn en -forma de sales de so

dio, potasio, calecio y similares, ¥y luego se efectia se

15 guidamehtg intercambio de idén o adicidn de otras sales
netdlicas, convirtiéndoge»aqi.efectivamente dicho 4cido
maleico en el écidO*cis;epoxisuccinico 0 succinato bus-~
ecados como objetivo.'Coﬁo se ha mencionado arriba, hay
diversos méfodos para preparar dcido cis-epoxisuceini-

20 co. Entre estos métodos, sin embargo, en el método que
implica cﬁnvertir el 4cido cis-epoxisuccinico en deido
L(+)-tartdrico por empleo de microorganismos, es acon=-
sejable que la materia pri@a no contenga en si cantidad
alguns de tales impurezas resultantes de la epoxidacidn, -

25 como por ejemplo dcido maleico, deido DL-tartdrico, cata

15-1-76 . -4 - .



lizador de epoxidacidn y similares, debido a que la pre
sencia de teles impurezas tiende a inducir la inhibicidn
del desarrollo de los microbios, o la inhibjeién de la
actividad de la enzima; y finalmente, los proéedimientos
5 de purificacidn del 4decido L(4)-tartdrico resultante se
hacen innecesariamente complicados., EL 4cido cis-epoxi-
succinico y sus sales de sodio, potasio y similares son
de una solubilidad en agua tan alta que el aislamiento
de éstas a2 partir de la solucidn acuosa resulta compli-
10 cado, mientras que el cis-epoxisuceinato cdlcico, tanto
i se trata de la sal normal como de la sal 4cida, es de
solubilidad lo bastante baja para aislarse ficilmente de
la solucidn acuosa, Por tanto, el cis-epoxisuccinato cél
¢ico a obtener por este método es ventajoso con respecto
15 a su elevada pureza y buen rendimiento; y por consiguien
te, no contiene ninguna de tales impurezas que podrian
inhibir el desarrollo de los microorganismos o la acti~-
vidad de la enzima,.ni imbureéa alguna que tienda a conm
plicar los procedimient&s de purificacidén. Para obtener
20 ¢ste cis-epoxisuccinato de caleio, es aplicable selecti
vemente cualguiera de lps dos métodos siguientes., En uno
de estos métodos, puede utilizarse el maleato cdlcico co
mo materia prima como se ha deserito arriba, mientras que
en el otro método alternativo puede transcurrir la reac-—

25 cibn de epoxidacidn en forma de dcido maleico o de sus sa .

15-1-
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les de sodio, potasio y andlogas; y después de ello el
producto resultante se afsla, o de lo contrario, en vez
de recurrir a aislamiento, puede realizarse la conver-
sién en cis-epoxisuceinato cdlcico por adicién de sal

de ealeio, hidrdxido cdlcico, éxido cdleico, y andlogos,
formdndose asi un compuesto tal como cis-epoxisuccinato
cédlcico. En el caso de que haya de usarse el maleato c4l
cico como materia prima, es ventajoso que primeramente se

lleve a cabo la reaccién de epoxidacién utilizando la so-

lucidén o suspensidn acuosa que contiene 0,2-1 4dtowmo gramo

de calcio para la eantidad de 1 mol de 4ecido maleico; y
en segundo lugar, después de la reagcidn, debe afiadirse
el compuesto de calcio; o0 en caso c;ntrario, en vez de
afiadir dicho compuesto de ealcio, el producto resultante
puede aislarse en forma de compuestos tales como cis-epg
Xisuceinato de hidrégeno-calcio, o cis-epoxisucecinato cdl
cico, o0 incluso como la mezcla de dichos compuestos. Espe
cialménte, cuando la reaccién de epoxidacidn transcurre
mediante el uso de una solucidn o suspensidn acuosa que
contiene de 0,4 a 0,8 épomos gramo de calcio en propor-
cién a la cantidad de 1 mol de £cido maleico, puede obte
nerse cis~epoxisuccinato cdlcico de alta pureza con buen
rendimiento sin requerir purificacidn particular, Partien
do de la base que se¢ ha descrito arriba, puede concluirse

que, por el método que implica el uso de cis-epoxisuceina

.
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to cdleico como material de partida, la cadens de con~
versidén que parte del cristal de la materia prima para
llegar al cristal de L(+)-tartrato cdleico, que es el
producto resultante, puede completarse con alta concen
tracidén, y con mejor rendimiento, asi como con una gran
velocidad de tranéformacién; y adicionalmente, puede lo
grarse fédcilmente el aislamiento del producto resultan-
te, Todas las ventajas citadas arriba significan la com
petencia como método de fabricacidn industrializado para
el 4cido L(4)-tartdrico. ‘

Como la segunda mejora del método para producir
deido L(+)~tartdrico, los presentes inventores han encone
trado que en la utilizacién de cis~d%oxisuccinatq cdleico
cou6 materie prima, si estd presenté‘un agente tensioacti
vo de tipo no idnico en el medio de cultivo, el perfodo
de fermentacién se abrevia méds notablemente, y el cis-epo
xisuceinato cdleico de alta concentracién puede convertir
se en i(+)-tartrato‘célcico con alta eficiencia,

Basdndose en los descrubrimientos anteriores,
se han realizado esfuerzos de investigacidn adicionales,
para culminar finalmente en el completamiento de la pre-
sente invencidn. .

Asi, el objeto prinecipal de la presente inven-
cidén es proporcionar un método mejorado para producir 4ci

do L(4)-tartérico en el que la incubacién de microorganig
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®0s ¥ la hidrdlisis del cis-epoxisuccinato cdleico en
L(+)-tartrato c4leico transcurren simultdneamente.

El segundo objeto de la presenﬁe invencién
es proporcionar un método mejorado para produéir dci
do L(4)-tartdrico en el que la hidrélisis del cis-epo-
xisuceinato cdleico en L(4)-tartrato cdlecico puede rea
lizarse con una concentracién elevada del material,
con un rendimiento mejor y en un perfiodo de tiempo uds
breve, ]

Objetos adicionales se explicardn en lag des-
cripeiones que siguen.

Asi, la presente invencidn se refiere a un mé
todo mejorado para producir deide Lf+)-tartdrico que com
prende: (1) incorporar el cis—epoxisuccinato cdleico co-
mo materia prima en el medio de cultivo; (2) incubar un
microorganismo que sea capaz de hidrolizar el cis-epoxi-
succinato en deido L($)-tartdrico; y convertir asf el cis-
~epoxiguceinato célcicorén.L(+}-tartrato cdleico,.

v Una caracteristica nme jorada adicional del méto-
do comprende (1) incorporar un agente tensioactivo de ti-
po no iénico, en combinacién con el cis-epoxisuceinato cdl
cico; en el medio de cultivo; (2) incubar un tal microorga
nismo; y (3) convertir as{ el cis~epoxisuccinato cédlcico
en el L(L)-tartrato edleico.

En cuanto a los microorganismos a emplear en es .



ta invencién, es empleable cualquier clase de microbio
' con tal que sea capaz de hidrolizar el'écido cis~epoxi
succinico y formar 4eido L(+)-tartdrico. Por ejemplo,
pueden emplearse los abajo especificados, esto es, Aci-
5 netobvacter fartarogenes KB-82 (IFO 13644; FERW N2 2854;
ATCC 31105); la misma especie KB-99 (IFC 13650; FERM Ne
2860; ATCC 31111); la misma especie KB-11l (IF0O 13656;
FERNM N® 28665 ATCC 31117); la wisma especie KB-112 (IFO
13657; FERM No 2867; ATCC 31118); Agrobacterium aureum
10 KB-91 (IFO 13647; FERM N¢ 2857; ATCC 31108); Agrobacte-
rium viscosum KB-105 (IFO 13652; PERM N® 2862; ATCC 31113);
Rhigobium validum KB-97 (IF0 13648; FERM N2 2858; ATCGC
31109); la misma especie KB-106 (IFC- 13653; PERM N2 2863;
_ ATCC 31114); Pseudomonas species KB~86 (IFO 13645; FERMW
15 Ne 2855; ATCC 31106).
Las particularidades de las caracteristicas bac

terioldgicas de estos microbios se deseriben a continua-—

v
+

cién: ‘
1. Propiedades taxonémicas de las cepas KB-82, KB-99,
20 KB-11l1, ¥y KB-1ll2.
' (a) Morfologia de la célula.
(1) Bastoneillos esféricos, 0,8-1,0 por 1,0-1,3 micras.
(2) En los cultivos jévenes se encuentran células en
forma de bastoncillos cortos y grandes células irre

25 gulafes. En cultivos méds viejos las células son ca—

15-1~76 -9~
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(3)
(4)
(5)
(6)

si esféricas.,

Ausgencia de motilidad.
No formadora de esporas.,
Gram-negativa.

No resistente a los 4cidos.

(b) Caracteristicas del cultivo.

(1)

(2)

(3)

(4)
(5)

Placa de agar mtriente: Circular, entera, con-
vexa, lisa, blanca grisédcea, opaca, brillante.
Cultivo de agar en pico de flauta: Desarrollo mo
derado, filiforme, liso, blanco grisdceo, brillan
te.

Caldo: lLigeramente turbio; ausencia de desarrollo
en la superficie; sedimento.

Perforacidén de gelatina: Au?%ncia de licuefaccién.
Leche de tornasol: Alcalina; ausencia de peptoniza
¢idn. :

(e¢) Propiedades fiﬁioldgicés.

(1)

(2)
(3)
(4)
(5)
(6)

Reduccidn de nltra%os. KB-111 y KB-112 son positi-
vos, pero Kﬁ-82 ¥ KB-99 son negativos en el caldo
de nitrato. 1

No se produce desnitrificacidén.,

Ensayo con rojo:de metilo: negativo,

No se prodﬁcé acetilmetilearbinol.

No se produce indol,

No se produce sulfuro de hidrégeno,

- 10 -



(7) No se hidroliza el almidén.
(8) se utiliza citrato.
(9) Se utilizan nitratos y sales aménicas coumo fuen
tes de nitrégenc. .
5 (10) Acromdgeno.
(11) Se produce ureasa.
(12) Oxidasa; positivo.
(13) Catalasa: positivo.
(14) Desarrollo nulo a pH 4,5 y 8,6.-pH Sptimo, a

aproximadamente 7. Desarrollo nulo a 8ec y g00c.

10
Temperatura éptima, a aproximadamente 302(C,
(15) Aerobio.
(16) Ensayo de Hugh y Leifson: oxidante,
(17) Acido, pero no gas, a par%@r de L-arabinosa, D-
15 xilosa, y D-fructosa. Lig;ramente acido, pero
no gas, a partir de D-glucosa, D-manosa, D-galac
tosa, y glicerina. Ni dcido ni gas a partir de
_ maltoea, lactosa, trehalosa, D-sorbita, D-mani-
' ta, inosita, y almidén.
20 (3) Otras propiedades taxondmicas.,
(1) Resistente a 5 unidades de penicilina,
(2) Aislada de la tierra vegetal,
2. Propiedades taxondmicas de la cepa KB-36.
(a) Morfologia de la célula,
(1) Bastoneillos, 0,6-0,8 por 1,5-3,0 micras.
25 (2) No pleombrfica,

15-1~76 - 11 -
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(3) Motilidad por flagelc monotriquico polar.

(4)
(5)
(6)

No formadora de esporas.
Gram-negativa.

No resistente a los dcidos.

(b) Caracteristicas del cultivo.

(1)

(2)

(3)

(4)
(5)

Placa de agar nutriente: Circular, entera, con
vexa, lisa, translicida, blanca como la nata,
brillante.,

Cultivo de agar en pico de flauta: Desarrollo
uoderado, filiforme, liso, blanco como la nata,
brillante,

Caldo: Ligeramente tdrbio; ausencia de desarro-
1lo en la superficie; sedimento.

Perforacidén de gelatina: g@sencia de licuefaccidn.

Leche de tornasoi: Inalterada.

(¢) Propiedades fisiolégicéas.

(1)

(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)

No se reducen los nitratos en el caldo de nitra
toe )

No se produce desnitrificacién,

E1l eﬁsayo con rojo de metilo es negativo.

No se produce acgtilmetilcarbinol.

No se produce:indol.

No se produce sulfuro de hidrégeno.

No se hidroliza el almidén.

Se utiliza citrato.

- 12 -



(9) Se utilizan nitratos y sales aménicas como
fuentes de nitrégenoc.
(10)No se producen pigmentos solubles en agua.
, (11)Se produce ureasa.
5 (12)0xidasa: positivae
(13)Catalasa: positiva, ,
(14)Desarrollo nulo a pH 6,0 y 10,5. pH Sptimo, g
aproximadamente 7. Desarrollo nulo a 402C, De-

sarrollo a 1092C. Temperatura Sptima, entre 25¢¢

10 y 30¢c¢,
(15)Aerobio.
(16)Ensayo de Hugh y Leifson: oxidante.
(17)Acido, pero no gas, a partir de I-arabinosa, b—
xilosa, D-glucosa, D-manogé, D-fructosa, D-galac
15 tosa, maltosa, sacarosa, trehalosa, D-sorbita,
D-manita, y glicerina. Ni dcido ni gas a partir
de lactosa, inosita, y aluiddn.
(d) Otras propiedades texonémicas.
Zl) No se proéuce fijacidén de nitrdégeno,
20 (2) No son necesarios aminodcidos ni vitaminas para
el desarrollo.
(3) Aislada = paréir de la tierra vegetal,
3. Propiedades taxonémicas de la ceps KB-9l.
(a) Norfologia de la célula.
25 (1) Bastoneillos, 0,5-0,7 por 1,0-3,0 micras. ‘

15-1-76 - 13 -
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(2)
(3)

(4)
(5)
(6)

No pleomérfica.

Motilidad por uno a tres flagelos peritriqui-
cos.,

No formadora de esporas.

Gran-negativa.

No resistente a los 4cidos.

(b) Caracteristicas del cultivo.

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

Placa de agar nutriente: Circular, que se espar

ce, convexa, transparente, amarilla, brillante.

Cultivo de agar en pico de flauta: Desarrollo mo
derado, que se esparce, liso, amarillo, brillan-
te,

Caldo: Turbio; ausencia de desarrollo en la su-

perficie; sedimento. ;

Perforacién de gelatina: Licuefaceién estratifor
ne,

Leche de tornasol: Neutra a ligeramente alcali-

na sin zona de suero.

Ausencia de peptonizacidén. Color pardo grisédceo

después de 2 semanas,

(¢) Propiedades fisioldgicas,

(1)

(2)
(3)

No se reducen logs nitratos en el caldo de nitra
to.

No se produce desnitrificacidn.

Ensayo con rojo de metilo: negativo.

- 14 -



(4) No
(5) No
(6) No
(7) No
5 (8) Se
(9) se

se produce acetilmetilecarbinol.
se produce indol,

se produce sulfuro de hidrdgeno.
se hidroliza el almiddn.

utiliza eitrato.
utilizan nitratos y sales amdnicas como

fuentes de nitrégeno,

(10) Cromégeno.,

(11) Se produce ureasa.
10 (12) Oxidasa: positiva.
(13) Catalasa: positiva.
(14) Desarrollo nulo a pH 4,5 y 10,5. pH 4ptimo, a
-aproximadamente 7. Desarrollo nulo a 408C. Desa

rollo nulo a 109C. Temperatura éptima, a aproxi
15 madamente 302C,

(15) Aerobdio.
(16) Ensayo de Hugh y Leifson: oxidante.

20

25

15-1-76

(17)

Aecido, pero no gas; a partir de L-arabinosa, D-
glucosa, D-manosa, D-fructosa, D-galactosa, lac
tose, trehalosa, D-sorbita, D-manita, inosita.
Ni deido ni gas a partir de D-xilosa, maltosa,

sacarosa, glicerina, y almidén.,

(a) Otras propiedades taxondmicas:

(1) Ensayo de produccidén de 3-cetolactosa: positivo.

(2) No son necesarios aminodcidos ni vitaminas para

- 15 -



el desarrollo.
(3) Desarrollo sobre agar de glucosa-azul de ani-
lina. No se absorbe el colorante.
(4) No se descompone la celulosa,
5 (5) Aisléda a partir dg la tierra vegetal.
(6) No es pardsita para las plantas, de acuerdo con
155 comprobaciones realizadas,
4. Propiedades taxondmicas de la cepa KB—}OS.
(a) Morfologfa de la célula.
10 (1) Bastoncillos, 0,5-0,7 por 1,0-3,0 micras. .
(2) No pleomérfica. »
(3) Motilidad por uno a tres flagelos peritriquicos.,
(4) No formadora de esporas. .
(5) Gram-negativa.
' 15 (v) Caracteristicas del cultivo, .
(1) Place de agar nutriente: Circular, entera, conve
xa, lisa, opaca, blanca, amarillenta, brillante.
(2) Cultive de agar en pico de flauta: Desarrollo mo
derado, filifo;mg, blanco amerillento, brillante.
20 (3) Caldos Sedimentof pelicula,
(4) Perforacidn de gélatina: Ausencia de licuefaccidn.
(5) Leche de tornasoi: Alcalina, con zona de suero.
(¢) Propiedades fisiolégic;s.
(1) No se reducen loé nitratos en el caldo de nitra-

25 to. . :

15-1-76 - 16 ~



(2) No'se produce desnitrificacién.

(3) Bnsayo con rojo de metilo: negativo.

(4) No se produce acetilmetilcarbinol.

(5) No se produce indol.

> (6) No se produce sulfuro de hidrdgeno.

(7) No se hidroliza el almidén.

(8) Se utiliza citrato en el medio de Christensen,

pero no en el medio de Koser,

(9) Se utilizan nitratos y sales aménicas como fuen

10 tes de nitrdgeno.

(10) acromégeno.

(11) Se produce ureasa.

(12) Oxidasa: positiva.

(13) Catalasa: positiva. .

15 (14) Desarrollo nulo a pH 4,5 y 10,5. pH bptimo, a
aproximadamnente 7. Vesarrollo nulo a 409C, Desarro
1lo a 10¢C, Temperatura dSptima, a aproximadamente
o020,
'(lS)Aerobio.' ‘
20 (16) Ensayo de Hugh y Leifson: oxidante.

(17) Acido, pero no gas, a partir de L-arabinosa, D-
xilosa, D-glﬁcosa, D-rwanosa, D-fructosa, D-galac
tosa, maltosa, sacarosa, trehalosa, D-sorbita,
D-manita, y glicerina., Ni Acido ni gas a partir

de lactosa, inosita, y almidén.

25

- 17 -
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(4) Otras Propiedades taxondmicas.

(1)
(2)
(3)

(4)
(5)

(6)
(1)

Ensayo de produccidn de 3-cetolactosa: positivo,
Son necesarias vitaminas para el desarrollo,
Desarrollo sobre agar de glucosa-azul de anilina,
No se absorbe el colorante,

Se formen colonias viscosas sobre medios de azd-
car. |

No se descompone la celulosa.,

Aislada a partir de la tierra vegetal.

No es pardsita para las pléntas, de acuerdo con

las comprobaciones realizadas,

5. Propiedades taxondémicas de las cepas KB~97 y KB-106.
(a) Morfologls de la célula. w“

(1)
(2)

(3)
(4)
(5)
(6)

Bastoneillos cortds, 0,8-1,0 por 1,0-1,5 micras.
En los cultivos jévenss, se encuentran grandes cé
lulas irreguiares:.En cultivos més viejos, las cf
lulas se han convé%tido en bastoneillos cocoideos,
Ausencia de‘mot%lidad.

No formadore de esporas,

Gram-negativa.

No resistente a'los dcidos.

(b) Caracteristicas del cultivo.

(1)

(2)

Placa de agar nutriente: Circular, entera, conve-
xa, lisa, blanca grisdcea, opaca, brillante,

Cultive de agar en pico de flauta: Desarrollo mo-
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derado, filiforme, liso, blanco grisdceo, brillan
te.
(3) Caldo: Ligeramente turbio; ausencia de desarrollo
en la superficie; sedimento.
5 (4) Perforacidn de gelatina: Ausencia de licuefaccidn.
(5) Leche de tornasol: Ligeramente alcalinaj ausencia
de peptonizacidn; ausencia de zona de suero,
(¢) Propiedades fisiolégicas.
(1) Reduccién de nitratos: KB-106 es positiva, pero
10 - XB-97 es negativa en el caldo de nitrato.
(2) No se produce desnitrificacidn.
(3) Ensayo con rojo de metilo: negativo.
(4) No se produce acetilmetilearbinol.
(5) No se produce indol. ‘:
15 (6) No se produce sulfuro de hidrggeno.
(7) No se hidroliza el almidén.
(8) No se utiliza citrato.
(93 Se utilizan nitratos y sales amdnicas como fuentes
! de nitrdgeno.. '
20 (10) Acromégeno.
(11) se produce ureaca.
(12) Oxidmsa: positiva.
(13) Catalasa: positiva. .
(14) Desarrollo nulo a pH 4,5 y 8,6. pH Sptimo, a BPYO-

ximadarente 7. Desarrollo nulo a 40¢(¢, Desarrolle

25

a 102C, Temperatura Sptima, a aproximadamente 30¢q, "

13-1-76
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(15) Aerobio.

(16) Ensayo de Hugh y Leifson: oxidante.

(17) Acido, pero no gas, a partir de L-arabinosa,
y D-fructosa. Ligeramente 4cido pero no gas
a partir de D-xilosa, D-glucosa, D-manosa,
D-galactosa, y glicerina. Ni d4cido ni gas a
partir de maltosa, sacarosa, lactosa, treha
loéa, D-sorbita, D-manita, inosita, y almiddén.

(d) Otras propiedades taxondmicas. .

(1) No se produce 3-cetolactosa.

(2) Desarrollo sobre medios de extracto de levadura
en 3 dias,

(3) Aislada a partir de nédulas de la raiz del tré-

bol. : o

El método de la presente invencidn se-lleva a ca
bo por adicidn de c1s—epoxisu001nato cdlecico el medio de
cultivo, en el transcursq @ellprocedlmlento de incubacidn
del migcrobio, haciendo asi;posible rgalizar las acciones
simrultdneas y paralelas ée(incubacidn del microbio y reac-
¢lén quimica,

Después de llevar a la préctica la operacidn de
incubacién de los microbios, el medio de cultivo puede en
contrarse en estado liquido o en estado sélido;. pero una
forma cominmente aplicable asi como més conveﬁiente es re

currir a cultivo con sacudidas, o cultivo con agitacidén
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aireado, los cuales estdn basados en el medio de culti
vo liquido.

No existe limitacién particular alguna ni con
diciones restrictivas en la determinacién del estado del
medio de cultivo, esto es, que puede emplearse cualquier
clase de medio de cultivo con la condicidn de que dicho
medio de cultivo pueda acomodar dichos nmicrobios, dejan~
o que los mismos se desarrollen normalmente y en condi-
ciones de seguridad, y también que el sistema de enzima
que es capaz de convertir el cis—eﬁoxisuccinato cdleico
en Lk+)-tartrato cdlcico pueda formarse adecuadamente en
aquél., Por ejemplo, como fuente de carbono, se pueden uti
lizar cis-epoxisuccinate cdlcico, glucosa, lactosa, glice
rina, sucrosa (es decir, sacarosa), helazas, 4cidos orgd-
nicos, hidrocarburos, y endlogos; y como fuente de nitré-
geno, pueden designarse como ejemplos hidrolizados de Pro
teinas tales como peptona, hidrolizado de proteina, Peej.,
4cido ‘casamfnico (fébrigado por Difeo) y N-Z.Amina (fabri-
cada por Schefield), junto con sustancias tales como ex-
tracto de levadura, tortas de soja, licor de maceracién
de malz, aminodecidos, diversas clases de sales aménicas,
diversas clases de nitratos, y otros compuestos nitrogena
dos orgdnicos o inorgdnicos, siendo todo lo anterior v4li-
flamente apligabla. Ademds, como las sales inorgénicas, pue

den afiadirse diversas clases de fosfatos, sulfato de magne’
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sio, cloruro sddico, y andlogas, como aditives perti-
nentes; y también, con el fin de estimular el desarro
1llo de las bacterias, se pueden afladir diversas clases
de vitaminas, compuestos asociados con 4cido nucleico,

5 etc. Cualquiera que sea el método de incubacidn que pue
da adoptarse para las ocasiones de operacidn real, es
recorendable afladir, en el nmomento de iniciarse la in
cubacidn o el cultivo, cis-epoxisuccinato al medio de
cultivo, ineluso si se encuentra en pequéﬁa cantidad,

10 en el sentido de que ello es eficaz para lograr mejores
resultados.

Asimismo, cuando se estd disponiendo el traba
jo de incubacién, es preferible inogular el medio de cul
tivo con cierta cantidad apropiada .de caldo de cultivo

i5 que puede obtenerse por mgdio del pre-cultivo gue se ha
realizado de antemano en éequeﬁa escala.

Loae condiciones de incubacién, que implican la
temperatura de cultivo, la dufacién del tiempo de culti-
va, la acidez-alcalinidad de los liquidos que prevalecen

20 en el medio de cultivo, y factores andlogos, estdn some-
tidas a variacién de acuerdo con la clase de microorganis
nmos empleados, 0 con la composicidn y elementos del medio
de cultivo. Sin embargo, si sélo se realizan seleccidn y
ajuste adecuados, enfocados Unicamente 2l objetivo final

25 de rendimientos mAximos de dicho sistewa de enzimas, ello .
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justificaria y seria suficiente para el objetivo del
trabajo. En muchos casos de la prdctica, se puede lo
grar resultado satisfactorio realizando la incubacién
en condiciones aerobias, a alrededor de 20-400C, y du
rante 1-7 dias, manteniéndose mientras tanto el medio
de cultivo a alrededor de pH 5-9.

Como le materia prima de partida, el cis-epo
xisuccinato cédleico puede hallarse en cualquier estado,
sea sal normal, sal dcida o mezela de las mismas; pero
en el caso de emplear la materia prima que contiene una
sal dcida, corrientemente es una prdctica favorecida neu
tralizar de antemano con cloruro cdleico, carbonato cdl-
cico y sales andlogas. is también Factible un procedi-
miento de conversién tal como la adicidén de cis-epoxisuc-
cinato sédico, cis-epoxisuccinato potdsico y andlogos a
la mezcla de reaccidén que contiene el cloruro cdleico u
otras sales cdlcicas que sean equimolares en comparacién
con dichos suceinatos, haciendo asi posible convertir los
succinatoé en las sales’célcicas correspondientes,

En el caso de que la materia prima, esto es, el
cis~epoxisucecinato cdleico, se afiada al medio de cultivo
en el curso del procedimiento de incubacidn, la adicidn se
realiza generalmente bien sea antes del momento inicial
de la incubacidn, o bien en un momento adecuade durante
la incubacién. En este caso, dicho material tiene que ha
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llarse en forma, por ejemplo, de cristales de sal cdl~
cica, 0 en caso contrario; en forﬁa de una suspensién
en uﬁ disolvente apropiadﬁ tal como agua; y dichos eris
tales 0 suspensidn han de afiadirse de una sola vez, 0
continuamente a lo largo de un perfodo de tiempo’dado,
0 intermitentemente en intervalos regulares durante el
perfodo de incubacidn del:microorganismo.

La cantidad totél de cis-epoxisﬁccinato cdlei
co empleable durante la i%cubacidn de miéfoorganismos
puede ser no inferior a 5% (peso/volumen) y es posible
elevar la cantidad hasta %alores tan altos como 50% (cg
mo 4c¢ido libre),

Gomo la realizadién preferida del método pre-
sente, se afiade un agente;tensioactivo de tipo no idni-
co al medio de cultivo paéa acortar el pericdec de inecu-
bacién y convertir el cisjepoxisuccinato cdleico en L(L)=~
tartrato cdlcico eficazmente.

: En cuanto-al égénte.tensioactivo no idnico a
emplear en el método de ‘esta invencién, hay un amplio in
tervalo de agentes aplicaﬁies, los cuales se usan eficaz
mente, tales como éster,gfﬁso de sorbitin (p.ej., monoolea
to de sorbitédn, trioleato de sorbitdn, y andlogos); éster
graso de polioxietilen-sorbitén (p.ej., monolaurato de
polioxietilen-sorbitén, monodeato de polioxietilen-sor-
bitdn, y andlogos); éster graso de polioxietilen-sorbita -
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(peej., monolaurato de polioxietilen-sorbita, y andlo-

- gos); éster graso de polioxietileno (p.ej., estearato

de polioxietileno, laurato de polioxietileno, y andlo
gos); polioxietilen-alcohol superior-éter (p.ej., po-
lioxietilen-alcohol laurflico-éter, polioxietilen-alco
hol oleflico-éter; polioxietilen-alcohil-aril-éter (p.
eje, polioxietilen-nonilfenol-éter , polioxietilen-octil
fenol-éter, y andlogos); éster graso de glicerilo (p.ej.,
nmonoestearato de glicerilo, y andlogos); éster graso de
alcohilenglicol (p.ej., monoestearato de propilenglicol,

¥y andlogos); polioxipropilen—polibxietilen—alcohil—éter
(p.ej., polioxipropilen-polioxietilen~alcohol cetilico-
éter, y anflogos); derivado de condensacién polioxietilen-
alcohil~fenol-formaldehido (p.ej., f;sina de polioxieti-
len-nonilfenol-formaldehido, resina de polioxietilen-oc-
tilfenol-formaldehido, y andlogom); polioxietilen-nleoohile
amina o ~-amida (p.ej., polioxietilen-oleilamina, polioxieti
len~oleilamida, ¥y aqdlogos); derivado de polioxietilen-la-
nolina; derivado de poliexietilen-alcohol lanolinico; deri
vado de polioxietilen-sorbita~cera de abejas; derivado de
polioxietilen-aceite de.ricino; polioxietilen-polialcohol;
polioxipropilen»polialcdhol; polioxietilen~-oxipropilen-po-
lialcohol (p.ej., etilendiasmina~oxipropilen~oxietilen~te-
traalcohol, y andlogos); polioxietilen-aleohol tetrahidro
furfurflico; éster graso de polioxipropileno; etcétera,
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En casos ordinarios, los agentes tensioacti-

vos se utilizan dentro del intervalo de concentracio-
nes de 0,05-5,0% (peso/volumen) y mds prefériblemente‘
a alrededor de 0,05-2,0%, ¥ la adicién de la cantidad
total de agentes.tensioactivos puede efectuarse toda de
una vez antes de iniciarse la incubacién, o fraccionada
mente en el curso de la incubacidn. .

Como se ha descrito arriba, el L(4)-tartrato
cdleico que se ha formado;en el céldo de cultivo ¢ en-
el medio de reaccidén puedé recuperarse fdciluente por
medio de filtracidn o cen%rifugacidq.

5i bien las reaiizacionestyreferidas del méto
do de esta invencidén se mﬁestran eﬁ los ejemplos siguien
tes, debe interpretarse qﬁe dichos sjemplos gue siguen
se describen dnicamente péra fines de ilustracién, y se-
réd evidente que los métodgs particularmente descritos en
los eﬂemplos que siéuen,ng deben coneglderarse come limi-

. . 3 . .
taciones del contenido de ‘esta invencidn,

Ejemplo 1

Cepas de especies tales como Acinetobacter tar-

tarogenes KB-82, Pseudomonas species KB-86, Agrobacterium

aureun KB-9l, y Rhizobium validum KB~106, se utilizan res
pectivamente para inocular 30 ml de un cultivo contenido

en un matraz de Erlenmeyer de 200 ml de capacidad, cuyo
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medio estd constituido por 4cido casaminico (0,05%),
nitrato sédico (0,5%), hidrogenofosfato dipotdsico
(0,1%), sulfato megnésico (0,05%), sulfato ferroso
(0,001%), de pH 7,0; ¥y sinulténeamente, se afinden los

5 cristales de cis-epoxisuccinato cdlecico, disédico, y
dipotdsico, de ta} nanera que la concentracidén final
respectivae pueda ascender a %% en forma de cada uno de
los 4cidos libres individuzlmente; y luego se somete la
mezcla anterior a cultivo con sacudidas y. rotative a

10 30¢C durante 2 dfas. la separacién pentrifuga del pro-
ducto final, cuando el caldo de cultivo se ajusta por
adieidn de cis-epoxisuccinato cdleico, se lleva a cabo
después que la sal cdlcica se ha solqbilizado previanen
te con deido sulfiirico. Cuando se ediplea la sal dipotd

‘15 | sica o la sal disédica para ajustaf el caldo de culti-
vo, el caldo de cultivo se somete a separacién centrifu

ga sin ningin tratamiento preliminar., Ia cantidad de dci

e do L(4)-tartdrico se determiné a partir del valor de la
rotacién éptica a 436 Wiy mientras que el 4dc¢ido cis-epo-
20 xisuecinico que quedaba sin reaccionar se determiné por

¢l nétodo de Payne y Williams (G.B., Payne y P.H. Williams,
Journal of Organic Cheﬂ&stry 24, 54 (1959)). Los resulta-
dog fueron los siguientes:
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Acido cis-epoxiguccinico

Cepas egpecificas Sal célcica Sal sddica Sal potédsica
(MY (B ) (B) (a) (B)
(%) (%). (%) (%) - (%) (%)

Acinetobacter
5 tartarogenes 90 0 10 85 9 87
KB-82

Pseudomonas .
species 55 42 3 95 4 92
10 . XB~86

Agrobacteriunm

aureum 5 22 5 92 3 92
KB=-01
15
s Rhizobium ‘
validum 93 0o 13 83 11 85
KB-106
20 INDICES: ’

* (A)t Rendimiento en moles del 4cido L(+)-tartdrico forma-
do. 100% wepresenta el caso en que la totalidad del
dcido eis=-epoxisuccinico se ha convertido completa-
mente en 4deido L(+)-tartdrico. '

25 ¥%(B): Proporcidn del resto del dcido cis-epoxisuceinico tal-
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como se afiadié, 1005 representa el caso en que 1,5 g

de dcido cis-epoxisuccinico quedan comzo 4cido libre,

Sienplo 2

Una cepa de Acinetobacter tartarogenes Ks-111

Se usa para inocular 500 nl de un medio de cultivo con-
tenido en un frasco Sakaguchi de 2 1 de capacidad, com-
puesto por cis-epoxisuccinato cdleico (0,6%), sulfato
aménico (0,5%), hidrogenofosfato dipotdsico (0,1%), sul
fato magnésico (0,055.), pH 7,0; y luego, la mezcla ante
rior se somete a cultivo con sacudidas alternativas a

302C durante 24 horas, y se obtienen como resultado 500
nl de caldo de cultivo. Bste caldo @@ cultivo se trans-
fiere a un depdsito de 50 1 de capacidad que contiene 30
1l de un medio de cultivo liquido compuesto de polipeptona
(0,15%), sulfato aménico (0,5%), fosfato dipotdsico (0,1%),
sulfato magnésico (0,05%), sulfato ferroso (0,001%), glu-
cosa (0,2%), de pH 4,0; ¥y al mismo tiempo, £e afiaden 180
g de cis-epoxisuccinato cdlecico. El producto resultante

se somete a cultivo con agitacidn aireado a 3092C, y mien
tras tanto se afiaden alfededor de 20 g de Actocol 31-56
(producto de Takeda Chemical Industry Ltd., en Japén),
como agente desespumante. Cuando han transcurrido 24 horas
después del comienzo del cultivo, se afinden 3 kg (calcula-

.

dos como dcido libre) de cis-epoxisuceinato cdleico, segui
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do por cultivo adicional durante 48 horas. Alrededor
de 30 1 del caldo de cultivo obtenido se someten a
filtracidn econ un filtro prensa, y la parte sélida ob
tenida se lava con agua.

Se repiten la centrifugacidn y el lavado, ¥y
las partes sélidas obtenidas se trituran bien y se se
can. Después de haber sufrido todos los tratamientos
anteriores, se obtienen cristales de L(4)-tartrato c4l
cico que ascienden a una cantidad de 4,2 kg (como con-
vertido en enhidrido; pureza: 99%) .(Cuando se caleula
por el método del Ejemplo 1{A), la tasa de rendimiento
asciende a 93%).

A modo de contraste con el ejemplo anterior,
se describe agul otro experimento,_;n el cual se usa la
misma especie de cepa, esto es, KB-lll, En este experi-
mento, el cultivo se lleva a cabo en idénticos términos
¥y condiciones que el ejemplo précedente, a excepcidn sf
lo del material que se utilija, esto es, en lugar de usar
el cis-epoxisuccinato cdleico, se emplea en este dltimo
ejenplo cis-epoxisuccinato disddico de igual molaridad.
Alrededor de 30 1 de caldo de cultivo que se ha obteni-
do se filtran por medié del filtro-prensa., Mientras que
se estd agitando bien el filtrado, deben afiadirse 3,5 kg
de los cristales de cloruro cédlecico (diﬁidratado) poco a

poco; ¥y los precipitados formados entonces se recogen por
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filtracidén a través del filtro-prensa, logréndose asi
5,8 kg de sustancia sélida. Por medio del cromatogra-
ma de capa delgada de dicha sustancia sélida, se puede
observar el resto de 4cido cis-epoxisucefnico (Capa
Delgada: Pelicula Disponible de celulosa en cristal
fina, producida por Tokyo Kasei Chemical Ind, Co, Di-
solvente: Eter Isopropflico-Tetrahidrofurano-icido Pér
mico-Agua (10:10:5:4). Revelada con Verde de Bromocre-
801), Sobre la base de los descubrimientss anteriores,
se mide la cantidad de contenido de 4cido L(+)-tartéri
co para determinacidn, por el método que se muestra en
el Ejemplo 1, esto es, por el método de la rotacién Sp-
tica. Como resultado final de lo anterior, se encuentra
que la cantidad del 4cido L(+)—tar€grico formado es 1,3
kg como una sal cdlcica anhidra (cuando se calcula por

el método del Ejemplo 1(A), el rendimiento asciende a

Ejemplo 3

Una cepa de Aeinetobacter tartarogenes KB-112
ge usa para inocular 500 ml de cada uno de los medios de

cultivo liquidos, contenidos respectivamente en dos se~
ries de frascos Sakaguéhi de 2 1 de capacidad, compues-—
tos de ois-spoxisuccinato cdleico (0,6%), 4eido casaul-
nico, (0,2%), nitrato aménico (0,5%), hidrogenofosfato

dipotdsieco (0,1%), sulfato magnésico (0,05%), pH 7,0; ¥
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esta mezcla se somete a cultivo con sacudidas alterna-
tivas a 3020 durante 30 horas, produciéndose asi 1 1

de caldo de cultivo, Este caldo de cultivo se transfig‘

re a un depésito de 50 1 de capacidad que contiene 30

1l de medio de cultivo lfquido que estd compuesto de dei

do casamfnico (0,15%), nitrato aménico (0,5%), fosfato
dipotdsico (0,1%), sulfato magnésico (0,05%), de pH 7,0;

¥y al mismo tiempo, debe afiadirse cis-epoxisuccinato cdl-
cico de tal manera que pueda convertirse ‘en 9 kg como dei
do libre. Después de la adicidn del succinato anterior,

se lleva a cabo cultivo con agitacidén aireado a 302C du-
rante 3 dfas, afiadiéndose mientras tanto alrededor de 20

g de Actocol 31-56 como agente desespumante POCO & POCO,

a lo largo de todo el perfodo de cyltivo, Alrededor de 38
1l del caldo de cultivo obtenido se filtran con un filtro
prensa., Después de lavar, la parte sélida se suspende en
40 1 de agua y se agita bien. El resultado se dejs en re
poso ¢on objeto de tener la parte sélida sedimentada. Deg
pués de descartar alreddédor de 25 1 de la porcidn sobrena
dante, se afladen de nuevo 25 1 de agua y se agita; ¥y el
resultado se somete a filtracidn por medio del fiitro—preg
sa. La sustancia sdlidé obtenida de lo anterior se machaca
sustancialmente, se fritura, y se seca, Como resultado de
todo lo anterior, se obtiwenen 11,9 kg de cristales de L(i)-
tartrato cdleico (pureza, convertido en anhfdridos 98%),
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Ejenplo 4

Una cepz de Rhizobium validum KB-97 se usa

para inocular 500 ml de medio de cultivo 1liquido, con
tenido en un frasco Sakaguchi de 2 1 de capacidad, conm
puesto de extracto de levadura (0,5%), glucosa (0,5%),

de pH 7,0, Bl megio de cultivo anterior se somete a
eultivo con sacudidas alternativas a 302C durante 24
horas; y el caldo de cultivo obtenido de lo anterior

se transfiere a un depésito de 50 1 de capacidad que
contiene 30 1 de medio de cultivo ;iquido que estd com
puesto de licor de maceracién de maiz (0,24), cis-epo~-
xisuccinato cdleico (0,6%), sulfato aménico (0,6%), hi
drogenofosfato dipotdsico (0,1%), sulfato magnésico
(0,03%), de pH 7,0. £1 contenido d?l depdsito se sonme-

te a cultivo con agitacidn aireado a 302C durante 40 ho
rag, obteniéndose as{ alrededor de 30 1 de caldo de cul
tivo. Una cantidad de 15 1 de este caldo de cultivo se
transfiere de nuevo al depdsito de 200 1 de capacidad que
contiene 100 1. de'medio de cultivo liquido que estd com-
puesto de licor de maceracidn de maiz (0,05%), sulfato
aménico (1,0%), hidrogenofosfato dipotdsico (0,1%), sul
fato nagnésico (0,05%); sulfato ferroso (0,001%), de pH
T,0; y al nmiswo tiewnpo, se aiinde cis-snoxisuccinato cdl-
cico qe tal modo que pueda ascender hasta 10 kg como Aci-

do 1libre. Déépués de la adicidn del succinato anterior,
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el contenido del depdsito se somete a cultivo con agi-
tacidn aireado a 302C, afiadiéndose mientras tanto alre
dedor de 50 g de Actocol 31-56 como agente desespuman-
te. Este cultivo con agitacidn aireado debe durar 5 dias;

y durante dicho periodo de 5 diaé, se afladen 20 kg cada

vez, expresados como dcido libre, de cis-epoxisuceinato

cdleico, el primer dfa y el tercer dia. Alrededor de 150

1l del caldo de cultivo obtenido del procedimiento anterior
se filtran con filtro-prensa; y después de’lavar, la parte
sélida se suspende en 150 1 de agua.'Subsiguienxémenxe, se
ejerce agitacidn intenéa, para lograr que se sedimenten
dichas partes sélidas. Se desechan alrededor de 70 1 de

la parte sobrenadante encima de la parte sedimentada; y

de nuevo, se sfiaden alrededor de 70 1'de agua, después de
lo cual se agits bien, y se filtra a través del filtro-pren
sa, Bl rendimiento final deilos cristales de L(4)~tartrato
cdlcico es de 64,8 kg (purgza:lgg%), como anhfdrido.

Ejémplo 5

Una cepa de Acinetobacter tartarogenes XB-99 se

usa para inocular 30 ml de medio de cultivo liquido, con-
tenidc en el matraz Erlenmeyer de 200 ml de capacidad, con
puesto de extractos de levadurz (0,5%), nitrato amdénico
(0,5%), hidrogenofosfato dipotédsico (0,1%), sulfato mag-
nésico (0,05%), cloruro cdleico (dihidratade) (1,8%), de



pH 7,2; y en dicho caso, la ceps de 1 lote unitario pa

ra Anillo de Platino debe inocularse cada vez. Y A1 mis
®o tiempo, debe afiadirse la sal sédica (4) o la sal Po-
tdsica (B) del 4ecido cis—epoxisuceinico, de tal modo que

5 o bien (&) o (B) puedan llegar a ser 1,5 g como Zcidos
libres, EL resultado de lo anterior se sonete a cultivo
con sacudidas y rotativo a 302¢ durante 2 dfas. Aparte
de lo anterior, se realiza otra etapa de .cultivo dife-
rente, en idénticos términos y condiciones que arriba,

10 rero con las dnicas excepciones pafa tales realizaciones
de que (i) se utiliza un medio de cultivo modificado, en
el que se elimina el cloruro cdlcico sélo del medio de
cultivo arriba deserito; y (ii) después que la cepa KB-99
se inocula en tal grado de 1 lote dﬁitario del anillo de

15 platino, se afiade la sal cdflcica (C) del 4cido cis-epoxi-
succinico de tal modo que pueda convertirse en 1,5 g como
deido libre. £1 caldo de cultivo asi obtenido se filtra
por pédio de un filtro de vidrio, ¥y se enjuaga luego con
agua; y como resultado, se recuperan los cristales de

20 L(+)-tartrato. Los L(+)=tartratos cdlcicos que se obtie-
nen del caldo de cultive de A, B y C son, como anhfdri-
dos respectivamente, 1,7 g, 1,8 g ¥ 1,9 g; ¥y en cuanto
a su pureza, es comin a todos ellos un valor comprendi-
do dentro del intervalo de 97-99%. Un tal resultado re-

25 vela significativamente el hecho evidente de que, aun en

.
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el caso de que se use la sal sédica o la sal potdsica
del 4cido epoxisuccinico como material, si sélo estd
presente en el medio de cultivo el ion calcio que es
casi equivalente al f4cido cis-epoxisuccinico en cuan-
%0 a cantidad, dicho material reaccionard fdcilmente
con dicho ion, prpduciéndose asi la sal cdlecica del
deido cis—eﬁoxisuccinico y de aqui, puede deducirse
una consecuencia casi similar al caso en que la adi~
cién se hizo en forma de la sal cdlecica ihicialmente

desde el momento de partida.

Ejemplo 6
Una cepa de Acinetobacter tartarogenes KB-112

Al

se usa para inocular 30 ml de mediq.de cultivo, conteni
do en el matraz Erlenmeyer de 200 ml de capacidad, me-
dio de cultive que me ha preparado con tal composicidn
que, al medio de cultivo bdsico que estd constituido por
4cido .casaminico (0,05%), nitrate aménico (0,1%), hidro-
genofosfato dipotdsico (0,2%), sulfato magnésico (0,05%),
suifato ferroso (0,001%), de pH 7,0, se afladen diversas
clases de agentes tensioactivos no iénicos de tal modo
gue las clases respectivas de agentes tensioactivos pue-
dan llegar a la concentracidén de 0,1%. Y simultdneamente,
se afladen los cristales de cis-epoxisuccinato cdlcico, de

tal modo que éste puede llegar a la concentracidn final
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de 40% expresada como 4dcido libre; y la mezcla ante-
rior se somete a cultive con sacudidas rotativo a 302¢,
y durante 2 dfas, y después de ello se deja que sc ejer
za el efecto de reaccién, Una vez terminadas las reac-
ciones, ge filira el liquido; y los cristales de filtra
do obtenidos se selubilizan con 4cido sulfdrico. Los
cristales solubilizados se someten luego a un separador
centrifugo para eliminar las sustancias sélidas. Subsgi~
guientemente, se realizan las determinaciénes cuantita-
tivas, con respecto al dcido L(+)-tartdrico, dependien=~
do de la rotacidén Sptica a 436 mu; ¥y con respecto al dci
do cis-epoxisuccinico remanente, utilizando el método de
Payne y Williams (G.B. Payne y P,H. Williams: Journal of
Organic Chemistry, 24, 54, (1959)).-Los resultados de la
determinacidn realizada se muestran en la Tabla 1.
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TABLA 1

Descripeidn de los  Rendimientos mola Proporeidn de resi
Agentes tensioactl res (%) de 4ecido  duos (%) de 4eido

vos (¥1) L(+)-tartdrico cis-epoxisucelni~
(*2) co_(*3)
NIKKOL SR-10 45 52
5 NIXKKOL TO~10 T2 25
NIKKOL GS-6- ' 50 48
NIKXOL MYS5-10 a7 50
NIXKKOL BC-T 52 . 43
NIKXOL NP=-18TX 55 40
10 NIKKOL MGS~C 48 47

NIKKOL THS-SE 46 50
NIKKOL TW-20 75 21
NIKKOL BWA-20 T4 - 21
NIKKOT HGO-50 73 23

15 NIKKOL R-1020 .13 21
NIKKOL TF-4 fB4 42
NIKKOL TPMS-30 : 70 26
TETRONIC T-702 '~ 52 45
No se adiciond ninguno 34 64

20
LEYENDAS
(*¥1) Los componentes de los agentes tensioactivos uti-

lizados aqui son como sigue:
25 SR-10: Honooleato de sorbitédn
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70-10: Monooleato polioxietilen-sorbitén

GS-6: Hexaestearato de polioxietilen-sorbita

WYS~10; Estearato de polioxietileno

BC~T: Polioxietilen-alcohol cetilico-éter

NP-18TX: Polioxietilen-nonilfenol-éter

MGS-C: Monaestearﬁto de glicerilo

PMS-SE: lionoestearato de propilenglicol

TW-20: Derivado de polioxietilen-~lanolina

BWA~20: Derivado de polioxietilen-alcohol -lanolinico

HCO0-50: Derivado de polioxietilen-aceite de ricino endu-

'~ recido

R~1020i Regina de polioxietilen-nonilfenol-formaldehido

TF-4: Polioxietilen-alcohol tetrahid?ofurfurilico

TPMS-30: Estearato de polioxietilenJBXipropileno

Todos los anteriores son ﬁroductos fabricados

por NIKKO CHEMICALS CO,, LID,

TETRONIC T 702: Etilendiamin-polioxipropilen~oxietilen-te

traalcohol (el producto fabricado por ASAHI

DENKA KOGYO CO.)

(*2) Bl valor 100% representa el casc en que el #cido cis-
epoxisuccinico se ha convertido completamente en #dci-
do L(4)-tartérico.

(*3) Proporcidn de residuos del dcido cis-epoxisuceinico

afiadido, en los cristales; donde el valor 100% repre

senta el caso en que quedan 12 g como Acido libre.

L)
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Ejenplo 7
Se ufilizan respectivamente cepas de especies

v mimeros tales como Acinetobacter tartarogenes KB-82,

Pseudomonas species KB-86, Agrobacterium gureum KB-91,

Acinetobacter tartarogenes KB-99, Agrobacterium visco-

sun KB-105, y Rhizobium validum KB~106, para inocular 50
ml de medio de cultivo liquido, contenido en el matraz
Erlenméyer de 200 ml de capacidad, compuesto de licor de
naceracidn de mafz (0,2%), glucosa (O,l%); nifrato améni
co (0,1%), hidrogenofosfato dipotdsico (0,2%), sulfato
megnésico (0,05%) y sulfato ferroso (0,001%), de pH 7,0,
y simultdneamente, se afiade cis—epoxisuccinato cdlcico

de tal nodo gque su concentracidn final pueda llegar a ser
30% como #cido libre, y asf se inieia la incubacidn. Como
se deseribe en la TABILA 2,;se afiaden diversas clases de
agentes tensioactivos en mémentos adecuados; y la mezcla
se somete a cultivo con sacudidas a 30°C durante 42 horas.
De los; resultados del cultivo; se observa el hecho de que,
con respecto a cada una de las cepas, las tasas de rendi-
miento de deido L(4)-tartdrico muestran respectivamente
valores aumentados en comparacidn con 1los casos en gue se
realiza una incubacidn exactanente semejante sin afindir
cantidad alguna del agente tensioactivo,
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TABLA 2

¥(1) *(2)
Concentracién Tiempo de Tasa de Rendi
Cepas - (%) de agentes 1la adi- miento (%) de
tensioactivos cidn deido L(4)-tar
cuando se afla- tdrico
dieron
Acinetobacter  NONION LT-221 0 83
tartarogenes (0,2)

KB-82 No se afladid - 59
Pseudomonas NONION E~215 0 47
species (0,05)

KB-86 No se afladid - 31
Agrobacterium  NONION Le4 12 65
aureumn (0,1) e

KB-01 No me afindid - 50
Acinetobacter NIKKOL R~2030 18 89
tartarogenes (o0,1)

KB-99 No se afindid - 7
Agrobacterium  NIKKOL 0 59
vigcosum G0-60TX

KB-105 *(3) (0,05)

No se afiadié - 48
Rhizobium PULRONTC 0 92
véalidum L-61

KB-106 (0,15)

No se afiadié - 85
- 41 -



LEYENDAS
*(1) NINION LT-221 (Monolaurato de polioxietilen-sorbitdn);
NONION E-215 (Polioxietilen-oleil-éter);
NONION I-4 (ilonolaurato de polietilenglicol),
5 (Los tres productos anteriores son fabricados por
NIPPON YUSHI CO. (Japan Fats & 0ils Mfg. Co. Ltd.))
NIKKOL R-2030 (Resina de polioxietilen-octilfenol-for
. nmaldehido);
NIKKOL €¢0-60TX (Derivado de polioxietilen-aceite de
10 7 ricine). ]
Los dos productos anteriores son fabricados por NIKKO
CHEMICALS CO., LID,
PLURONIC L-61 (Polioxietilen~oxipropilen-polialcohol)
(Este es el producto fabricado por ASAHI DENKA CO.,
15 LDy v
' ¥(2) La proporcién de rendimiento molar de dcido L(+)-tar-

“tdrico se ha determinado por el mismo método que en el

Ejemplo 1,
¥(3) En el caso de que se esté incubando esta cepa, se afia
20 den al medio de cultivo 100 pg/ml de clorhidrato de
piridoxal,
Bjemplo 8

Una cepa de Rhizobium validum KB=-97, junto con

25 una cepa de Acinetobacter tartarogenes ¥B-lll, se usan pa
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ra inocular respectivamente 500 ml de medio de cultivo,
contenido en un frasco Sakaguchi de 2 1 de capacidad,

de tal constitucién que el agente tensioactivo se afiade

al medio de cultivo bdsico que es exactamente el mismo

del Ejemplo 1; y sinwmltdneamente, se aflade cis-epoxisuc—
cinato cdleico a lo anterior de tal manera que su concen
tracién final puede llegar a ser 50% como 4cido libre,
Subsiguientemente, la mezcla anterior se somete a culti-~
vo con sacudidas alternativas a 28¢C, La ¢tantidad de dei
do cis—epoxisuccinico que queda como residuo en el caldo
de cultivo se determina nor medio de la cromatografia en
capa delgada (Capa delgadas Pelicula disponible de celulp
sa en cristal fino, producida por TORYO KASBI Co.; disol-
vente: éter 1soprop£lnco-tetrahldrofurqno-dcldo férmico-
agua (10:10:5:4); revelado en color: verde de bromocresol);
¥ a continuacidn de lo anterior, se continda la inoubncidn
hasta gue desaparece el Acido cis~epoxisuccinico. Bl tiem-
po transeurrido durante la reaccidén de conversién hasta el
punto %inal de la reaccidn, junto con la tasa de rendimien
to de 4cido L(4)-tartdrico gque se forma (que se expresa en
rendiniento en moleg de?erminado por el método usado en el
Ejemplo 1), se indican en la TABLA 3, en la que puede ob-
servarse el acortamiento del tiempo de reaccidn y el in-

crenento en tasa de rendimiento.
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TABLA 3

NONION 0T-221% RIPONOX NCG® &IKKOL HCO-B80% |No se afindié
Copas | (0s15%) - 0,1%) (0,25)
Tiempo Tasa | Tiempo Tasa |Tiempo Tasa |[Tiempo Tasa
consu-~ de consu~ de consu- de consu~ de
mido rendi | mido rendi‘mido rendi jmido rendi
(h) mien~ | (h) mien— {(h) mien- | (h) mien-
to_(%) to_(%) Yo (%) to_ (%)
Bhizo-
bium :
validum| 84 89 96 89 | 78 ‘92 | 108 85
KB-97
Aecine-
tobae-
tex
tarta- 84 90 108 85 90 87 120 83
rogenes ‘
KB-111l
LEYENDAS

* NONION QT-221: Monooleato de polioxietilen-sorbitén
(fabricado por NIPPON YUSHI%GO.- Japan Fats & 0ils Hifg. Co.);
RIPONOX NCG: Polioxietiien—alcohilfenol—éter

(fabricade por LION FATS & OILS MFG. CO.)

NIKKOL HCO-80, Derivado de polioxietilen-aceite de ricino
endurecido (fabricado por NIKKO CHEWICALS CO.).

Bjemplo 9

Se utiliza una cepa de Rhizobium validum XB=-97 para
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inocular 500 ml de medio de cultivo liquido que estd con
' tenido en dos series de frascos Sakaguchi de 2 1 de capa
cidad y compuesto de glucosa (0,5%), licor de maceracién
de mafiz (1,0%), de pH 7,0; y los contenidos de los respec
5 tivos frascos se someten a cultivo con agitacién alterna-
tiva a 289C, y durante 24 héras, obteniéndose asi alrede-
dor de 1 1 del caldo de cultivo. Este caldo de cultivo se
transfiere a un depdsito de 50 1 de capacidad que contie-
ne 30 1 de medio de cultivo 1fouido que estd compuesto de
10 licor de maceracidén de mafiz (0,2%), 'nitrato aménico (0,14),
hidrogenofosfato dipotdsico (0,2%), sulfato magnésico (0,05%)
sulfato ferroso (0,001%), y NIKKOL PW-20 (0,15), de pH 7,03
y'al mismo tiempo, se afinden 6 kg de cis-epoxisuccinato cdl-
cico caleculadoe como el dcido libre; ¥y la mezcla resultante
15 - se somete a incubacién a 30%¢, Despuds que han transourrido
18 horae desde el nomento inicial de la incubacidn, se afia-
den adicionalmente 6 kg de cis~epoxisuccinato cdlcico cal-
culados como el decido libre; y’la mezcla se comete a inecuv-
bacidén continuada hasta el momento en auve han transcurrido
20 en total 48 horas ininterrumpidas desde el momento del co=
mienzo de la incubacidn.. Las series de tratapientos subsi-
guientes son tales que alrededor de 40 1 del caldo de cul-
tivo obtenido se filtran por medio del filtro-prensa; la
parte sdlida se enjuagn con agua; y se suspende en 30 1
25 de agua, susﬁensidn deta que se apilta a fondoy despuds del .
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tiempo de referencia para esperar la precipitacidn de
la parte sdlida, se desechan 20 1 de la parte sobrena
dante; se afiaden de nuevo 20 1 de agua y se agita bien;
¥y el resultado se filtra en un filtro-prensa, obtenién
dose finalmente los cristales de L(4)-tartrato cdlecico.
La cantidad de estos cristales es 15,9 kg (pureza: 98%)
como anhfdrido.

A modo de contraste con el ejemplo anterior,
gse deseribe aqui otro experimento, en el Aue se usa la
nisma cepa KB-97. En esteiéxperimento, el cultivo y la
reaccién se realizan en idénticos términos y condiciones
que en el ejemplo énteriof, a excepcidn Unicamente de que
se elimina solo el productb NIKKOL PW-20 (agente tensioac
tivo) del medio de cultivd utilizado' en el ejemplo prece-
dente, Alrededor de 40 1 del caldo de cultivo que se ob~
tiene de lo que antecede ée purifican por un método exag
tamente igual al de arriba. Bn los cristales obtenidos por
la purificacién anterior,:?e éonfirma que el residuo de
cis-epoxisuccinato célcfcébexiste realmentes cuando se en-
gaya por medio de la cromatografia en capa delgada (reali
zada en cumplimiento con el método utilizado en el Ejem-
plo 8); y por tanto, el contenido de dcido L(+)-tartdrico
se somete a determinacidn cuantitativa por el método del
Ejemplo 6. Como resultado, se encuentra que la cantidad

de rendimiento del L(4)~tartrato cdleico es equivalente
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a 12,3 kg como el anhidrido,

La presente solicitud, gque corresponde a las
'presentadas en Japén, el 31 de Enero de 1975, bajo el
ndmero 13737/75 y el 7 de Nayo de 1975, N2 54957/75,

5 . se acoge a los beneficios del articulo 51 del vigente

- Estatuto de la Propiedad Industrial.

10 RETVINDICACTIONES -

Los puntos de invencidén propia y nueva, que se
presentan para que sean objeto de la’presente solicitud
de Patente de Invencidn en Espafia, por VELNTE afios, son
15 los que se recogen en las reivindicaciones siguientes:
12,~ Un método mejorado para producir Zdeido L(4)-
tartdrico en un método para la preparacidn de dcido tartd-
rico por hidrélisis microbioldéica del 4dcido epoxisuceini-
co, que comprende: (1) incorporar el cis-epoxisuccinato cdl
20 cico como mateq}a priua en el medio de cultivo; (2) incubar
un microorganismo que es,capaz de hidrolizar el 4cido cis-
~epoxisuceinico a 4dcido L(4)-tartdrico; y (3) convertir asi
el cis-epoxisuccinato cdlcico en i(+)-tartrato cdlecico.
28,- Un método de acuerdo con la reivindicacién

25 12, en el que la cantidad final del cis-epoxisuccinato cdl
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cico empleada en el medio no es menor que 5 por ciento
(peso/volumen) del wmedio,

38,~ Un método de acuerdo con la reivindica-
cién 12, en el que la cantidad final del cis-epoxisuc-
cinato cdlcico empleada en el medio no es menor gue 30%
(peso/volumen) del medio. -

48, Un método ée acuerdo con la reivindica-
cidn 12, en el que se incérpora un agente_tensioactivo
de tipo no idnico en el medio de cultivo.

52,~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn
12, en el que el agente ténsioactivo de tipo no idnico es
uno seleccionado del grupg constituido por éster graso de
sorbitdn, éster graso de pblioxietiﬁén—sorbitén, éster gra
so de polioxietileno, polioxietilen;élcohol superior-éter,
polioxietilen-~-aleohilaril-gter, éster graso de glicerina,
éster graso de alcohilenglicol, polioxipropilen~polioxieti
len-alcohil-éter, derivado de condensacidn polioxietilen-
alcohflfenol—formaldehidp,?polioxietilen—alcohilamina o
-amida, derivado de polioxietilenylanolina, derivado de
polioxietilen-alcohol lanoilfnico, derivado de polioxieti-
len~-sorhita~cera de abejjas, derivadb de polioxietilen-acei
te de ricino,'polioxietilenppolialcohol, polioxipropilen~no
lialcohol, polioxietilen-oxipropilen-polialcohol, polioxie-
tilen-alcohol tetrahidrofurfurilico, y éster graso de polig

3

xipropilaho..
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68,~ Un método de acuerdo con la reivindica-
cién 12, en el que la concentracidn de agente tensioac
tivo de tipo no idnico es 0,05-5,0% (peso/volumen).
&,- Un nétodo mejorado para nmroducir 4cido
5 L(+L)-tartdrico,
Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y para los fines que se han especificado.
Bata Memoria consta de cuarenta y nueve hojas

4

escritas a mdquina por una cola cara.

Madrid, 23 ENE, Wb

' Albertg/gpjisemyt?
o

por Pod

15-1-76

PG, - 49 -



	Bibliographic data
	Description
	Claims



