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La presente invencién relacionada con la de la
solicitud de patente espafiola 444576 de la firma solicitan-
te se refiere a un procedimiento para producir dcido tartd-
rico hidrolizando microbioldgicamente el dcido epoxisuceini
.¢0, particularmente a un método para producir geido L(+)-
.tartérico, aue comprende usar como materia prima cis—epoxi~
suceinato cédleico cuyo tamafic medio de partfcula no es ma-
| .yor de 100 micras, y que tiene L(+)-tartrato cdlcico forma
do don &1, , |
‘ Los autores de la presente invencidn descubrieron)
previamente un microorganismo que es capaz de producir dci-
do L(%)-tartérico hidrolizando microbioldgicamente Acido
cis-epoxisuccinico, y completaron por ello un método cua-
lificado como consistentemente adecuado para manufacturar
industrialmente decido L(+)-tartérico, y con le cual inven-
cidn la solicitante presenté, las solicitudes de patentes
espafiolas 444.374 y 444.576. En el curso de desarrollo de
estos métodos, lﬁs autofes de la presente invenci&n han ha
1llado un hecho nuevo, tal que, al usar el cis—epoxisuccing
to cédleico como materia prima, el didmetro de particula del
cristal de dicho material tieme una influencia significati-
Ve gobre la velocidad de formacidn, asi como los rendimien
tos, de dcido L(4)-~tartdrico., Dicho de otra forma, en el
caso de que la velocidad de formacidn esté a bajo nivel,
una parte del dcido tartdrico, uma vez formado, tiende a
descomponerse, y por tanto se hace diffcil ganar rendimien
tos mds alld de una velocidad definida estancada. Por tan-
to, para que el dcido L{4)-tartdrico se manufacture en al-
ta concentracidn, con rendimientos elevados, y en un.perig

do de tiempo relativamente corto, la velocidad de formacidp
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vo, condiciones de incubacién, y otras fases diversas. Sin

Hoja ntm. 3 1:_4057.,6

de dcido L{4)-tartdrico constituye un problems extremadamen
te importante. El hecho de que 1a velocidad de formacién ég
t6 a alto nivel, en el trabajo real, conduce directamente
en esa magnitud a unos resultados econdmicamente ventajosos.
s conoc¢imiento genefal que la velocidad de formacidén de
ﬁcido L(+)-tartdrico estd influlda por factores tales como

la actividad de los microorganismos usados, medio de culti

embargo,.el efecto del tamafio de particula.del cis~ep6kisuc-
cinaté cdleico de partida tiene gran magnitud de importancig
entre los diversos factores antes mencionados, o
Bjemplos concretos de este efecto de dicho tamafio
de particula se ilustrardn mds adelante en las realizacio-
nes preferidas de la invencidn. En cualquiera de los casos
ilustrados en las realizaciones se observa el hecho de que,
si el didmetro medio de particula del cristal de cis-epoxi-
succinato cdleico excede de 100 micras, la velocidad de for
macién de deido L(4)-tartdrico se reduce conspicuaﬁente, y
también que se retarda la fermentacidén. Por tanto, el que
el didmetro medio de particula de los cristales de cis-epoxi
succinato cdlcico ascienda a no mds de 100 micras, y oue
preferiblemente sea 70 micras o menos, es esencial y deci-
didamente ventajosgo para la produccidn industrial de deido
L(4)-tartdrico. El término "didmetro medio de particula“,
tal como aqui se usa, se refiere-al didmetro medio de par-
ti{cula en peso. Lo que es preferible para emplear agui como
nmeteria prima cualificada es un estado o fase tal que el
didmetro medio de particula de "90% o mds en pesgo", de las
particulas dadas, esté distribufdo en menos del doble del

didmetro medio de particula.
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trato célcico con gran eficacia.

Hoja nGm. 4 | 1.4‘Q5_7_6

Como segundo perfeccionamiento al método para pro
ducir deido L(4)-tartdrico, los autores de la presente in-
vencién han hallado que al usar cis-epoxisuccinato edleico
como materia prima, si hay un tensioactivo de.tipo no idéni
co presente en el medio de cultivo se reduce m4s notablemen-
te el periodo de fermentacidn, y el cis—epoxisudcinato cél~-

cico de alta concentracidén se puede convertir en L(4)-tar-

" En base a los anteriores hallazgos se han hecko
mds esfuerzos de investigacidén, culminando finalmente al
completar la presente invencidn. o

Asi, el objeto principal de la presente invencién
es proporcionar un método mejorado para producir écidb’ﬁ(é)—
tartdrico, en el que transcurren simulténeamente la incuba-
¢cién de microorganismos y la hidrélisis de cis-epoxisuhcing
to cdleico a L({)-tartrato cdleico, A
El segundo objeté de la presente invencién es pro
porcionar un método perfeccionado para producir dcido L(%)—
tartdrico, en el que la hidrélisis de cis-epoxisuceinato cdl
cico a L(4)-tartrato cdlcico se puede efectuar a gran con-~
centracién del material, .on mejor rendimiento y en un pe-
riodo mds corto.

Otros objetos se explicardn en lasg descripeiones
siguientes.

Asi, la presente invencidn se refiere a un método
me jorado para producir deido L(4)-tartdrico, que comprende:
(1) incorporar como materia prime el cis-epoxisuceinato c4l
cico cuyo didmetro medio de particula no es mayor de 100 '
micras, en el medio de cultivo; (2) incubar un microorganis

mo que sea capaz de hidrolizar cis-epoxisuccinato a Acido

AY
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de cultivo; (2) incubar tal microorganismo; y (3) convertir

CO.

|%. Propiedades taxondmicas de las cepas KB-82, XB-99, XB-11]

Floja ntm. D 150574 ¢

L(4+)-tartdrico; y convertir asi el cis-epoxisuccinato cdlci-
co en L(4)~tartrato cdlecico. . ‘

Otra caracteristica mejorads del método compren—
de (1) incorporar un tensioactivo de tipo no idénico, en com

binacién con dicho cis-epoxisuccinato cdleico, en el medio
asi el cis-epoxisuccinato cdlecico en el L(4)-tartrato cdlci

En cuanto a los microorganismos a emplear én’la
presente invencidn, se puede emplear cualquier clase Ae mi-
crobio siempre que sea capaz de hidrolizar dcido ¢cig—epoxi-
suceinico y de formar ﬁéido L(4)-tartdirico. Por ejemplo, se
pueden emplear los enumerados a continuacidn, es decir, Agii
netobacter tartarogenes KB-82 (IF0 13644; Ferm-P No.2854;
ATCC 31105); la misma especie KB-99 (IFO 13650; Perm-P Mo,
2860; ATCC 31111); la misma especie KB-111 (IF0 13656; Permd
P No. 28663 APCG 31117); la misma especie KB-112 (IF0O 13657
Ferm~-P No., 2867; ATCC 31118); Agrobacterium aureumn KB-91

(IPO 13647; FPerm-P No.2857; ATCC 31108); Agrobacterium vis-
cosum XB-105 (IF0 13652; Ferm-P No. 2862; ATCC 31113); Rhi-~
zobium validum KB-97 (IFO 13648; Ferm~P No. 2858; ATCC
31109); la misma especie KB-106 (IF0 13653; Ferm—P No.2863;
ATCC 31114); Pseudomonas species KB-86 (IFO 13645; Ferm-P
l0.2855; ATCC 31106).

Se describen a continuacidn los detalles de las

caracteristicas bacterioldgicas de estos microbhios:

y KB-112,
(a) Morfologln de las células
(1) varilias esféricas, 0,8-1,0 por 1,0-1,3 pme

~
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(2)

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

Hoja nim. 6 1505—'76

En los cultivos jévenes se hallan células de
varilla corta y grandes células irregulares,
En los cultivos mds viejos las células son ca-
i esféricas,

No métiles.

No forman esporas,

Gram-negativas.

Sin resistencia a dcidos,

(b) "~ Caracteristicas de cultivo.

(c)

(1)

(2)

(3)

(4)
(5)

Placa de agar nutriente: circular, enterc, con
vexo, liso, blanco grisdceo, opaco, brillaute.
Agar ineclinado: crecimiento moderado, filifor-
me, liso, blanco grisdceo, brillante. ,
Caldo: iigeramente turbio; sin crecimiento su-
perficial; sedimento. '
Gelatina perforada: sin licuacién.

Leche de tormasol: alcalino; sin peptqnizacidno

Propiedades fisioldgicas.

(1)

(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)

Reduccidn de nitrato: KB-1lll y KB~112 son posi-
tivas, pero KB-82 y KB-99 son negativas en cal-
do de nitrato, ‘

No hay desnitrificacién.

Ensayo con rojo de metilo: negative,

No se produce acetilmetilcarbinol,

No se produce indol.-

No se produce sulfuro de hidrdgeno.

Ko se hidroliza el almiddn.

Se utiliza citrato.

Se utilizan los nitratos y sales aménicas como

fuentes de nitrdégeno.
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(a)

2. Propiedades taxonbmicae de la cepa KB-86.

(a)

(b)

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

a aproximadamente 7. No hay crecimiento a 32C
ni 402C, Temperatura dptima a aproximadamrente

302¢€.

" (15)
~ (16)
(17)

Otras
(1)
(2)

iorfologla de las células,

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)

Caracteristicas de cultivo.

(1)

Hoja nim.T 150576-1

acromégenas

Se produce ureasa
Oxidasa: positiva.
Catalasa: positiva.

No .hay crecimiento a pH 4,5 ni 8,6, pH dptimo

Aerobias

Ensayo de Hugh y Leifson: oxidantes.

Acido, pero no gas, de Le-arabinosa, D-xilscsa
¥ D-fructosa. Ligeramente 4cido, pero no” gas,
de D-glucosa, D-mannosa, D-galactosa y gliceri
na, Ni dcido ni gas de maltosa, lactosa, treha
losa, D-sorbita, D-mannita, inosita y alimidén.
propiedades taxondmicas.

Resistentes a 5 unidades de penicilina.

Aisladas de la tierra.

Varillas, 0,6-0,8 por 1,5-3,0 pm,

No pleomdrficas. ,

Métiles por flagelo mondtrico polar.
No forman esporas.

Gram-negativas, h

Sin resistencia a 4cidos

Placa de agar nutriente: circular, entero, con
vexo, liso, transldeido, blanco cremoso, bri-

llante.
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(¢) Propiedades fisioldgicas,

Hoja n\‘\m.8 15.0576

(2) Agar inclinado: crecimiento moderado, filiforme,
liso, blaneo cremoso, brillante.,

(3) Caldo: ligeramente turbio; sin crecimiento super-
ficial; sedimento.

(4) Gelatina perforada: sin licuacién.

(5) Leche de tormasol: sin cambio.

(1) No se reducen los nitratos en caldo de nitrato.

(2) Mo hay desnitrificacidn.

(3) El ensayo con rojo de metilo es nepativo.

(4) No se produce acetilmetilecarbinol.

(5) No se produce indol.

(6) No se produce sulfuro de hidrégeno.

(7) No se hidroliza el almidén.

(8) Se utiliza el citrato.

(9) Se utilizan los nitratos y sales aménicas como
fuentes de nitrbgeno.

(L0)No se ﬁroducen'pigmentos solubles en agua.

(11)Se produce ureasa.

(12)0xidasa: positiva.

(13)Catalasa: positiva.

(14)No hay crecimiento a pll 6,0 ni 10,5. pH Sptimo a
aproximadamente 7. Mo hay crecimiento a 4023, Cre
cimiento a 102C, Temperatura Sptima entre 25°C y
30ecC, :

(15)Aerobia.

(16)Eneayo de Hugh y Leifson: oxidantes.

(17)Acido, pero no gas, de L-arabinoss, D-xilosa,
D-glucosa, D-mannosa, D-fructosa, D-galactosa,

" maltosa, sacarosa, irehalosa, D-sorbita, D-manni-

A
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(a)

' 3. Propiedades taxondmicas de la cepa XB-91,

(a) Morfologla de las células.

(b) Caracteristicas de cultivo.

(1) Placa de agar nutriente: circular, se extiende, con

(c) Propiedades fisiolégicas..

Hoja n6m.9 150576-1 -

ta y glicerina. Ni dcido ni gas de lactosa, inosi-
ta y almiddén. :
Otras propiedades taxondémicas.
(L) No hay fijacién de nitrégeno. ,
(2) No se necesitan aminodcidos ni vitaminas para el
crecimiento,
(3) Aislada de la tierra.

(1) Varillas, 0,5-0,7 por 1,0-3,0 pm.

(2) No pleombrficas. N
(3) métiles por uno a tres flagelos peritricos.
(4) No forman esporas.

(5) Gram-negativas.

(6) Sin resistencia a 4cidos.

vexo, transparente, amarillo, brillante,
(2) Agar inclinado: crecimiento moderado, se extiende,
‘ liso, amarillo, brillante,
(3) Caldo: turbio; sin crecimiento superficial; sedime
to,
(4) Gelatina perforada: licuacidn estratiforme.
(5) Leche de tornasol: neutro a ligeramente elcalino
sin zona de suero, -
Sin peptonizacidén. Color marrén grisdceo tras 2

semanas,

(1) No se reducen los nitratos en caldo de nitrato.

(2) ‘No hay desnitrificacidn. !

L
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(3)
(4)
(5)
(6)
(1)
(8)
(9)

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

(15)
(16)
(;L?)

Hoja n6m, 10 1504576

Ensayo con rojo de metilo negativo,

No se produce acetilmétilearbinol, .

No se produce indol.

No se produce sulfuro de hidrégeno.

No se hidroliza el almidén.

Se utiliza el citrato.

Se utilizan los nitratos y sales aménicas como
fuentes de nitrégeno. ~
Cromégena.

Se produce ureasa,

Oxidasa: positiva.

Catalasa: positiva. ,

No hay crecimiento a pH 4,5 ni 10,5. pH dptfmd a
aproximadamente 7,. No hay crecimiento a 402¢. Cre
cimiento a 102C, Temperatura éptima = aproyimada-
mente 30°C,

Aerobia, _

Ensayo de Hugh y Leifson: oxidante.

Acido, pero no gas, de L~arabinosa, D-glucosa,
D-mannosa, D-fruectosa, D-galactosa, lactosa, tréhﬁ
losa, D-sorbita, D-mannite, inosita. Ni dcido ni
gas de D-xilosa, maltosa, sacarosa, glicerina y

almidén.

(&) Otras propiedades taxondémicas.

(1)
(2)

(3)

(4)

Ensayo de produccidn de 3-cetolactosa: positivo.

No se necesitan aminodcidos ni vitaminas para el

crecimiento.

Crecimiento en agar de glucosa con azul de anili~
na. No se absorbe el colorante,

No se descompone la celulosa,

N
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(5)
(6)

IIoja nGm. ll 150576

Alslada de la bierra.

No pardsita de las plantas, sepin se comprobd.

4, Propiedades taxonémicas de la cepa KB-105.

(2) Worfologfa de las células,

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)

Varillas, 0,5-0,7 por 1,0—3,0/Am.

Ho pleomdrficas,

kétiles por uno a tres flagelos peritricoé.
No forman esnporas, J

Gram-negativas.

(b) CGaracteristicas de cultivo.

(1)
(2)
(3)

(4)
(5)

Placa de agar nutriente: circular, entero, conve-
%0, liso, opaco, blanco amarillento, brillante.,
Agar inclinado: crecimiento moderado, filiforme,
blanco amarillento, bhrillante,

Caldo: sedimento, pelicula.

Gelatina perforada: sin licuacidn.

Leche de tornasol: alcalino con zona de suero,

(e) Propiedades fisiolégicas.

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)

(9)

(109

No se reducen los nitratos en caldo de nitrato.
No hay desnitrificaciédn.

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 el citrato en el medio de Christensen,
pero no en el medio de Koser.

Se utilizan los nitratos y sales aménicas como
fuentes de nitrdgeno.

Acroubgena.
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(11) Se produce urcasa.

(12) Oxidasa: positiva,

(13) Catalasa: positiva.

(14) No hay crecimiento a pH 4,5 ni 10,5. pH 4ptimo
a aproximadamente 7. No hay crecimiento é 40e¢,
Crecimiento a 102C, Temperatura $ptima a gﬁroxi-
madamente 309C, .

(15) Aerobia.

(16) Ensayo de Hugh y Leifson: oxidante.

* (17) Acido, pero no gas, de L-arabinosa, D-xilows,
D-glucosa, D-mannosa, D-fructosa, D—galacfééa,
maltosa, sacarosa, trehalosa, D-sorbita, D-manni
ta y glicerina., Ni 4cido ni gas de 1actosd, ino-
sita y almidén.

(d) Otras propiedades taxondmicas.
' (1) Ensayo de produccidén de 3-cetolactosa: positivo;

(2) Se necesita vitamina para el crecimiento.

(3) Crecimiento en agar de glucosa con azul de anili-

na. No se absorbe el colorante.

(4) Se forman colonias viscosas sobre medios con azii-

car,

(5) No se descompone la celulosa.

(6) Aislada de la tierra.

(7) No pardsita de las plantas, segin se comprobd.

5, Propiedades taxondémicas de las cepas KB-97 y KB-106.
(a) ¥orfologin de las células,

# (1) Varillas cortas, 0,8-1,0 por 1,0-1,5 pm,

(?) En los cultivos jévenes se hallan grandes células

irregulares,
Bn los cultivos mds viejos las células ce convieg

~
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ten en varillos cocoides,
(3)No métiles, -
(4)No formen esporas.
(5)Gram-negativas.,

(6)5in resistencin a los Acidos.

(b)) Caracteristicss de cultivo.

(1)Placa de agar rutriente: circular, erntero, conve-
X0, liso, blanco grisdceo, opaco, brillante.
(Z)Apar inclinado: crecimiento moderado, filifurme,

) lieo, blanco grisdceo, brillante.
(3)caldo: ligeramente turbio; sin crecimiento super-
ficial; sedimento.
(4)Gelatina perforada: ein licuacidn.
(5)Teche de tornasol: lireramente alcalino; =in pepto-
nizacidn; sin zona de suero,
(¢) Propiedades fismioldégicas.
(1) Reduccidn de nitrato: XB-106 es nositiva, pero
KB-97 es negativa ~n caldo de nitrato.
(2) No hay desnitrificacién.
(3) Bnsayo con rojo de metilo: negativo.
(4) Mo se produce acetilmetilearbinol.
(5) Lo se produce indol.
(6) No se produce sulfurc de hidrdéseno.
(7) Mo se hidroliza el almiddn,
(8) ¥o se utiliza el citrato.
(9) Se utilizan los nitratos y saler aménicas como
fuentes de nitrérenoc.
(1.0) Acromdrenas.
(11) Se produce ureasn,

(12) Oxidasa: positiva.
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(13) Catalasn: vositiva.

(14) Mo hey crecimiento « pl 4,5 ni &,6. pll éptimo a
aproximadamente 7. Ho hay crecimiento a 4020,
Crecimiento a 102¢, Tewperatura dptima a aproxi-
madamente 30,

(15) Aerobias.

(16) Ensayo de ilugh y Leifson: oxidante.

(17) Acido, pero no gas, de l-arabinosa y D-fructosa.

Ligeramente dcido, pero no gos, de D-xilosa,

D-glucora, D-mammosa, D-galactosa y glicerina.

Ni dcido ni gas de maltosa, sacarosa, lactosa,

trehalosa, D-gorbita, D-mannita, inosita y almi-

ddn.
(@) Otras propiedades taxondmicas.
(1) No se produce 3-cetolactosa.
(2) Crecimiento en medios con extracto de levadura
dentro de 3 dias.
(3) Aislada de nédulos de rafz de trébol.

EL método de la presente invencidn se efectia afia
diendo cis-—epoxisuccinato cdlecico al medio de cultivo, en
el curso del procedimiento de incubacidén con microbios, ha-~
ciendo aei posible que se efectien las nccioner simultdneas
v paralelas de incubacidn de microbios y reaccidn cuimica.

Al practicar el trabajo de incubacidn de los mi-
erobios, el medio de cultivo puede estar en estado liquido
o estado sélido; pero la manera cominmente aplicable, asi
como méds conveniente, es recurrir a culitivo con agitnacidn
vor sacudidas, o cultivo con agitacidn aireado, aue estdn
basados en un medio de cultivo lfquido.

No hay limitacidén concreta ni condiciones restric

AN
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de convertir el cis—epoxisuccinato cdlcico en L(4)-tartrato

res; y como fuente de nitrdgeno se pueden designar comc

Hojn nfun. 15 150576

tivas para determinar el estado del medio de cultivo, es

decir, se puede emplear cualquier clase de medio de culti-
vo en la medida en que el medio de cultivo pueda acomodar
a dichos microbios, permitiéndoles crecer normalmente y con

seguridad, y también que el sistema enzimdtico que cs capaz

cédlecico se pueda formar apropiadamente en é1. Por eicmplo,
como fuente de carbono se pueden usar cis-~epoxisuceinato
cdlcico, glucosa, lactosa, glicerina, sacarosa (es decir,

sucrosa), melazag 4cidos orgdnicos, hidrocarburos y simila-

ejemplos los hidrolizados de proteina tales como peplona,
hidrolizado de protelna, p.ej. dcido casaminico (manufactu-
rado por Difco) y N-Z. Amina (manufacturada por Schefield),
Jjunto éon sustancias tales como extracto de levadura, tor-
tas de haba de soja, liguido 'de maceracidn de grano, amino-
4dcidos, diversas clases de sales aménicas, diversgas clases

de nitratos, y otros compuestos de nitrdgeno orginico o ino
gdnico, siendo todos los anteriores vdlidamente aplicables.
Aderds, como sales inorginicas se pueden afiadir como aditi-
vog nertinentes diversas clases de fosfatos, sulfato de mag
nesio, cloruro sddico y similares; y tombién, pars fines de
fomentar el crecimiento de las bacterias, se pueden aiiadir
divereas clases de vitaminas, compuestos asociados con feci~
do nucleico, ete, Sea cual cea el método de incubacidn que

se aeda adoptar para las ocasiones reales do trabajo, es

recomendable afiadir en el momento de iniciar la incubocidn
0o el cultivo cis-epoxisuccinato al medio de cultive, cunone
gea en nequefla cantidad, yan dque e eficnz pery producir me-—

jores resultados,
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De nuevo, cusndo se empieza el trabajo de incu—
bacién es preferible inocular el medio de cultivo con algu
ne. cantidad apropiada de caldo de cultivo, que se puede ob-

tener por un cultivo previo que se ha realizado de antemano

las condiciones de incubacidén, que implican la
temperatura de cultivo, duracidén del tiempo de cultive, aci
dez-alcalinldad de los liquidos prevalente en el medic de
cultivo, y factores similares, estdn sujetas a variacién se
gin la clase de microorganismos empleados o la composizidén
y elementos del medio de cultivo. Sin embargo, si solo se
hacen una seleccidn y ajuste adecuados simplemente tenien-
do como objetivo final los méximos rendimientos de dicho si%
tema enzimdtico, ello justificaria y bastarfa para el obje-
tivo del trabajo. En muchos cases de pridctica se pueden ob-
tener buenos resultados haciendo la incubacidn bhajo condi-
ciones aerobias, a alrededor de 20-40°C y durante 1-7 dias,
mientras se mantiene el medio de cultivo a alrededor de un
pH 5-9,

Como materia prima de partida, el cis-epoxisucci-
nato cdlcico puede estar en cualquier estado de sal normal,
sal dcida o mezecla de ellas; pero en el caso de emplear una
materia prime que contenga una sal 4cida, es prdctica comin
mente fdavorecida el neutralizar de antemano con cloruro cidl
cico, carbonato cdlcico y similares. Bs también factible un
procedimiento de conversidn en el que se afiadan cis-epoxisug
cinato sédico, cis-epoxisuccinato potdsico y similares a la
mezela de reaccibn que contiene el cloruro cdlecico u otras
gales cdlcicas, que sean equimolares en comparacidén con di-

chos succinatos, haciendo asi posible el coavertir los suc-
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cinatos en las correspondientes sales cdleicas.
in lo ocasidn en aue la materia prima, es decir,
cis—cpoxisuccinato cdlcico, se afinde al medio de cultivo en

el curso del procedimiento de incubacidn, la adicidn se

ineubacidn o en un momento adecuando durante la incubazcidn.
in este caso se ha de dnr o dicho material Lln forma de, por
ejemplo, cristales de sal cdlcica, o bien lo forma de una
susnenaiﬁn en un disolvente apropiado tal como apua; y di-
chor cristales o suspensidn se han de alindir todo de una
vesz, 0 continuamente durante un periodo de tiempo dado, o
intermitentenente a intervalos regulares durante el periodo
de incubacidén del microorganicmo.

La cantidad total de cis~epoxisuccinonto cdlecico
aue re pucde emplear durante la incubacién de microorganis-—
mos pucde ser no menor de 5 tpeso/volumen), 0 incluso no m¢
nor de 20%, y se puede elevar la cantidad hasta tanto como
504 (como dcido libre).

Como realizacién preferida del presente método, sd
aflade al medio de cultivo un tensioactivo de tipo no idnico
para disminuir el periodo de incubacidén y convertir eficaz-
mente el cis-epoxisuccinato cdlecico en L(4)-tartrato cdlei-
co,

BEn cuanto al tensioactivo no idnico o emplear en
el método de la presente invencién, hay una amplia gama de
ellos aplicables nue se usan eficazmente, toles como dster
rraso de corbitdn (n.ej. monooleato de gorbitdn, trioleato
de gorbitdn y similares); éster graro de nolioxietilensor-
bitdn (v.ej. momolomrato de polioxietilensorbitsn, momoolen

to de polioxietilensorbitdn v similores); éster graso de o
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lioxietilensorbita (w.ej. monolaurato ¢o polioxietilencor-
Lita y similares); dster craso de polioxietileno (p.ej. es
tearato de polioxietilino, laurcto de polioxietileno y ol-
milares); &ter polioxielilénicn de alcohol superior (M.ej.
Oéter polioxietilénico de rlcohol Jaurilico, éter polioxieti
lénico de alcohol oleflico); éter polioxictilen-alcohil-ari
lico (p.ej. éter poliorietilénico de nonilTenol, éter nolio-
xietilénico de octilfenol y similares); éster graoco de gli-
cering (b.ej. monoestearato de glicerilo y similares); ds-
ter g;nso de alcohilenglicol (p.ej. monoestearato de nropi-
lenglicol y similares); éter polioxipropilen-polioxietilen—
-alcehilico (p.ej. éter polioxipropilen-polioxietilénico de
aleohol cetilico y similares); derivado de condensacidén de
i0lioxietilen—-alcohil-fenol-formaldehido (n.ej. resina Qe
wolioxietilen-nonilfenol~formaldehido, rerina de polioxieti
len-octilfenol-formaldehido y‘similares); polioxietilen—-al-~
cohilamina o amida (p.ej._polioxietilen~01uilamina, nolioxig
tilen-oleilamida y similares); derivado nolioxictilénico de
lanolinz; derivado polioxietilénico de alcohol de lanolinag
derivado de polioxietilensorbita de cern de abejas; deriva-
do polioxietilénico de aceite de ricino; poliorietilen-po-
liol; polioxipropilen-poliol; polioxietilen-oxinropilen~-po-
liol (p.ej. etilendiamin-polioximnronilen-orietilentetrsl ¥
similares); alcohol polioxietilen-tetrahidrofuriurilico; és
ter graso de polioxinropileno; o Timilares,

sn log cacos ordinarios, lom agentes tensioancti-
vos ee¢ usan dentro del intervalo de concentracidn de 0,06-
5,0y (peso/volumen), v més preferiblementc alrededor de
U,05-2,04,. Y la adicidn de la cantidad total de agentes ten-

glioactivos se puede efectuar toda de una vez antes Ce cnape-

~
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zar la incubacidn, o fraccionadamente en el curso de la in-

cubacidn, .
Coro =e ha descrito antes, el L(4)-tartrato cdl-

cico ¢tue se ha formado en el caldo de cultivo o en el me-—

tracién o centrifugacidn.

El cis-epoxisuccinato cdlecico de partida se pre-
para a partir de dcido maleico de la manera siguiente,

" Asi, una solucidn acuosa o suspensién acuosa que
contiéne un compuesto cdlcico y dcido maleico, en prcpor-
cidén de 0,4 a 0,6 Atomos-gramo de calcio por mol de Zeido
maleico, se hace reaccionar con peréxido de hidrdégeno en
presencia de un catalizador de epoxidacién, y se le afiade
una cantidad adicional y suficiente de un compuesto cdleci-
co para dejar disponible un total de aproximadamente un dto
mo-gramo de compuesto cdlecieo, como calcio, por mol de Zci-
do maleico de partida, a una temperatura que no exceda de
40 grados centigrados, con lo que se permite que se sepa—
re cis—-epoxisuccinato cdlcico como cristales que tienen un
didmetro medio de particula no mayor de 100 micras.

Como dicho #cido maleico se puede emplear cual-
quiera de 4cide maleico o anhidrido maleico. Como dicho com
puesto cdlcico se puede hacer uso de compuestos tales como
6xido célcico, hidrdéxido cdlcico, carbonato célcico, acelba-
to edlcico, nitrato cdlcico, formiato cdlcico, ete.

la proporcién de tal compuesto cdlcico a afiadir
nor mol de dcido maleico ha de estar comprendide entre 0,4
v 0,6 4tomos-gramo como calcio. ¥n el caso de cque 1a canti-
dad de calcio sea menor que 0,4 dtomos~gramo se¢ hallard aquel,

si se forma Acido cis-epoxisuceinico en lo veaccidn de eno—

N
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xidacidn, la velocidnd de formacidn er bain y el deido cis-
epoxisuceinico producido ¢ suscdentible de ewnerimentar hi-
rélisis, conduciendo ambos fendr: os a un rendimiento fi-
nal reducido de cis-epoxisuccinnto cfileico. Adends, el prd—
ducto estard contaminado econ DI-tartrato edleico. ielo Tie-
ne como resultado la desventaja de cue cuando ¢l cis--2v0Xi-
suceinato cdlcico resultante se conviertc nicrobianmeente ey
deido L(+4)-tartdrico, el producto ectd contaminado con fei-
do DIL-tartdrico., A la inverra, si 1ln proporcién de caleio eg
t4 en exceso de 0,6 dtomos-gramo, se separard cis-epoxisucci
nato cdleico en la reaccibn de epc.idacidn, pero las parti-
culas cristalinas as{ obtenidas tendrdn wn difnetro ncdio
grande, no cumpliendo asi con el objeto de obtener cristales
con pecueflos didmetros de particula, '

#21 pH, tras la ndicidn de dicho cowpucslo e:fileico,
es deceablemente menor que pH'4.

Como dicho catalizador de epoxidnecidn se'puede ho
cer uco de dcido wolfrdmico, 4cido molihdico, heteropolidci-
(los de wolframio o molibdeno, o sales de tales dcidos. Se
pueden emplear también los catalizadores cue ge pucden obte-
her soportando cualouiera de tales dcidoe o sales sobyre un

soporte inerte para la reaccidn.

lentro del intervalo de 0,001 a 0,05 Atomos-gramoe y, para

resultados ain mejores, dentro del intervalo de 0,002 a 0,02

Stomos~gramo, como wolframio o molibdenc, por mol de deido

waleico. Para fines prdcticos, 1o proporcidn Sptima se puede
. 4- " 5 s 2} o Lt 3

plesir segin la proporeidn molar entre deido maleico v perd-

:ido de hidrdgeno, la temperatura de renccidn, etca

‘Ta cantidad arropinda de perdéxido de hidréeeno wor

.

La cantidad de tal catalizador ectd preleriblement

N
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mol de £cido maleico estd en algin punto entre 0,8 moles y
1,1 moles. EL peréxido de hidrdgeno se puede usar general-
mente como solucidén acuosa, Aunque el #Acido maleico se epo
xidard casi completamente con wna cantidad sustancialmente
equimolar de perdéxido de hidré;no, en relacién al dcido ma)
~1eico, la epoxidacidén completa se puede conseguir usando pe
réxido de hidrégeno en ligero exceso frente al éci&d malel-
co. Si 1a proporcidén molar de perdxido de hidrdreno es me-
nor cue la de dcido maleico, las apuas madres de cristali-
zocidn de cis-epoxisuceinato cdleico, por adicidn de un com
puesto edlcico tras lo reaccidn de epoxidacidn, estardn con
taminadas con la eal cdlcica de éc{do maleico sin réaccio—
nar. 95in embargo, dado que estas aguas madres cue cowtienen
el maleato cdleico y catalizador soluble se pueden recirecu-—
lar como tales para uno en el siguiente ciclo de reaccidn,
el arrastre de maleato cdlcico sin reaccionar no es una deg
ventaja prdctica.

La temperatura e reaccidn no es mds de 70 grados
centigrados, y preferiblemente estd comnrendidn entre 40 y
60 grrdos centigrados.,

Bl aumento de la cantidad de catalizador permite
disminuir la temperatura de reaccidn y controlar 1la forma-
cién de subproductos de reaccidn indeseables. 151 awsento de
la temperatura de reaccidn acelerard la reaccidn, y vermiti
ré que se reduzca la cantidad de catalizador, pero a tempe-
raturas mds alld de cierto limite el dcido cis-epoxisuccini
co producido experimentard una severa hidrdélisis, originan-
do decido DL-tartdrico e interfiriendo asi con la posibili-~

dad de producir cis-epoxisuccinato cdleico con gran pure-

28,
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Después de la reaccidn de epoxidacidén, la tempe-
ratura de la mezcla de reaccidn se lleva a 402C o menos, ¥
se afiade el compuesto cdlcico antes mencionado, para que

cristalice el cis-epoxisuccinato cdlcico. Como alternativa,

de reaccidn de manera gque la cantidad de compuesto Qéibico
sea 0,5 dtomos-gramo por mol de Acido maleico, y luégblse
enfria, Los cristales resultantes se recuperan y susﬁénden
de nuevé en un disolvente adecuado, tal como agua. Luego,
a un; temperatura que no exceda de 402C, se afiade una‘éan-
tidad adicional de compuesto cdleico. ILa températura.aEla
que se afiade el compuesto cdleico tiene uné influenciafsig—
nificativa sobre el tamafio de partfcula del cis—epoxisucci-
néto'célcico producido., Asf, si ia temperatura de adicidn
es mayor de 402G, el tamafio de particula del cis-epoxisuccil
nato cédlcico producido serd ﬁayor, y es solo a temperaturas
no mayores de 402C cuando se obtendréd el cis;époxisuceinato
cdlcico finamente dividido, con un didmetro medio de parti-
cula no mayor de 100 micras. Yor debajo de 402C se puede '
disminuir el tamafio medio deAparticuia del cis~epoxisucei-
nato cdlcico, disminuyendo la temperatura, y por tanto la
temperatura de adicidén del compuesto c¢dlcico se puede ele-
gir previamente segin el didmetro de particula deseado., Ia
cantidad de compuesto cdlcico a afiadir en esta etapa es tall
que, considerada conjuntamente con la cantidad de compuesto
cdlcico antes afladida para la reaccién de epoxidacidn; aé
un total de aproximadamente un 4dtomo-gramo, como - calcioe,
por mol del dcido maleico empleads. El pH de la meszcla de
reaccién tras esta adicidén de un compuesto cédleico estd prg

feriblemente en las vecindades de la neutralidad, por ejemd

N
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plo entre 5 y 9. Bajo tales condiciones, la solubilidad del
cis~epoxisuccinato cdlcico en agua serd aproximadamente 1
por ciento o menos, y por tanto se separard como cristales

sustancialmente la totalidad de la cantidad de cis-epoxi-. -

-

De la mezcla producto de reaccidn asi obtenida
se recupera el cis-epoxisuccinato cdlcico por filﬁraéidn;
centrifugacidn o similares, y se aclara. Por tales métodos
56 puedén obtener finas particulas de cis-epoxisuccinato
célcfco menoé contaminado con impurezas tales como ﬁaleato
cdleico, DI-tartrato cdlcico, catalizador, etbc. Cuando el
filtrado o las aguas madres contienen el catalizador solu-
ble, se puede volver a usar el liquido para el siguién%e ei
clo de reaccidn. Cuando la reaccidén de epoxidacidn se ha
efectuado con un catalizador sélido, el catalizador se pue-
de separar por tamizado. u otro método adecundo tras la reac
cidn de epoxidacién o la formacidén de cis-epoxisuccinato ci
cico, de manera que se puefle volver a usar como cataliza-
dor,

Aunque en los siguientes ejemplos se muestran reg
lizaciones preferidas del método de la invencidén, se ha de
considerar que los ejemplos siguientes se describen solo
con fines ilustrativos, y serd evidente que los métodos pax]
ticularmente descritos en los ejemplos siguientes no se han
de considerar como limitaciones fel contenido de la inven-
cién.

Bjemplo 1
Cepas de especies tales como Acinetobacter tarto-

rogenes ¥B-111, Pseudomonas especies KB-86, Asrobacterium

aureum KB-91 y Rhizobium validum EB-106, se usan respecti-

b}
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vamente para inocular 30 ml de medio de cultivo liguido con
tenido en un matraz Erlenmeyer de 200 ml de ecapacidad, com-
puesto por licor de maceracidn de mafiz (0,2%), nitrato sé-

dico (0,2%), hidrogenofosfato dipotdsico (0,1%), suifdto de

magnesio (0,05%). y sulfato ferroso (0,001y), pH 7,0;.y si-

multdneamente se aflade cis-epoxisuccinato cdlcico cuyas par

ticulas varian en didmetro medio de particula, unas de otrap

de tal manera que la concentracién final de dicha sél %él—
cica puéda 1llegar a ser 304, como dcido libre; y tras;%b
cusl el cultivo se somete a cultivo con agitacidén por -sacu-
didas rbtatorias, a 289C durante 2 dfas, La solucién de cul
tivo obtenida de lo que antecede se filtra luego, pars reco
ger los cristales, y subsiguientemente se solubiliza con
decido sulfdirico, y la sustancia resultante se centrifuga de
manera que se elimine la parte insoluble. Minalmente, la
determinacidén cuantitativa del dcido L(L)-tartdrico ce efec.
tia dependiendo de la rotacidn Sptica, a 436}Am. Los resul-
tados de la determinacidn se muestran en 1la TABIA 1. £n 1la
Tabla, las magnitudes de los rendimientos de deido L(+)—ta§
tdrico se indican en términog de rendimientos molares; con
1o que un valor del 100% representa el ecaso en que se ha
formado 1 mol de dcido L(+)-tartdrico a partir de 1 mol de

deido cis—epoxisuccinico.
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TABILA 1
liaenitud de rendimientos de decido L(t)-
tartdrico (%)
Didmetros medios de particula del.CiS~epQ
_ . xisuccinato cdlcico (w) T
i Cepa 200 170 130 100 80 70 50
t Acinetobacter : ‘ kXS
tartarogenes 10 |13 |25 [ 65 |70 | 84 | 83 .7
KB-111 | -
Pseudomonas
species 3 5 11 27 130 31 30
XB-B86
Aorobacterium E
aureun 9 13 117 41 |43 49 52
KB-0l1
Rhizobhium .
validum 20 (25 {40 {83 (87 |92 |93
KB~106
Ejemplo 2

o - . r
Se usa una cepa de Acinetobacter tartarogsenes

B-112 para inocular 500 ml de cada uno de unog medios de
cultivo liquidos contenidos en dos matraces Sékaguchi de 2
1l de capacidad cada uno, compuestos por glucosa (0,54) y
licor de maceracién de meix (1,0%), pH 7,0; y esos culti-
vos se someten a cultivo con agitacién por sacudidas alter
nativas, a 282C durante 24 horas, obtenien@o asl 1 1 de so-
lucidn de cultivo. Esta solucibn de cultivo se transfiere
luepo a un depésito de 50 1 de capacidad, que contiene 30

1 de medio de cultivo lfquido compuesto por 4cido casamini

b
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co (0,05%), nitrato aménico (0,1%), hidrogencfosfato dipo-
tdsico (0,2%), sulfato de magnésio (0,05%) y sulfato férreo
(0,001%), pH 7,0; v al mismo tiempo se afinden 9,0 kg del

dcido libre de cis-epoxisuccinato cdlcico (tamafio medio de
p %

te a 3092C durante 40 horas. Alrededor de 40 1 de 3q14916n
de bultivo, obtenida de la anterior, se filtran mediéﬁte
un filtro prensa, y ce aclaran con agua. Tras aclarar, la
sustancia sélida se suspende en 30 1 de agua, se agité'cqg
cieﬁ;udamente ¥ luego re deja reposar durante un rdtdé pa-
rarpermitir que precipite la sustancia sélida. Tos trate-
mientos subsiguientes son tales que se desprecian alpe&edor
de 20 1 de liquido que sobrenada, se vuelven a afiadir 20 1
de agua, se agita bien, y luego se filtra en filtro prensa,
Los cristales de L(4)-tartrato cdlcico fihalmente obtenidos
de lo que antecede ascienden a 12,0 kg (pureza: 98:) como
anhidrido. , |

A titulo de contraste con el ejemplo anterior, se
da agul otro experimento en el que se usga una cepa de la
misma eepecie, es decir, la KB-11l2. En este experimento,
la incubacidn y la reaccidén se efectdan bajo las mismos con
diciones que en el ejemplo precedente, solamente salvo en
que el didmetro medio de particulas de cis-epoxisuccinato
cdleico que se usa como materia prima es 130 micras., Alre-
dedor de 40 1 de la solucidén de cultivo obtenida dc¢ la an-
terior incubacidn se purifican por el mismo método antes
mencionado. En los cristales recuperados de la anterior pu-
rificacién se confirma que existe realmente el residuo de
deido cis~epoxisuccinico; y, por tanto, el contenido de 4ci

do L(t)-tartdrico se mide por determinaciédn cuantitativa po

»
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uso del método del Ejemplo 1; y utilizando el resultado de
dicha determinacidn se calcula.la’magnitud de los rendimien
tos de L(+)-tartrato cdlcico. En consecuencia se halla que

el rendimiento de L(+)—tartnak)cé101co es equivalente a

Anélogamente, se hace uso de cepas tales como

[d “

Acinetobacter tartarogenes KB-82, Agrobacterium viscosum

KB—105, Rhizobium validum XKB-97 y Acinetobacter tartaroge-

PR

nes KB-99, y se alcanzan buenos resultados (tamafio medlo de

particula del cis-epoxisuccinato cdleico: 50 mlcras)w-‘

Ejemplo 3 -
Se usa Acinetobacter tartarogenes KB-112 péra ino

1

cular 30 ml de medio de cultivo contenidos en un matraz Bre
lenmeyer de 200 ml de capacidad, medio de cultivo gue se ha
bia preparado con tal cdnstitucidn que al medio de cultivo
bieico, que estd compuesto por 4ecido casaminico (0,05%), ni
trato aménico (0,14), hidrogenofosfato dipotdsico.(0,2%),
sulfato de magnesio (0,05%), sulfato ferrosoc (0,0015), pH
7,0, se atiaden diversas clases de temsioactivos no idnicos,|
de manern que las respectivas claces de agentes tensioacti-
vos puedan llegar a la concentracidn de 0,1%. ¥ simultdnea~
mente se afinden cristales de cis—epoxisuccinafo cdleico (ta
mafio medio de particula: 60 micras), de tal manera cque pue-|
da llegar a la concentracidn final de 40%, ealculado como
fcido libre; y la mezcla anterior se somete & cultivo con
agitacibén por sacudidas rotatorias, a 302C y durante 2 dias)
¥ luego se deja ejercer el efecto de reaccidn. Una vez ter-
mineda la reaccién los cristales se recogen por filtracidn
¥, tras adicidn de dcido sulfurico, se someten a un separa-

dor centrifugo pera eliminar las sustancias sélidas. Subsi-

.
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TABLA 3
' Descripcidn de agentes Rendimientos mo- hagnitud de resi-
tensioactivos lares (%) de dei duos (%) de deido
: do L(t)-tartdri- cis-epoxisieodni-
co ¥ * coX¥X .
NIKKOL SR-10 _ 45 | 52 ..,
KIFKOL '70-10 72 - ERE
NIKKOL GS-6 50 48
NIKKOL HYS-10 47 50
NIKKOL BC-T7 52 43
NIKKOL NP-18TX | 55 . 40
HIKKOL MGS-C 48 47
NIKKOL PMS-SE 46 50
MIKKOL T4-20 15 21
NIKKOL BiA-20 74 21
RIKKOL HCO0-50 73 23
NIKKOL R-1020 73 21
WIKKOL TT-4 54 .42
NIKKOL TPHS-30 70 26
TETRONIC T-702 52 45
No afiadido 34 64
LEY £NDA
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guientemente se hacen 1lns determinnciones cuantitativas

respecto al dcido L(4)-tartdrico, ‘dependiendo de la rota-
cidn bptica a 436 mp; y respecto al deido cis-epoxisuceini
co restﬁnte, usando el método de Payne y Williams-(qut Pay
ne y P.H. Williams: Journal of Organic Chemistry gg;’éé) de

determinecidén los resultados se muestran en la Tabla 3.

-
“ -

* Los componentes de los agentes tensioactivos usados son

kY
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SR-10 : monooleato de sorbitdn .
T0-10 : monooleato de polioxietilensorbitén
G5-6 : hexaestearato de polioxietilensorbita
A MYS-10 : Estearato de polioxietileno 1”v}
ik BC-T : Bter polioxietilénico de alcohol cetilico%
NP-13TX : Eter polioxietilénico de nonilfenol ;f~w
HWGS-C : Monoestearato de glicerilo L
iSw3E : Monoestearato de propilenglicol
TW-20 & Derivado polioxietilénico de lanolina
Bi#A-20  : Derivado polioxietilénico de alcohol de Hamoli:
na "F‘E
HCO-50  : Derivado polioxietilénico de aceite de riéipo

Hojn ntm. 29 15Q57,6

como 8igue:t

endurecido
R-1020 : Resina de polioxietilen-nonilfenol~formaldehi~
do
Th=q 1 Alcohol polioxietilen~tetrahidrofurfurilico
THMS-30 : Bstearato de polioxietilen—oxipropileﬁo
Todos los anteriores son productos menufacturados
por NIKKO CHEMICALS CO. ITD.
TETRONIC T T702: Etilendiamin-poli(oxipropilen-oxietilen)te-
trol (producto manufacturado por ASAHI DEN-
KA KOGYO CO.) ‘ |
¥ Tos nimeros representan la velocidad de conversién a dci-
do L(+)-tartdrico a partir de 4dcido cis-epoxisuccinico
F¥*kagnitud de residuos de 4cido cis-epoxisuceinico; 1os nd
meros representan el % de residuos, tomdndose.como 100%
un residuo de 12 g como dcido libre
BEjemplo 4

Se usan respectivamente Acinetobacter tartaroge-

~




10.

15

20

‘cosum KB-105 y Rhizobium validum KB-106, para inocular 50
' ml de medio de cultivo 1fquido contenidos en un metraz Er-
, lenmeyer de 200 .ml de capacidad, compuestos por licor-de

‘maceracién de mafz (0,2%), glucosa (0,1%), nitrato aménico

Hoja nam. 30 ‘ 150574

nes KB-82, Pseudomonas species KB-86, Aecrobacterium aureun

KBQ91, Acinetobacter tartarogenes KB-99, Aprohacterium vis-

(0,1%), hidrogenofosfato dipotdsico (0,2%), sulfato &¢ mag-
nesio (0,05%) y sulfato ferroso (0,001%), pH 7,0; ¥ %%@ﬁl-
téneamente se afiade cis-epoxisuccinato cdlcico (tamaﬁorme—
dio de particula 60 micras) de tal manera aue su co@déﬁfrg
cidn final pueda llegar a 30% como dcido libre, y asi-ge
inicia la incubacién. Como se describe en la TABLA 4, -sé
afladen diversas clases de tensioactivos; y la mezcla:gé_qg
mete a cultivo con agitacidén por sacudidas, é 30¢¢ dufante
42 horas. Por el resultado del cultivo se observa el hecho
de que; respecto a cada una de las cepas, las magnitudes
del rendimiento de 4eido I(&)-tartdrico muestran respécti—
vamente valores en aumentb, en comparacidén con los casos

en que se efectud una incubacidn justamente similar sin afia

dir agente tensiocactivo en absoluto,

=
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TABLA 4

Concentracidn (%) Tiempo de
de tensioactivos adicidn,

(n)

cuando se afiaden*

hiagmnitud
dimiento

(%) de dcido

150576

de ren-
molar

¥ NONION LT-21 (monolaurato de polioxietilensorbitdn);

Cenas L{4)=bartdirico
S Acinetobacter TONION IP-221 0 83

“tartarosenes (0.2) :

KB-82 No afiadido - 59 -
Paeudomonas NONION E-215 0 47
gpecies- (0.05) i
EB~-86 No afiadido - 31
Aprobacterium NONION L-4 12 65
aureumn (0.1) .
KB-91 Mo afiadido - 50 [ 7
Acinetohacter NIKKOL R-2030 18 89
tarbarogenes (0.1)

=99 No afladido - 77
Agrobacterium NIEKOL CO0-60TX 0 59
visgcosum (0.05) 7
KB-105% ¥ No afindido - 48
Rhizobium PULRONIC I-~61 0 92
validum (0.15)

KB-106 No afiadido - 85

e

LEYENDA

NONION E-215 (éter polioxietiien—oleilico);

NONION L~4 (monolaurato de polietilenglicel)

(Los tres anteriores son productos marmfacturados poy
NIPPON YUSHI €Oy (Japan Fats & O0ils Mfg. Go. Ltd.)),
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NIKKOL R~2030 (resina de polioxietilen-octilfenol;for—
_ maldehido);

NIKKOL CO-60TX (derivado polioxietilénico de aceite de

ricine); | i; -

(Los dos anteriores son productes manufacturadoé_ﬁér
NIKKO CHEMICALS CO. LID,) -
‘PLURONIC L-61 (polioxietilen—oxipropilenrpoliolyi3
(Producto manufacturado por ASAHI DERKA CO. ITD. );
*1<Bn el caso en que se incuba esta cepa se afladen al me-
dio de cultive 100 pg/ml de clorhidrato de plrldoyal._

-

Ejemplo 5

-~

N 'A'\
Se usan Bhizobium validum KB-97 y Acinetobacter

tartarogenes KB-1ll para inocular, respectivamente, 500‘ml

de medio de cultivo contenidos en matraz Sakaguchi de 2 1 de
capacidad, de tal constitueidn Que'el tensioactivo se afinde
a un medio de cultivo bdsico que es Justamente el mismo que
el del Ejemplo 3y simultdneamente se afiade cis—epoxisucci
nato cédleico (tamafio medio de particula: 70 micras) a 16

que antecede, de tal manera que su concentracidn finalrpqg
da llegar a 50% como dcido libre. Subsipuientemente se so-
mete la mezcla anterior a culbtivo con agitacidén por sacudi |
das alternativas a 282C, Ia cantidad de decido cis—époxisud—
cinico que queda cowmo residuo en el caldo de cultivo se siQ
gue mediante cromatografia en capa delgada (capa ‘delgadat

pelfcula de manchas de celulosa con cristal fino, manufac—
turadg por TOKYO KASKEI CO,; disolvente: éter isoproplilico-
tetrahidrofurano-feido férmico-agua (10:10:5:4); revelado

del color: verde de bromocresel); ¥y después de lo que an-

tecede se continda la incubacidn hasta aque desaparece el
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e cl método usado en el Bjemplo 3), se indican en la TﬁBL& 5,

-
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dcido cis-epoxisuccinico. ¥l tiempo pasado durante la reac—
cidn de conversién hasta el punto Final de la reaccidn, jun
to con la magnitud del rendimiento de dcido L{4)-tartdrico

que ge forma (que estd en rendimiento molar calculndo por

en la que se puede observar la ai sminucidén del tiempo de

reaccién y el incremento de la magnitud del rendimiento.

TABLA 5 _
NONLON 0T-221* |RIPONOX NGG* |wTioL HG0-80%
(0,15%) (0,1%) (0,24%) Vo. ‘afiad]
. do _
T'iempo Magni~ [Piempo Mag- (Tiempo Magni [Iiem Magh
consu- tud del|consu- nitud [consu- tud PO Nl
mido rendi- |mido del |mido del con~ tud
(h) miento [(h) rendi |(h) rendi [sumi delj
(5) mien- mien- [do  ren
to (%) to (%) [{(h) di
nien
Cenag . (%)
Rhigzobiun 84 89 | 96 89 78 g2 [108 85
validum
KB-97
Acineto- .
bacter 84 90 108 85 90 87 120 83
tartaro~ ‘
fenes
KB-111
LEYHNDA

* NOWION O0T-221: monooleato de polioxietilensorbitén (mam
facturado por NIPRON YUSHI CO0. - Janan
Fats & Oils Wfg. Co.);
RIPONOX NCG:  éter polioxietilénico de alcohil-fenol

A
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' ml de cada uno de los medios de cultivo liquidds’conténidos
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(mamufacturado por LION FATS & OILS KFG. Co.);
NIKROL HCO-80:derivado polioxietilénico de aceite de ricino
endurecido (manufacturado por NIKKO CHEMICALS
_ co.). -
Ejemplo 6

Se usz Rhizobium validum KB~97 para inoculaﬁ 500

en dos matraces Sakaguchi de 2 1 de capacidad, ¥y comﬁuestos
por gluéosa (0,5%), 1fiquido de maceracidn de grano (1,0%),
PH 7,0; y luego se someten a cultivo con agitacidn por sa-
cudidas alternativas, a 289C y durante 24-horas, obbenien-
do asf alrededor de 1 1 de caldo de cultivo. Este calda de
cultivo se transfiere a un depésito de 50 1 de capac;&ad,
que contiene 30 1 de medio de cultivo liquido compuesto por
licor de maceracién de maiz.(0;2%), nitrato aménico (0,1%),
hidrogenofosfato dipotdsico (0,2%), sulfato de magnesio
(0,05%) , sulfafo’ferroso'(0,001%)uy NIKKoh PH-20 (0,15),

PH 7,0; v 2l mismo tiemﬁd se aﬁadén 6 kg de cis—eﬁoxisucci—
nato cédlcico (tamafio medio de particula: 55 micras), calcu-
lado como dcido libre; y la mezecla resultante se éomete a
incubacién a 302C. Tras haber pasado 19 horas desde el tiem
po de iniciacién de la incubacidbn, se afisden adicilonalmente
6 kg de cis-epoxisuceinato cdleico calculado como dcido li-
bre; y la mezcla se pone bhajo incubacidn continuads hasta
el punto en que se totalizaron 48 auténticas horas desde 1la
iniciacidn de la incubacidn. Ia serie subsipuiente de trat&
mientos es tal que se filtran alrededor de 40 1 del caldo
de cultivo obtenido, mediante un fiitro prenesa; la parte
e6lida se aclara con agua; y €e suspende en 30 1 de agua,

guspensidn que se agita a fondo, tras marcar el tiempo pary)

N
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.| trato cdleico. La cantidnd de estos cristales es 15,9”kg

Hoja nam. 35 e .

esperar la precipitacidn de la parte s6lida, se desprecian
20 1 de parte que sobrenada; se-afiaden de nuevo 20 1 de
agua, y se agita bien; y el resulitado se Ffilira en fillro

prensa, obteniendo nsi finalmente log cristales de L(4)-tax

‘(pureza: 98%), como anhidrido.

A titulo de contraste con el ejemplo anteridf, se
efectlia otro experimento con la misma cepa KB-97. Ln este
experimento, el cultivo y la reaccidn se efectﬁan baio los
mismds términos y condiciones que en el ejemplo preceiente,
con la sola excepcidn de que solo el NWIKKOL TwW-20 (tehs@oag
tivo) se elimina dcl medio de cultivo usado en el ejem@lo
precedente, Alrededor de 40 1 del caldo de cultivo cue se
obtiene de lo cue antecede se purifican por un método comple
tamente igual al de antes. En los cristales obtenidos por 13
anterior purificacién se confirma que el residuo de cis-epo+
xisuceinato cdleico existe realmente, cuando -se ensaya me—
diante cromatografia en capa delgada (efectuada ségﬁn el mé
todo usado en el Bjemplo 5); y por tanto el contenido de del
do L(+)~tartdrico se somete a determinacidn cuantitativa pod
el método del Ejemplo 3. Como resultado, se halla que la
cantidad de rendimiento del L(4)-tartrato cdlcico es equi-
valente a 12,3 kg como anhidrido.

Ejemplo 7 ) .
Se usa Rhizobium vslidum KB-97 para inocular 500

wl de un medio de culbivoe lfgquido (pH 7,0) contenido en un
natraz Sakaguchi de 2 1 de capacidad, y compuesto por licor
de maceracién de maiz (2,0%),‘glucosa (0,5%), y este culti-
vo liguido se incuba a 282C durante 24 horas, bajo cultivo
con agitacién por sacudidas alternativas. EL caldo de cul-

S
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tivo asi obtenido se transfiere a un depdsito de 50 1 de cag
pacidad que contiene 30 1 del medijo de cultivo de justamenf
te la misma composicién que el antes descritb, y el medio

de cultivo liquido de dicho depésito se somete & incubacidn
a 289C durante 24 horas, Sajo cultivo con agitacién’y éireg
cibn. Alrededor de 15 1 del caldo de cultivo obténido}de é1
se transfieren a un depésito de 200 1 de capacidad, -yue con
tiene 100 1 de un medio de cultivo liquido compuestq pér 1

quido de maceracién de grano (0,5%), nitrato aménico (0,1%)

L-ag

dihidrégenofosfato sédico (0,2%), sulfato de magnesid\rb,057
sulfato ferroso (0,001%), derivado polioxietilénico &e'}ano»
lina (0,1%) (pH 7,0), y simultdneamente se afiaden 40 kg de
cis-époxisuccinato chleico (tamafio medio de particula?‘50'
micras) (como deido libre). |

La tofalidad se somete a cultivo con agitacién y
aireacidén a 309C durante 30 horas. El caldo cultivo resul-
tante, y el agua de lavado del depésito, aproximadamente 15
1 en total, se someten p una centrifuga tipo Decantor (Sﬁmiw
tomo Heavy Industries, Ltd., tipo TS-210F), para-separér
L(+)-tartrato cdleico como cristales. Los cristales se sus-
penden en aproximasdamente 100 1 de agua. Tras una agitacién
suficiente, los cristales se separan en dicha centrifuga ti
po Decantor, y se vuelven a suspender en aproximadamente T0
1l de agua, ¥y se agita bien. Ia suspensién se somete a un |
filtro prensa, dando 54 kg de L(4)-tartrato célci;o (pureza
98%), como anhidrido. |

En 400 ml de agua se disuelven 98 g de anhidrido
maleico. Luego se afiaden y disuelven 6,6 g de wolframato sé

dico (dihidratado) y 50 g de carbonato edleico (0,5 4tomos-

A Y
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gramo como calecio, por mol de deido maleico)., Manteniendo
la temperatura de reaccidn a 30@0; se afladeny 102 g de una
solucidn acuosa de perdxido de hidrégemo al 35%, gota a go-
ta, durante un periodo de 1 hora. Tras la adicidén guta a go
ta se sigue'dejando que transcurra la reaccién durant: 7 ho
ras. A una temperatura de 302C, afladiendo gradualmente 50 g
de carbonato cdlcico, se Qgita la mezcla de reaccidn hasta
que ya no se desprende mis didxido de carbono gaseoso. Los
cristales resultantes se recuperan por filtracidn, se acla-
ran con agua y se secan. El método proporciona 248 g {pure-
za 99,5%) de cis-epoxisuccinato cdleico (pentahidratado).
Se halla que el didmetro medio de particula de
esos cristales es 72)k.

Bjemplo 9

En 300 ml de agua se disuelven 49 ¢ de anhidrido
maleico. Luego se afiaden y disuelven 2,4 g de molibdato sé-
dico (dihidratado) y 20,3 g de hidréxido cflcico (0,55 Ato-
mos-gramo como caleio, por mol de 4eido maleico).

Iras adicidn gota a gota de 51 g de una solucidn
ncuora de perdxido de hidrégeno al 35%, a 5023, se siguc
efectuando la reaccidn a 509C durante 5 horas,

Después se enfria la mezcla de reaccidn a 30°C, y
mientras se mantiene esa temperatura se aflanden graduzlmente
16,7 ¢ de hidréxido cdlcico (0,45 dtomos~gramo como calcio,
por mol de dcido maleico). :

Se agita la mezcla durante 1 hora, tras lo cual
log cristales se recuperan por filtracidn. #1 método nrodu~
ce 112 g (pureza 984%) de cis-epoxisuceinato cdleico (pentahi
dratado). 21 difmetro medio de particula de esos cristales

es 83}&. '
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| hidratado) (gramos) 236 244 249 247 . 245

* { Pureza (%) del cis-epoxi-

Hojn nGim, 38 : , 25096

En 500 ml de agua se disuelven 98 g de enhidrido
maleieo, seguidés por adicidn de 1,3 g de wolfremato sédi-
co (dihidratado) y la cantidad de carbonato célcico indica
da en la tabla siguiente. A una temperatura de reaccidn de
502C se afiaden gota a gota 97,2 g de una sdlﬁcidn_acuosa de
perdéxido de hidrdgeno al 35%, y se_sigue‘efectﬁando 1la reag
cidn a 500¢, Manteniendo la mezcla de reacciéﬁ a 20°C se si
gue afiadiendo carbonato edlcico, en cantidad suficiente pa
ra llegar a wn total de 100 g, tomado;honjuntameﬁte con la
cantidad éﬁadida para la epoxidacidn (pardrliegar a un'éto~
mo~gramo como caleio, por mol de Acido maleico), con agita-
cién, hasta que cesa el desprendimiento de didxido. de carbo
no gaseoso, Los cristales resultantes se récogen'por fil-
tracidn., Los resultados se exponen a contiﬁﬁaéiéh en la ta-
bla. o I
CaCl, (g) afiadido para la -

epox%dacién 30 40 - 50 60 70
Nimero de 4tomos-gramo co - : R
mo caleilo : %3 0,4 0,5 0,6 0,7
PH de la suspensidn de éei , _
do maleico L,3 1,5 - 2,9 3,4 3,6
Tiempo de reaccidén (hr) 9 7 6 5

Rendimiento de cig-epoxi-
succinato cdlcico (penta-

succinato cdleico (penta-
hidratado) 95 98 99 = 99 99
Didmetro medio de particu
la (F) del cis-epoxisucei
nato cdlcico (pentahidra-
tado) 60 58 52 98 140

Ejemplo 11
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En 400 ml de agua se disuelven 98 g de anhidrido

maleico. Imepo se afiaden y disuelven 0,66 g de wolfremato

sddico (dlhldratado) ¥ 37 g de hidréxido céleico (0,5 dto-

MO S=HTamo como calecio, por mol de dcido maleico).

A una temperatura de reaccidn de 602C se aiwmden

gota a gota 51 g de una solucién acuosa de perdxido 7e hi-

dréyeno al 60%, seguida por seguir haciendo reaccionar i

6020 durante 3 horas. Se enfria la mezcla de reaccidn v, a
la temperatura indicada a contimuacién en la tabla, se afia-
den gradualmente 50 g de carbonato cdlcico (0,5 itovo¢~ora-
mo como calcio, por mol de dcido maleico). Se agita 1la mez-
cla hasta que cesa el degprendimiento de didéxido de carbono
gaseoso. luego, a una temperatura de 202C, se sigue conti-
nuando la agitacidén durante 1 hora, y los cristales resul-

tantes se recuperan por filtracidén. Los resultados se expo

| nen a continuacidn en la +tabla.

Temperatura (2C) a la que se

afiade el 0aCO, 10 20 30 40 50

Rendimiento (g) de cis-epoxi
succinato cdleico (pentahi-~
dratado) 228 227 225 226 224

Pureza (%) de cis~epoxisuc—
cinato cdlcico (pentahidra-
tado) : 99 99 99 99 99

Didmetro medio de particula
Qw) del cis-epoxisuccinato
cdleico (pentahidratado) a7 52 70 93 130

Bjemplo 12
n 300 ml de agua se disuelven 98 g de anhidrido
maleico, Iuego se afiladen 1,3 g de wolframato sédico (dihi-

dratado) y 60 g de carbonato cdlcico (0,6 ftomos—gramo co-

N
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. 602C durante 4 horas. La mezcla de reaccidn se enfria, y
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mo calecio, por mol de dcido maleico).
A una temperatura de reaccidn de 60¢C ge afiaden
gota a gota 98 g de una solucidn acuosa de perdxido de hi-

drégeno al 35%, seguida por sepuir haciendo reacciopar a

los cristales resultantes se recogen por filtracidn. Los

cristales se suspenden en 300 ml de agua, & 10%C se le afia
den gradualmente 40 g de carbonato cdlecico (0,4 dtomos-gra
mo por mol de deido maleico), y se agita la suspensién hag
ta qde cesa el desprendimiento de didxido de carbonu gaseg
so., Log cristales resullantes se recuperan por filtracidn,
como 244 g de cis~epoxisuceinato cdlcico péntahidratado (pul

reza 99%). Bl didmetro medio de los cristales es 75 micras.

RETVINDICACIONES

Los puntos de invencidén propia y nueva, que se
nresentan para que sean objeto de la presente solicitud de
Patente de Invencidn en lspafia, por VEINTE afios, son los
cue se recogen en las reivindicaciones siguientes:

128,- Un método perfeccionado para producir dcido
L(4)-tartdrico, en un método para preparar 4decido tartdrico
hidrolizando microbioldgicamente deido epoxisuceinico, que
comprende: (1) incorporar como materia prima en el medio
de cultivo un cis-epoxisuccinato cdleico cuyo didmetro me-
dio de particula no es mayor de 100 mieras; (2) incubar un

microorganismo que sea capaz de hidrolizar 4cido cis-epoxi-

.
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cis~epoxisuccinato cdlcico en L(4)-tartrato cdlcico.

'} ciendo reaccionar una solucidn acuosa o suspensidn acuosa
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succinico a deido L(L)-tartdrico; y (3) convertir asi el

28,- Método seglin la reivindicacidn 12, donde di-

cho cis-epoxisucecinato cdlcico de paritida se prepara, (1) hay

que contiene deido maleico y un compuesto cdlcico, en pro-
porcibén de 0,4 a 0,6 dvomos gramo, como calcio, por cada
mol de deido maleico, con peréxido de hidvrégeno, en presen
cia de ﬁn catalizador de epoxidacidén; (2) affadir luego una
cantidad adicional de compuesto cdlcico, a une tempqra%ura
no mayor de 40 grados centigrados, para dejar disponible
un total de aproximadamente un dtomo-gramo, como calcio,
por mol del materinl de parbtida dcido maleico, y (3) hacer
asl gue el cis-epoxisuccinato cdlcico e separe como crig-
tales,

2,« lidtodo segin la reivindicacidn 22, donde di
cho catalizador de epoxidacidn es uno elegido de entre dei
do wolfrémico, dcido molfbdico, heteropolidecidos de wolfra
mio o molibdeno, y sales de ellos.

48 .~ Método semin la reivindicacidn 12, donde se
incorpora en el medio de cultivo un tensioactivo de tipo
no iénico.

52,~ Método segin la reivindicacidn 42, donde el
tensioactivo de timno no idnicq es uno elegido del grupo qus
congta de éster graso de sorbitdn, éster graso de polioxie-
tilencorbitdn, &ster graso de polioxietilensorbita, éster
graso de polioxietileno, éter polioxietilénico de alcohol
superior, éter polioxietilen-alcohil-arilico, éster graso
de glicerina, éster graso de alcohilenglicol, éter polioxi

propilen~polioxietilen-alcohilico, derivado de condensacidi

AN
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de polioxietilen-alcohilfenol-formaldehido, polioxietilen-

alcohilamina o amida, derivado polioxietilénico de lanoli-

‘na, derivado polioxietilénico de alcohol de lanolina, deri

vado de polioxietilensorbita de cera de abejas, derivedo po

lioxietilénico de aceite de ricino, polioxietilen—poliol,

ipolioxipropilen—poliol, polioxietilen-oxipropilen—po1i61,

alcohol polioxietilen~tetrahidrofurfurilico y éster.gfwso
de polioxipropilenoc. :
" 8,- Hétodo seglin la reivindicacidn 4%, donde la
concentracién de tensioactivo de tipo no idnico es 0,05-
5,0% (ﬁeso por volumen). ' -

72.- Un método perfeccionado para producir 4cido
L{$)-tartdrico. o

Tal y como se ha descrifo en la Hemoria que ante-
cede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de cuarenta y dos hojas es-

critas a mdquina por una sola cara.

Wadrid, 02 JUN1975

P.a.
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