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RESUMEN DE LA INVENCION

Un procedimiento para la produccién de &cido 2,5~
dicetoglicénic? que congiste en propagar aerobiamente
i
Acetobacter cerinus en un medio de glucosa y después re-

]
cuperar el &cido 2,5-dicetoglucdbnico rcsultante o proce-

sar el calde de fermentacidn por reduccifi selectiva pa-
rz formar los 4cidos 2-cetoglucénico y 2-cetogulénico.
\

COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a la preparaciénvde
dcido 2,5-dicetoglucénico.
El acidé 2,5~dicetoglucénico es un intermediario
fitil en la sfntesis de la vitamina C. Hasta ahora, el écg

do|2,5-dicetoglucénico ha &ido producido por: algunas varie-

dades diferentes de bacterizs tales como Acetobacter

melanogenum, Acetobacter aurantium, Gluconoacetobacter

rubiginosus, Gluconoacetobacter liguifaciens y Pseudomonas

sesami. Sin embargo, el uso de esntos microorganismos no

es completamente adecuado desde un punto de vista indus-
trial, debido a la produccién de qrandes.cantidades de
pigmentos marrones o marrones amarillentos como subpfoduc-
tos del cultivé, reduciendo con ¢llo la pureza del &cido
215~dicetoglﬁc6nico producido.

T La patente estadounidense 3.790.444 reivindica la

produccidn de &cido 2,5;dicetogluc6nico, sin el pigmento

marrén acompatfiante, mediante una nuava especie denominada
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Acetobacter fragum.

BEsta invencién se refiere a un procedimiento econb-
i

mico pava l1a pIeparaclén de 4cido 2,5-dicetoglucirdes me-

diante el uso de icepas ficilmente asequibles y pGblicamente
[ :

conncidas de Acetoubacter ceriuus. Dos de esias cepas, TFO
3263 y 3266, pro@ucen dcido 2,5-dicetogliucénico con rendi-
mientos superiqrés al 95 % (calculado sobre la glucosa).

El &cido 2,5~dicetoglucénico es un Gitil intermedia-
rio en la preparacién de &cido asc6rbico. Una solucién
acrosa de &cido 2,5~-dicetoglucénico puede ser selectivamen-
te reducida para formar una mezcla de 2-cetogulonato y 2-
ce bgluconato qqs puede ser convertida en &cidos ascOrbico
y eritédrbico. .

El &cido 2,5~dicetpglﬁcdnico se prepara fécilmente
por accifn bacteriana sobre la glucosa empleando, de acuer-
do con el preccedimiento de esta invencién, cepas fécilmente
asequibles de Acetobacter cerinus. Todas las cepas de cono-

cimiento pfiblico de Acetobacter cerinus han sido sometidas

a ensayo v en esta investigacifn se ha demostrado que pro-
ducen cetodcidos con un rendimiento del *0-35 % (calculado

sobre 1la glucosa). Cuando se emnles Acetobacter cerinus

IFO 3263 o 3266, el cetodcido broducido es totalmente el
dcido 2,5-dicetoglucbnico deseado, con rendimientos supe-
riores al 95 % (calculados sobre la glucosa). Las cepas

asequibles y conocidas pGblicamesnte de Acciobacter ggrinﬁs
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‘ son las siguientes:

i

. IFO 3262 (ATCC 12303)
' 3263
3264 |
o 3265 : ‘
3266

3267

.« - — v

3268
. 3269.

Estas cepas de Acetobacter cerinus se cultivan en

?ﬁn medio en el que la fuente ﬁrinciéal de carbono es la
{gluéosa. Estos microorganismos no requieren costosas fuen-
ites de nitrfgeno orgénico como peptona o extracto de carne.
Cuando se emplean fuentes de urea y nitrSgeno inorgénico
cnmo.sulfato aménico; nitrato wmndnico o fosfato amSnico,
.se agrega &cido nicotinico cémo factor de crecimiento
esencial.

La concentracién de glucosa en el medio oscila en-
tre 2,5 f 20 %, éreferiblemente entre 10 v 12 %, para
obtener icido 2,5-dicetogluctnico en las condiciones més
econémi:;e; La’teméeratura de fermentacifn &st8 comprendi-
aﬁ.ent;e 20 y 35°C; preferiblemente entre 25 y 30°C y to-
daéia mejor alrededor de 28°C. El pH inicial del medio de
cultivo puede oscilar entre'3;5 y 7,5, preferiblemente en-

tre 5 y 6. En el transcursc de la ferwentacifin, el pH se
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mantiene alrededof de 5,5 mediaﬁte'la adicién de una so-
; lucihn ée hidréxido s6dico. Puede utilizarse carbonato
| cflcico para controlar el éH y se agrega en el medio de
reposicién después de calentar en autoclave en una pro-
?crcién de 30 g por 110 g de glhcosa: X
Despufs de la inocnlacion, el medio de forwentacién
{ se agita con un agiltador mecaniéo a unas 1700 rpm y se
iairea a un caudal de 0;5 a 1 volGmenes de aire por yolu-

,men de caldo por minuto.

Empleando Acetobacter cerinus IFO 3263 o 3266,

?la fermentacifn se lleva a cabo hasta qgue se obtiene un
| rendimiento de cido 2,5-dicetoglucénico del 90 % como

!mInimo (calculado sobre la glucosa) (36~40 horas).

| Se ha determinado ?or cromatograffa en papel que
lz ronversidn de glucosa a &cido 2,5-dicetoglucfnico se
produce a trayés de la siguiente via: b

~

. glucosis —» &cido 2-cetoglucbnico —» Ecido 2,5-dicetoglucénico

.glucosa —= &cido 5-cetoglucbnico —» &cido 2,5~dicetoglucénico.

Se utiiiza ?apel Whatman n° 1 y p” 4, empleando un
sistema disolyvente de metiletilcetona/acetona/dcido f§rmi-
co/agua (80:6:2:12); Las manchas de 8cido sc¢ localizan ro-
¢iando con una solucién etanSlica al 0,2 % de o-fenilen-
diémina que contiene un 1 % de 4cido nftrico y calentando
a unos 70°C (&cido 5-ce£pgluc6nico - azul; dcido 2-cetoglu-

clnicc - amarilleo; &cido 2,5-dicetoglucbénico - yerde}. Tam~
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* bién puede utilizarse @ara la identificacién la cromato-
igragia de lfiquidos a alta éresién.

uEl &cido Z;S—dicetqglucénico éuede ser separado y
‘recuperado del caldo de fermentacién final por cualquier
i p:ocedimiepto convencional conocido ﬁor los expértos en
f eStQ campo. El caldo de fermenitacidn filtrado puede ser
iprocésado; éor ejémblo'bor tratémienté con un borohidruro
iy la mezcla resultante de dcido 2-cetoglucdnico y &cido
;2-cetpgu16nico éuede ser hidrolizada para formar ios &ci-
gdqs ascéfbico Y eritérbico:
' - EJEMPLO 1

Se prebaré el siguiente medio acucso de indculo:

: Ingrediehtesi " -“:'gflitro
Glucosa : 25

Licoy de infusidn de maiz 5
,KH2é04’ - - 0,5 :
K,HPO, 0,5
Mgso4;7nzo ; a,2
CaCo, | | 6,3

pPH’ 6,2

Un matraz sacudido que contiene 1 litre de medio
se trata en autoclave durante 30 minutos a 121°C. El pH
del medio enfriado es 5,0. Se agregan al matraz células

de Acetobacter cerinus IFO 3263 procedente de un tubo in-

clinado de agar nutriente (S ml de 28 ml Qe una suspensién
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- acuosa estéril) y después se sacude en un sacudidor rota-
1 torie a uncs 28°C durante 24 horas aproximadamentz,
Se agrega una parte alfcuota del calde de cultivo,
suticiente para proporcionar un 5 % en volumen de inbculo,
, @a-un fermertador agitudo de 4 litrcs que contiene 2 li-

"{ros dc) siguiente medio de produccién:

ﬁ Ingredientes §/litro
iGlucosa : 110
,Licor de infusién de mafz . 0,5
;KH2P04 : 1,5
| Mgs0,.7H,0 - 0,5
I

- Urea 0,5
Acido nicotinico 300

pH 6,0. ' .

> .

La fermentacién se realizd a una temperatura de
uﬁos 28°C agitando a 1700 rpm y aireanduv a un caudal de
0,75 volimenes por volumen de caldo por minuto. Después
de un periodo de fermentacién de unas Z0 horas, se ag?e—
g% gluccsa astéril (55 g/litro). El pH ¢e mantuvo a 5,5
mediante adicién de una solucién de hidréxido s6dico. se
pr&siguié la fermentacién hasta que se obtuvo un rehdimieg
to de &cido 2,5~digetogiucénico superior al 95 % (calcula-

do sobre lz glucosa).

e
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EJEMPLO 2

Puede repetirse el métods del Ejemplo 1 con resul-

l

tados cowpav«b’es empleando Acetobacter cerinus IFO 3266.

En resu?eq la Patente de Inv=1c16n que se solicita

dzhersd recaer sobre las siquientes:

REIVINDICACIONES

1. Un prdcedimiento para'la produccién de 4cido
1
2,5-dicetogluctnico que consiste en propagar aerobiamente

Acetobacter cerinus en un medio de glucosa y después re-

cuperar el 8cido 2,5~dicetoglucénico resultante o proce-
sar el caldo de fermentacién mediante reduccién selecti-
va’para formar‘{Ss dcidos 2-cetogulénico y 2-cetogluctnico.

2. Un procedimiento segfin la Reivindicacién 1, don-

de|la concentracidn de glucosa en el medio es del 2,5 al
20 %, la temperatura de fermentacién es de 20 a 35°C, el
pH inicial es de 3,5 a 7,5 y el pH en el transcurso de la

fermentacidn se mantiene alrededor de 5,5.

3. Un procedimiento segfin las Reivindicaciones 1

o 2, donde el Acetobacter cerinus es la cepa IFO 3263.

4. Un procedimiento segfin las Reivindicaciones

1 0.2, donde el Acetobacter cerinus s la cepa IFO 3266.

-

5.- Se reivindica por Qdltimo cbmo-objeto sobre el

_que ‘ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:

UN PROCEDINMIENTO PARA ﬁA PRODUCCION DE ACIDO 2,5-DICEIO-

-
GLUGONICO,



1 Todo conforme queda descrito y reivindicado en 1ls

presente Memoris descriptiva que consta de nueve pégines meca-
[

noprafisdas. l ,
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