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La presente invencion se refiere a un método pa

ra producir una preparacidn de enzima de isomerasa de glu
cosa y con un método pare isomerizar glucosa en fructosa

ponicndo en contacto la glucosa con una preparacidn de en

zima. .

lds especificamente, la presente invencidn Proper. -

) 4 . « !
ciona un metodo para producir una preparacion de enzima dp -
icomerasa de glucosa que inecluye isomerasa de glucosa de

origen extracelular, gque comprende desarrollar, en un me-

dio de cultivo que contiene una fuente de carbono apropis

da, un nmicroorganismo del género Streptomyces capaz de pry- -

ducir la preparacidén de enzima citada ¥ permitir que la
preparacidn de enzima de isomerasa de glucosa se forme me:
diante el microorganismo.

Ia invencidn proporciona asimismo un método para
preparar levulosa isomerizando glucosa gue comprende pro-
ducir una preparacidén de enzima de isomerasa de slucosa
que tiene actividad enzimdtica de origen extracelular de-
sarrollando en un medio de cultivo que contiene una fuente
de carbono apropiada, un microorganismo del género Strep-
tomyces que es capaz de producir la preparacidn de enzimal
v sometiendo la glucosa a la accidn de la preparacidn de
enzima, ILa isomerizacidén de glucosa mediante la accidn
de dlcali acuoso me ha conocido desde hace mucho Tiempo.
Los catalizadores tales como hidrdxido de sodio, carbona-
to de sodio, hidrdxido de caleio, carbonatos.de metal al-
calino térreo, intercambiadores de iones alcalinos, amo-
niaco, piridina, etec., se han utilizado para isomerizar
la glucoga. Sin embarso, los rendimientos de la fructosa

formada de esta manera, ascienden hasta aproximadamente dp
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20 a 30 por ciento como mdximo, haciendo el procedimiento

extremadamente poco atractivo desde un punto de vista comer

cial., DNuevamente, el aislamiento de la fructosa a partir
de la mezcla de reaccidn, si se desea, puede efectuarse
5616 con gran dificultad y con pérdidas considerables, ha~
ciendo el proceso total ain menos industrialmente facti-
ble.

In los intentos de mejorar el procedimiento an-—

teriormente citado, se han propuesto un mimero de métodos

1

de

isomerizacidn de glucosa que involucran la acecidn de enzi~

ma. Estos métodos propuestos se hah encontrado inacepta-
bles comercialmente debido a una o mds razones de rendi~.
miento insatisfactorio, orden de reaccidn lento, dificul-
tad para obtener la preparacidn de enzima deseada, incapar
cidad para recuperar de manera eficiente el componente de;
Tructosa, si se desea, etc. Im particular, los procedi-

mientos enzimdticos de este tipo anteriormente, han invo-
lucrados todos ellos el sistema de enzimas prdcticamente

intracelulares., Es decir, el medio de cultivo empleado,

s6lo contiene la enzima dentro de la célula del organismol

o intensamente adherente al mismo. Aun cuando las célula

— 2

pueden desintegrarse artificialmente para producir una fuente

de enzima extracelular, por ejemplo desintesrdndolas con

un desintegrador sdénico o supersdénico, este paso exfra re-

quiere demasiado tiewpo y algunas veces oo diffcil de 1lle
var a cabo y conduce a costos de produccidn totales mate-
rialmente aumentados en el mélodo de isomcrizacidn.

En vista de lo anteriormente expuesto, seria exi

tremadamente ventajoso producir una preparacidn de enzima

H

de isomerasa de glucosa gue Tenga un alto grado de activi
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dad de enzima extracelular. Si puecde lograrse cste tipo
de actividad directamente sin recurrir a un paso molesto
ailadido de desintezracidn de célula, dicho descubrimiento
seria un avance material en el arte. Se preficre grande—
nmente que la preparacidn de enzime posea un albo grado delt
actividad de enzima extbracelular, debido a un ndnero de
raszones. Por ejemplo, se cree por lo general que lag ens .
zinas intracelulares actian mds lentamente en su papel
especifico en comparacidn con la clase exbracelular. Los
aatoriales de ensima extracelulares, por lo general se
cree ¢ue son més activos tanto para lograr un mayor grado
de isomerizacidn asi como vara rendir este alto porcentaje’
en considerablemente menos tiempo en comparacidn que la
wiilizacidn de las fuentes intracelulares. De manera mdg
importante, tedricamente hay una menor limitacidén en cuan.
t0 a la cantidad de enzima extracelular que puede produci
un organismo. Por otra parte, la cantidad de enzima in-
tracelular presente desde luego depende de la cantidad de
las cdlulas del organisuo presentes, tal y como se crean
bioldgicanente. Hasta la fecha, sin embargo, no se ha
encontrado en el arte una preparacidn de enzima de isome-
rasa de glucosa gque sea de caracter enteramente extrace-
lular o aun una preparacidén que tenza un alto grado de ac
tividad de enzima extracelular ademds de ser del tipo in-
tracelular,

En vista de lo anteriormente expuesto, la ven-
taja principal de la invencidn es la de que proporciona
una preparacidn de enzime de isomerasa de 2lucosa, carac-—
terizada como teniendo un albo grado de actividad de enzi

365661
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Una ventaja relacionada de la invencidn es la d

At

que proporciona un método para producir el gistemna de en-
zima justamente descrito.

Una ventaja especifica de la invencidn es la de
que el método anteriormente citado para producir la enzi-
ma de isomerasa de glucosa desarrollando un microorgzanis-

mo apropiado en un medio de cultivo especifico, da por re

sultado un alto rendimiento de enzima en comparacidn con
los métodos semejantes que utilizan otras fuentes de car-

bono en el medio de cultivo.

Todavia otra ventaja de la invencidn es la de ,
que proporciona un método para isomerizar glucosa en fruo;;
tosa mediante el empleo de la preparacidn de enzima justa%
mente deserita,

Una ventaja todavia adicional de la invencidn

es la de que el método de isomerizacidn anteriormente ci-

tado puede adaptarsc para trabajar con alltas concentracio

nes de substrato de glucosa y asimismo proporciona rendi-

mientos excelentes de fructosa en un periodo de tiempo re
lativamente corto.

Todavia otra ventaja de la invencidn es la de

que el método de isomerizacidn de glucosa es capaz de pro
ducir fructosa en cantidades que llegan al limite tedrico
requeridas por consideraciones de equilibrio.

Otras ventajas aparecerdn a continuacidn.

De acuerdo con la invencidn, se ha descubierto

una nueva preparacidn de enzima de isomerizacidn de gluco

1

sa. Hablando en términos generales, esta preparacidn de

enzima es una preparacidén de enzima de isomerasa de zgluco

366661
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Ia invencidn estd también encaminada a una pre-
peracidn de enzima de isomerasa de glucosa derivada de
un fluido de cultivo que tiene una proporcidn considera=—
ble de actividad de isomerasa extracelular. Ia invencidn
estd warticularmente involucrada con una preparacidén de

enzima de isomerasa de glucosa derivada unicamente de la

porcidn extracelular del fldido de cultivo de un organis— -

mo formador de isomerasa de glucosas Las preparaciones

de enzima de isomerasa de glucosa grandemente preferidas

de este tipo, se derivan de microorganismos tales como d¢

la especie Streptomyces venezuelae,
b D g

liediante el término "extracelularmente derivedat,

se quiere dar a entender que en el fldido de cultivo una

porcidn considerable de la actividad de isomerasa de glu-!

cosa, se acumula dentro del liguido que rodea las células
vara distinguirse de la actividad dentro de las células
mismas. La actividad de la enzima extracelularmente deri
vada puede scpararse fdcilmente de la actividad celular
mediante filtracidn u otras técnicas sencillas. Ta acti-
vidad de la enzinma intracelularmente derivada, por otra
parte, es aguella que se encuentra dentro de las células.,
Para liberar y acumular esta actividad se deben romper
las membranas de la célula ya sea mediante procedimientos
disruptivos fi{sicos o quimicos. .

Hablando en términos generales, el método para
producir el sistema de enzima anteriormente citado, com-
prende los pasos de desarrollar en un medio de cultivo
gue contiene una fuente de carbono apropiada, cierto orgs
nismo gue sea capaz de producir esta enzima y luego permi

gue la enzima se forme mediante el citado organismo. El
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organismo puede derivarse de una fuente de planta, animal
o cereal, y ser de caracter microscdpico. Se prefiere
grandemente que la enzima protéica se produzca utilizando
un microorganismo del tipo bacteriano o fungoso.

5 ‘ Son particularmente apropiados en el método an-

teriormente propuesto los miembros del género Strevtomyces.,

Las especies particularmente preferidas entre estos géne-

ros son Streptomyces venezuelae y Sitreptomyces olivochro-

mogenes. Los cultivos de una cepa de cada uno de estos
10 organismos se han devogitado en la coleecidn de cultivo de

tipo americano, en Washington, D.C., E. U, A., ¥ se han

. afiadido a su colecidn permancnte de microorzanismos. Se !

[ .
han asignado de las sigulentes designaciones: Sitrentomyces

. i
Venezuelae: ATCC N2. 21113; Streptomyces olivochromogenes:
15 ATCC NW?. 21114. Se ha encontrado que utilizando estas cel

pas u otras, se puede obtener una enzima de isomerasa de

glucosa util, que tiene actividad de enzima intracelular

no obtenible hasta shora con respecto a una clase de enzi

ma que tiene este tipo de actividad de glucosa de isomeri

20 zacidn,

Ia invencidn estd tembién ampliamente relaciona-
da con un método para preparar fructosa isomerizando glu-!
cosa. Los pasos involucrados en este aspecto de la invenL
cidn incluyen el paso justamente descrito de producir la
25 enzima de isomerasa de glucosa extracelular y luezo some-
tiendo la glucosa a la accidén de la preparacidn de enzimas
La enzima deseada se prepara de la manera usuals

Un indeulum preparado por ejemplo sobre un culitivo en tubo

inclinado de agar, se usa para inoculsr un matraz gue con:

30 tiene un medio o un nutritivo apropiado. De esta manera,

366651
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por ejemplo, un cultivo que contiene una especie de Strepr

tonyces, capaz de producir una preparacidén de enzima extri

| §s4

celular de isgomerasa de glucosa se utiliza para inocular
un substrato gue contiene una fuente de carbono apropiadak
Aqui, el organismo se permite que se desarrolle y produz-
ca la eucima deseada. Bl periodo de incubacidn puede va-
riar a través de una dmplia escala de tiempo depéndiendo

del microorganismo especifico involucrado, asi como del

medio de cultivo especifico utilizado. Por lo general, el
perfiodo de incubacidn puede durar de aproximadamente 4 a
aproximadamente 48 horas. BIn el.caso ususl,.se utiliza

luego una sliquota o un organismo en masa completo para

A

inocular un volumen mayor del nutritivo. Lsto puede repe

tirse uno o mds veces. EL cultivo final, con o sin proceL

f
dimientos de purificacidmn, se usa para llevar a cabo la :

isomerizacidn de glucosa en fructosa.

De esta manera, se pucde usar el medio total d4i

rectamente como una fuente de isomerssa de glucosa, o el

medio puede filtrarse o iratarse de otra manera. El mate

rial filtrado o centrifugado ucualmente contienc la prepa
racidn de enzima exbracelular, que luego puede utilizarse
directamente o purificarse adicionalmente mediante un nd-

mero.de méltodos conocidos. Asimismo, la fraceidn intrace

lular, que usualmente queda como una masa celular sélida,
puede descartarse o emplearse separadamente en el paso de
isomerizacidn de glucosa. Debido a razones de economia,
normalmente se wtiliza el medio total sin separacidn ad}-
cionel, cuando se eztd llevando a cabo la isomerizacidn
a escala industrial considerable.

In la prdctica usual de la invenoién, oe atribuye
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el 20 por ciento de la actividad de la enzima de isomera-
sa de glucosa total hasta aproximadamente 60 por ciento o
mayor a la fuente de enzima extracelular.,

Debe observarse que no ﬁodaé_las especies 0 ce~-

pas de Streptomyces, son activas agui para producir una

preparacioén de enzima de isomerasa de glucosa, que tenga
por lo menos una actividad de enzima extracelular. Sin
embargo, la invencidn no queda limitada al uso de ningin

organismo ni microorganismo esvecificos, siempre y cuando

el organismo tenga la capacidad de producir una preparacidén
de enzima caracterizada porque contiene por lo menos una !
fuente de enzima extracelular que tiene actividad para iso-
merizar la glucosa en fructosa. Como se ha manifestado
en lo que antecede, dichas preparaciones de enzima han si;
;

do hasta ahora desconocidas en el arie.

En otra modalidad de la invencidn, se ha descu-

bierto una fuente de carbono o nutritivo particularmente !
apropiado que puede usarse para producir las preparacioneé
de enzima anteriormente descritas. Esta fuente de carbono
es una mezcla de xilosa ¥ almiddén que puede usarse como la
inica fuente de carbono o en combinacidn con una variedad
de otras fuentes de carbono, tales como de manitol, dcido
gluednico, galactosa, glicerina, sorbitol, glucosa y otrag
fuentes de carbohidratos puras o impuras. Como se verd a
continuacidn, esta mezcla de xilosa y aluiddn como un con-
Junto es mejor como un medio de cultivo que cualesguiera
de loc dos componentes o de una base de dosificacidn igua%.
La mezcla de nutritivo crea particularmente una preparaci&n
de enzima mds activa de la xilosa que se ha usado amwplia-

mente como una fuente de carbono para preparar una enzima{de
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paredes de la célula de casi cualesquiera de las plantas

isomerasa de glucosa. De nuevo, el almiddén solo, como
una fuente de carbono, no es apropiado en la presente.

Fl nutritivo de almiddén que ce usa para llevar
a la prdctica la invencidn puede derivarse de cualquier
fuente vegetal, tal como por ejemplo de maiz, trigo, papa

tapioca, arroz, sagi y grano de sorgo. Los almidones pa-

rafinosos pueden también usarse. Tl $érmino "almiddén" se

usa ampliomente en la presente, y abarca el almiddén no mo

dificado y los residuos asimismo, el almiddn gue se ha mo

dificado mediante tratamiento con dcidos, dlcali, enzimas|.

o agcentes oxidantes. Tos almidones modificados solubles

o parcialmente solubles, las dextrinas, los productos pre

gelatinizados y los derivados de almiddén tales como cier ...

tos materiales derivados de alailddén catidnicos, anidnicos

2 £ a2 « =
¥y 1no ionicog, son taimbien apropiados en la presente. ILog|-

almidones tipicos dtiles en la presente son de mafz y de
Papt.
Ia porcidn de xilosa del material puede ser la

xilosa misma, o sus formas naturales que existen en las

en la forma de un polimero de xildn, conteniendo azucar
de xilosa como un consbituyente principal. Por lo tanto,
la xilosa puede usarse tal y como estd presente en una
forma impura en paja, gransa, mnadera, uagorcas de maiz,
salvado de trigo, y ete. Usualmente los materiales ante-
riores y otros materiales se tratan con dlecali para extral
la hemlcelulosa de los distintos materiales de pulpa de
desperdicio que se usan como el medio. A fin de obtener
la xilosa de monosacdrido, se hidroliza por lo general la

hemicelulosa. Por lo tanto, mediante el término "xiloga®

368661
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tal y como se usa en la presente, se quiere dar a entender
como incluyendo el material puro asi como las fuentes im-
puras que contienen este carbohidrato.

In una practica preferida, la mezcla de carbono
5 usualmente se compone de 25 a 75 por ciento de almiddn, N

del 25 al 75 por ciento de xilosa, basdndose vnicamente eh

o]

el peso total de la mezcla de la fuente de carbono. Ixpr

b

sado de manera difercnte, la fuente de carbono que consis

te de xilosa y almidén, usualnente comprende de 0,2 a 10
10 por ciento en peso del medio de cultivo y mds Frecuente—
mente de 0,5 a 2 por ciento en peso del nedio.

En todavia otra modalidad de la invencidn, un
medio de cultivo particularmente descado contiene un licop

de maiz macerado como una fuente de proteinas. Ista com~

15 binacidn, ademds de la mezcla justbamente descrita de zilo
sa y la fuente de almiddn, es especialmente deseable,
Usualmente el licor de maiz macerado compuecsbo de varios
aminodecidos consiste de 0,1 por ciento a 5,0 por ciento

en peso, basado en el peso total del medio de cultivo.

20 Al preparar las enzimas de la invencidn se come
prenderd que el medio de sicmbra y los medios de crecimien-
to de células subsecuontes, pueden taubidn contener ademds

de aquellas fuenies de carbono anteriormentie descritas u

otras, una fuente de nitrdgeno apropiada, sales inorsdni-
25 cas, tales como sulfato de magnesio, fosfato de dihidrdszeno
de potasio, etc., y otros materiales, 48l y como gea de-

seable, Uswalmente el cultivo tal como Streptomyces venes

zuclac se desarrolla a un pH que varia de aproximadamentel?7

a 9, a temperatura de aproximadamente 202 C., a anroxima-

30 damente 402C. _
3656661
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forma de solucidn concentrada. Se han observado resulta-

De nuevo, el paso de isomerizacidn real, depen~
diendo de la fuente de la preparacién de enzima, la con-
centracidn de la glucosa, la temperatura, la presencia o
ausencila de cofactores de enzima, etc., puede variar en
el ticmpo requerido para llegor a los rondimientos mdximo
de fructosa. In el caso usual, sc obbtlenen rendimientos
apropiados en un tiempo que varia de aproximadamente 1 a
aproximadamente 36 horas. Durante este paso, la tempera-
tura puede ser ‘tbemperatura ambiente, o puede ser ‘tempera-
tura clevada digamos ftemperatura de aproximadamente 502 g

C. Por lo general, el pi del sistema de glucosa que expe

[ 5]

708

:

rimenta la isomerizacidn, se mantiene a aproximadamente 7| -

a 9, mediante el uso de un sistens estabilizador apropia-
do, tal como un estabilizador de fosfato. Pueden también
estar presentes otros activadores, bales como magnesioc o
manganeso. Puede ser posible, en ciertos casow, reducir
al ninimo las reacciones secundarias, mediantc la adicidn
de inhibidores, bales como arsenato de sodio, arsenita deg
sodio, y fluoruro de sodio. Se observard que la activida
de la enzima se awmenta hasta un méximo mediante el uso
de un cofactor de enzima tal como cobalto en la forma de
una sal de cloruro de cobalto.

Lo glucosa misma usualmente estd presente en

dos excelentes cuando la concentracion de la glucosa es de

0,5 a 5,0 molar. Se comprenderd que pueden también isome
rizarse fuentes de glucosa mds diluidas, asi como solucio
nes ain supersaturadas.

Los siguiecntes ejemplos ilustrarédn las facetas

tipicas de la igvencidn. Quedard comprendido, desde lueg

366661
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que los se presentan para fineg ilustrativos dnicamente
¥y no deben interpretarse en un sentido de limitacidn. To
das las referencias a las partes y los porcentajes son en

Peso a no ser que se indigue expresamente lo contrario.

EJEITPLO T

Aqui, se prepararon unas preparaciones de enzim@

de isomerasa de glucosa extracelular a partir de dos espe
cles, a saber, S. venezuelae, ATCC Ne. 21113, y 8, Olivo-
chromogenes, ATCD N2 21114, y las preparaciones de enzina
se utilizaron pare isomerizar miestras de glucosa.

El medio de cultivo usado en este experimento

estaba compuesto de lo siguiente:

Xilosa 0,5 a8
Almiddn de papa solubilizado 0,5 Se
Peptona 1,0 S
Extracto de carne 0,5 G
Extracto de levadura 0,25 .
Cloruro de sodio 0,5 e
Sulfato de magnesio 0,05 g
Cloruro de cobalto 0,005 g

El pH del medio de cultivo se ajustd hasta aovro-

ximadamente 7,0 antes de la incubacidn.

Después de esteriliszarse y enfriarsc a tempora—
tura de 252 C., muestras de 100 mililitros del medio de
xilosa y almiddn anterioracnte citados se inocularon con
las especies justamente mencionadas. ILas inoculaciones
se llevaron a cabo especificamente inoculando el medio co:
tres porciones de célular de los cultivos en tubo inclina

360661
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Después de 48 horas de incubacidn a temperetura
de 282 ¢., en un agitador para aerear el cultivo, las cé~-
Julas se cosecharon centrifugando el medio de cultivo &
10.000 revoluciones por minuto, durante 10 minutos., Ias
células se lavaron dos veces con una sdlucién galina al
0,85 por ciento y se suspendieron en 5 mililitros de una
solucidn estabilizadora de fosfato de 0,05 moler (pH de
7,5). La suspensidn de la célula luego se traté en un
oscilador sdnico enfriado con agua durante 20 minutos a
10 kilociclos, y luecgo se contrifugd de nueve a 12,000
revoluciones por minuto durante 30 minutos. Tl fldido
gsobrenadante se usd como una fuente cruda de una solucidn . .
de enzima de isomerasa de glucosa intracelular,

Lo isomerasa de glucosa extracelular cruda se

prepard aiiadiendo 50 mililitros de un material centrifuga-
do Ge culbivo con sulfato de amonio a saturacion del 60 ﬁor
cienbo. Despuds de centrifuzacidn. la solucidn de enzim%
wtracelular parcialmente purificado se obtuvo ﬂisolvien%
do el material precinitado en 4 mililitros de una solucidn
estabilizadora de fosfato de 0,05 ﬁolar (pH de 745) ¥y dig-
lizando la solucidn contra el estabilizador durante un dfa
a ‘temperatura de 52 C. |

Ta isomerizacidn misma se llevé a cabo preparan-
do una solucidn acuosa de 1,6 molar de glucosa que también
contenia un estabvilizador de fosfato de 0,05 molar, un
sulfato de mognesic de 0,2 molar, y un cloruro de cobaltc
de 0,05 molar. 2 mililitros de las soluciones de enzima
anberiormente deseritas, sec ailadieron a 2 mililitros de
solucidn de glucosa.

Despuds de la incubacidn durante tres horas a

365661
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temperatura de 602 C., se retiraron 0,5 mililitros de la mqg
cla de reaccidn en 4,5 mililitros de una solucidn de dcido
percldrico de concentracién 0,5 Hormal., ILa cantidad de
fructdsa formada en la aliquota se determiné mediante el
método de cisteina y carbazol, tal y como se describe en elf'
Diario de la Quimica Bioldgica, 192, 563 (1951). In esta
prueba se desarrolld la intensidad del color durante 10
minutos a ‘temperatura de 602 C., después de la adicidn de:
los reactivos. Ia intensidad luego se leyd en un ospectrb—
témetro a 560 milimicrones y la cantidad de fructosa pre-
sente se calculd de lag normaes, Los resulbados se propor}
clonan de la siguiente manera. ILas actividades de la en%
zima se calcularon para demostrar la actividad por mililit?o

del licor de cultivo original.
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ilicro- Actividad de Actividad de isomerasa dq
orga-  isomerasa de Glucosa extracelular
nismo glucosa intra-
celular
% de mm. de % de “ de ng. de % de fruc-
fruc—~ fruecto- fructo- ILructo- fructosa tosa pox
toga ga por sa por sa for por ml. ml. de Li--
forma—~ ml. de ml. de mada de licor cor de
aa licor  licor de cul- cultivo
de cul-~ de cul- tivo
tivo tivo
‘3. 0livo
' chirono-
eenes 36,9 5,6 0,97 5,6 1,3 0,22
S. Vene-
suelae 37,5 5,4 0,94 24,8 5,40 0,99

CUADRO I

kg
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LJEIPLO  IX

Aqui, el efecto del periodo de cultivo en la ac-
tividad de idsomerasa del S. veneguelae ATCC Me, 21113 se?
estudid. Tl medio de culhivo v las otras condicioneseran
iguales que aquellas descritas en el Zjemplo I con la ex—j
cepcidn de que se afiadieron 10 mililitros del caldo de
precultivo como un indculum a 100 mililitros de la mezclaé
de cultivo principal. Iuego tanto la célula como el fil—§
trado del cultivo se cosecharon despuds de 16, 20, 24, 48;
T2 y 168 horas, de incubacidn respeétivamente, ¥ e utili;
zaron como las soluciones de isomerasa de glucosa, Lo
resultados se presentan en el Cuadro IT.

Como es evidente, la actividad de enzima intra-,
celular de 5. venezuelae demostrd actividad mdxime despuds
de sélo 16 horas de cultivo'y nantuvo egta actividad a un
nivel practicamente constante durante mds o menos 7 dias.
La actividad de la enzima de isomerasa de glucosa extrace~
lular de S. venezuelae, aumentd gradualnente y se mantuvor
casl constante después de aproximaedamente dos dias. De
egta manera se verd que una especie considerablemente pro-
ferida productora de enzima S. venezuelae, para fines de la
presente invencidn, debido a la actividad excelente AT
producir tanto cantidedes considerables de actividad de

enzima derivada extracelularmente como intracelularmente.

365661 i
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"QUADRO _IT
Perfodo Actividad de Enzima de Isomer
de cul- de glucosa intracelular
tivo(hrs.) ¢ de frue- nz. de <
tosa for- Iructosa sa por fru
nada por ml. de nedio Yl por
de medio de culibivolr med
iAicro- de culti- out
rzanlso vo___ o
S. venesue-
lse 16 39,3 556 C,96
20 - - S S
24 5,7 1,0 #gLi17s3
e
L 35,4 5,2 0,91 ,;; fi*‘19,6
72 35,0 5,5 0,95 s 19T
3 e A
166 36,0 5,5 0,95 ;16,0
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EJELPLO  TITIT

Aqui, se estudid el efecto de la fuente de car-

bono en la produccidn de enzima. Ln un medio de éultivo:
se usé 1,0 por ciento de xilosa. 2n otro se utilizd G,y5

por ciento de xilosa v 0,5 por ciento de aluiddn de papa.
Como puede verse del Cuadro gue se da a conbinuacidn, 105
medios que contienen almiddn y xilosa inducieron una act;—
vidad de formacidn de fructosa nmds elevada en comparaciéﬁ
con la xilosa y porticularmente con respecto a la induc-i

cién de actividad de enzima de isomerasa de Jlucoga intra~

celular,
CUADRO IIT
Glucosa Intra- Glucogca Huxtra-
celular - celular
Actividad de Actilvidad de
Fuente de enzima de igo- enzina de iso-
HMicroor— carbono  mecrasa merasa
ganismo
% de fructosa % de Fruc tosa
formada Tormada
S. venezue- Xilosa-
lae, ATCC almiddn 39,3 5,0
e 21113
3. venezueclae Xilosa 24,5 345
ATCC 1@
21113
S. olivoch~ Xilosa- 26,6 -
romogencs, almiddén
ATCC He
21114
Se olivoch— XHilosa 14,9 -
romogenes
ATCC KQ
21114

I
N
e
&
(s
-
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No de comprende enberamente el efecto especific

[e}

del alziddn en la produccidn de fructosa, cuando se usa
como un medio de cultivo. 3in embargo, la teoria es de

que el almiddén induce o activa hasta cierto grado el cre-

5 © cimiento o desarrollo del microorganismo y consecuentemeﬂ

te, aumenta la acsividad de enzima resultante.
BJELPTLO IV

10 . En una scrie adicional de estudios, se siguid

la actividad productora de enzima de S. venezuelae a tra-

vés de varios veriodos de culbivo. Como se muestra a cone
tinuacidn, la actividad de isomerasa de glucoss inﬁracelur
lar se uantuvo de nuevo & un nivel prdcticamente constanﬁ
15 te, adn despuds de siete dfas. Ta actividad de enzima exf
tracelular de esta especie aumentd a través del perfodo @e
crecimiento o desarrollo ¥ llegd a un mdximo constante ;
después de aproximadamente 5 dias de cultivo. Puesto qu&
durante este periodo de tiempo la actividad de enzima in-
20 - tracelular no disminuyd en proporcidn, &sto sefiala particular
mene el hecho de que la actividad extracelular no se ori-
giné de la actividad de enzima intracelular liberada a
través de la autdélisis de las células.

A1 llevar a cabo estos estudios se ugaron los

25 sigulentes medios de desarrollo para el cultivo de Be Ve
nesuelae ATCC F2 21113, Ia adicidn de licor de maiz mace~
. rado al medlo que contenia xilosa y almiddn como una fuen-
te de nitrégeno parecid que acentuaba adicionalmente la
. 0 4
isonerigacion de la glucosa,
30 ? La composicidn de dos medios de cultivo que se

s 29666861




emplearon es la siguiente:

| Iicor de Iaiz Licor no Conteniendo :
| macerado Medio=-z# mafz macerado Medio—o
- . :
: Xilosa 0,5 Xilosa 0,5
! A
5 } Almidon de papa 0,5 Alniddn de papa 0,5
| Ticor de mafiz 1,0 Peptona 1,0
5 nacerado
Peptona 0,5 Extracto de carne 0,5
Extracto de 0,5 Ixtracto de levadura 0,25
carne
10 - S ) . -
Ixtracto de 0,25 Sulfato de magnesio 0,05
levadura ,
Sulfato de 0,05 Cobalto 0,0024
magnesio
Cloruro de 0,0024
cobalto
15
Bl pi del aedlo anteriormente citado era de 7,2
en ambos casos,.
Los Cuadro IV y V que se dan a conbtinuacidn mues—
- tran los resultados de estos distintos estudios. =1 Cuadro
20 . . . . I
IV se relaciona con la actividad de la enzima de S. vene-
zualae que se deriva de un medio de cultivo que contiene
licor de maiz macerado. Il Cuadro V muesira una actividad
semejante derivada de un medio de lisor que no contiene
maiz macerado tal y como se da a conocer en lo gue antece-
25 de. BSe obtuvieron resultados ligeramente superiores, cuando
el licor de maiz macerado Tformd rarte del medio nutritivo.
366661
1607069 - 21 -




CUADRO IV e

Tiempo 16 20 24 30 2 3 5 T 1.0

hr bhr br hr dfas dfas dfas dfas dfas -

o T Ts5 8,0 1,9 8,4 8,4 8,8 8,9 B,0...
iActividad de ";'
enzima intra-~
%celular ¢ de '5;'
éfructosa for- _V
‘meda 4454 43,8 45,9 40,8 43,8 42,9 45,2 45,2 | 30,2
‘Letividad de |
enzgina extra- ‘
?celular < de

fructosa for-

mada . 44 9,6 8,9 9,5 13,9 13,9 17,8 16,8 15,1
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G R R

PH
Actividad de

celular, Por-
centaje de
fructosa for-

mada

Actividad de
enzima extra-
celular, por-
centaje de

fructosa for-

mada

enzgima intra-

CUADRO - ¥V

Tiempo 16 20 24 30

2

3

5 1 10

hr _hr  hr  hr dias dfas dfas dfas dfas

753 7,6 7,75 8,1 8,2

8,4

8,6 9,0 9

39,3 40,3 41,2 37,0 40,3 40,8 32,2 40,3 3

352 = 453 5,4 5,0

- 23 -
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11,6 14,6 13,4
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: | BIEPIO V

i De nuevo, se ubilizaron varias fuentes de carbo

. no para preparar una enzima de isomerasa de glucosa, en
. este cago, una preparacidn de enzima de isomerasa de glu~]
cosa intracelular. Como puede verse de los datos que se

presentan en el Cuadro VI, la mezecla nutritiva de xilosa

raciones mds activas de enzime de isomerasa de glucosa enl

comparacidn con la xilosa o almiddén solos, como un medio

mtritivo.
CUADRO VI
% de frue- Ilig. de enzima
Tuente de tosa por ml, de
Carbdn mezcla de
IIicroorszanismo reaceidn
S. venegzuelae Xilosa—almiddn 35,5 12,5
¢ APCC T2 21113 (lfezela con
% en peso de
: " Xilosa 9,2 6,6
" . Almiddn 0 5,9
" Glucosa 0 13,5

# Cantidad total del mutritivo empleado igual en todos

los casose.

BIELPLO VI

‘ hqui se estudid un mimero de variables con res-

pecto a la produccidn de la preparacidn de enzima de iso-

merasa de glucosa, exiracelular e inbracelular a través

de la especie de 5. venezuelae ATCC N2 21113,

-2- 368661

e . v Bor e i e 6

v almiddén era definitivamente superior para producir preph-

i Prinero, se estudiaron las actividades de enzima

Y ewQ
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extracelular e intracelular con respecto al efecto del pH.,
La reaccidn de conversidén del tipo extracclular 1legd a
un “dptimo a un valor de pH de aproximadamente 9,0. Ia aec-
tividad intracelular también era al Sptimo a un valor de
lede aproximadamente 9,0,

Asimismo se llevaron a cabo varios experimentos
para ver qué efecto tenia la temperatura en las activida-
des de las enzimas tanto extracelular como intracelular
de S. venezuelae para activar la conversidn. ILa actividad
intracelular aumentd linealmente a travéds de una escala
de temperatura de 402 C., hasta aprbximadamcnte 702 C., a

través de perfodos de tiempo de reaccidn tanto como de 1

como 3 horas. EL Optimo se encontrd que era aproiimadamg -

te a 702 C. En el caso de 1/2 hora de ticmpo de reaccié%
la temperatura Sptima era de 802 C, Si el tiempo de reac%
cién es mayor de aproximadamente 1 hora, la actividad inﬁ
tracelular disminuye por encima de una temperatura de aprP—
ximademente 702 C., Se observd el mismo efecto de la tem#
peratura en la actividad extracelular con la excepeidn dé
que la inactivacidn ocurrid a una temperatura ligeramenté
més alta, ;
En otro grupo de estudlos, se tratd glucosa en%
concentraciones de 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 v 4,0 moles median{
te enzimas de isomerasa de glucosa, tanto extracelulares !
como intracelulares de la especie 3. venezuelae. Se encon-
trd que aun a la concentracidn extremadamente alta de 4,0
moles de glucosa por litro, casi a una condicidn de soluﬁ
cidn saturada, ambas reacciones de enzima extracelular e%
intracelular, avanzaron y se aproximaron al equilibrio te?-

rico a medida que se prolongd el periodo de reaccidén. Por

365661
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tradas, vrestando a la misma mayor atractivo en términos
de un procedimiento comercialmente factible.

5 ; In todavia otra serie de estudios, la reaccidn
de isoumerizacidén se llevd a cabo durante wn periodo de
wlemno relativamente prolongado a fin de determinar un
punto de equilibrio aproximado, con Fespecto a la inter-
conversidn witilizendo una enzima intracelular de la espe—

16 : cic 3. venezuelae , alcanzando el contenido de fructosa

aproximadamente 48 por ciento de azdear afiadida a partir

i de la zlucosa, Por otra narte, cuando la fructosa era e%
- L. 2 2, . ” - ‘
subgirato, el contenido de fructosa final era de aproxima-

damente 50 por ciento. Por lo sanbto parece ser que el

15 punto de equilibrio es en la proximidad de mds o menos 4%
a 50 vor ciento de interconversidn. ?
;
EJEMPLO_VII ‘
3e descubrid durante las invesbigaciones en el{
20 - laboratorio gue aun cuvando un nﬁmefo de especies de Strey-
somyces no exhilben una actividad de isomerasa de glucosa:
derivada extracelularmente, un cierto nduero sorprendent%
no poseia actividad de enziima de isomerasa de glucosa ex%
tracelularaente derivada. Se llevaron a cabo pruchas taﬁ
25 v cowo ge geinla por lo generzl en ¢l Ljeuplo I, sobre uﬁ
mimero consideraile de egpecies de Jdtrepiomyces. Tos re~
gultawos con respecto o unas cuanvas de ellas se enumeraﬁ
a continuacidn. E
30
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CUADRO VIT 3
Actividad de isomerosa de glucosa exe

Microorganismo
o tracelular

mg. de fructosa por ngE. de fructosa

ml. de licor de cul- por ml. de licor-

tivo de cultivo.,
Se aureus 0 O
3. flaveolus G 0
Se coelicor 0 0
Se parvus 1,4 0,24
3. rogeochroioscnugs 0 G
S. burpurascens O 0
S. scabies 1,3 0,23
S. vinaceus 1,6 0,20
S. banaghiensis 1,9 C,33

Adn cuendo la invencidn se ha descrito en rela—
cién con modalidades especiiicas de la misan, quedard con-
vrendido que es czpaz de modificzeidn adicional v esta so-
licitud se destina a amparar cualesculora de lag variacilo-
nes, usog, o adavtaciones de la invencidn, sisuiendo nor
lo general los principios de la invoeucidn, ¢ incluycndo
tales desviaciones de la exposicidn prosembe, gue cueden
dentro de la gprdctica conocida o acosthuwibrads cn el arie,
al cual se rclaciona la invencidn y tal 7 coso pucicn anli-
carse a las partiecularidedes egenciales dadasg a conocer
en lo gque antecede, y guedando dentro del alcance de la

invencidn y de los limites de las cldusulas anexas.

360661
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REIVINDICACIONES

Sttt s e 1 e o it G -8 i i et B0
e e e

Los puntos de invencidn, propia y nueva,
que se presentan para que sean objeto de esta solicitud
de Patente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios,son
los siguientes:

l.- Un método para producir una prepara-
cidn de isomerasa de glucosa que incluye actividad de en-
zime extracelular por cria de microorganismos, caracteri-
zado por desarrollar microorganismos, en un medio que con-
tiene xilosa y/0 wun material que suministre xilosa de una

especie particular de Strepbomyces capaz de producir dicha

isomerass de glucosa extracelular y usar el producto de
cultivo asi{ producido, como un todo o después de la prepa—
racidn de las células y/o partes de células, como prepara-
cion de enzima formada por dicho microorganismo.

2.~ El método segin le reivindicacidn 1,
caracterizado por desarrollar el microorganismo de la es=-
pecie de Streptomyces en un medio de cultivo que contiene
una mezela de almiddén y xilosa y/o0 un material que suminis-
tra la xilosa, como fuente de carbono.

3.~ El método seglin las reivindlcaciones
1 6 2, caracterizado porque el material que suministra la
xilosa es hidrolizado de xilan.

4.~ El método segin las reivindicacion-
nes 1, 2 ¥ 3, caracterizado por utilizar un medio de cul-
tivo que incluye licor de maiz macerado.

5.~ El método segin cuslqulera de las

reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por cultivar la

s 300N
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especie de Streptomyces a un valor de pH dentro de la es-

cala de aprorimadomente 7 a aproximedamente 9 y a una tem-
peratura dentro de la escala de aproximadamente 202 C. a
aproximadamente 402C.

6.~ El método segin las reivindicaciones
1l a 4, cargcterizado por utilizar el microorganismo Stirep-
tomyces venezuelae ATCC No. 21113 $ Streptomyces olivochro-

mogenes ATCC No. 21114.

7.- Un método para producir una prepara-
cibén de isomerasa de glucoss.

Tal y como se ha descrito en la Memoria
que antecede, y para los fines que se han especificado.

La presente Memoria consta de ventinueve

hojas escritas a méquina por una sola cara

Madrid,

'16 L.'i!." e

P.A.
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