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cedimiento mejorado para cultivar miciroorganismos clasifi-

cen glucosa isonerasa,

Wilkins Company.

- rado, hasta cierto punto, mezclando la glucosa o el jarabe

" plicados. Se ha reconocido que, si durante la produccidn de

~cidn del alwiddn en fructosa, se obtiene un jarabe de maiz

fosa calentando une solucidn de glucosa en presencia de un

2

—
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-Bete invento se reficre a un procedimiento mejorado

para cultivar microorganismos que preducen glucoga isomora-

ga. Bn particular, ¢l presente invento se refiere a un pro-

_éados como pertenecientes al género Sireptoumyces que produ-f

Pare los fines de este invewnto, el sistema wiiliza-~

to es el sistema de-clasificacidn propuesto por el Dr, S.A.

Waksman_en The Actinomvcetegz, Vol. 2, 1861, Williams and

:La'aplicacién principal de la glucosa y de los jara—
bes.dé maiz que contienep gluooéa se encuentra en la trans-
formacidn de elimentos, por ejemplo en las industrias del
horpeado,4bebidas;donservas y confiteria, para comunicar
duizura,,cue:po o para regular el crecimiento.de cristales.
Sin gmbargo, debido a que la glucosa carece inhérentemente
de.un‘alto grado de- dulzurs y tiene un sapor relativameute

Blando, sus aplicaciones estdn algo limitadas. Esto es supe

de maiz con sacarosa o con jarabes invertidos para aumentar
la dulzura total, Esto no ha resultado toialumente satislac—

torio, debido a los factores econdmicog y de obro tipo im-
jarabes de maiz, puede convertirse una importante propor-
que es suficientewente dulce para satigfacer otros fines

adicionales.

Se sabe que la glucosa puede ser convertidse en fruc—

~do para clasificar los microorganismos de este procedimien-

i
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a mejorar la isouwerizacién alcelina de la glucosa, por ejeit
_plo las patentes estadounidenses 2.354.664 y 2.746.889 perd,

-que nosotros sepamos, ninguna ha sido explotade comercial-

"y, como el microorzanismo Pseudoronas hydrophils requiere

catalizador alcalino. Ei producto isémcriéa&5>dé es
ceso estd. generalmente muy coloreado y oontiene sustancias
ademds de la fructosa y de la glucosa que son objetables y
que comunican sabores secundarios indeseables. Se hap'con—

cedido patentes sobre procedimientos que cstdn dirigidos

mente debido, probgblemente, a8 su elevado costo de opera-
cién y & la calidad relativamente mala del producto.
Asimisuo, se descerden en diversas publicaciones los
procedimnientos enzimdticos para convertir la glucosa de los
Jjarabes que la contienen en fructosa. Por ejemplo, cn un‘
articnlo aparecido en Science, Vol. 125, pdg. 648549
(1957) se describe un procedimiento para convertir le glu-
cosa en fructosa mediante un enzima derivado de Pgeudomonas
hydrophila. De acuerdo con este articulo, péra 6btener glu

cosa isomerasa & partir de Pseudomonas hydrophila, el mi~

croorganismo debe ser cultivado en presencia de uvna fuente
de carbone compuesta principalumente por D—ﬁilosa. Ta D-xilo]
sa deriva del xilano, que es el polisacdrido mis abundante
en el grupo de la hemicelulosa, por hidrdlisis deida o

enzimditica. La D-xilosa es un material relativamente caro

este hidrato de carbono como substrato para producir gluco-

sa isomerasa, se encuentran inconvenientes evidentes asocia
dos.a este proceso. Asimismo, en este -procedimiento, para ”
obtener. unos rendimientos adecundos de fructosa, debe en~
contrarse presente durante la isoumerizacidn un sistema re-

gulador que contenga un arseniato o un fluoruro. Estos sis-
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" nales. Por ejemplo, el cultive de los microorganismos para

~guerlir un tiempo indeseablomente prolongado‘y/b los rendi-

mientos de la glucose isomerasa derivads del microorganis—

- bias sumergides, encontrdndose pregente por 1o menos en una

~te suspendible en un medio acuoso mediante una agitacidn
condiciones sercbias) o es coloidalpente suspendible en un

‘que no es conmpletamente asinilado por los microorganismos

temas reguladores representan un posible peligro pare ls

salud si no son eliminados completamehte en la refinecidn
poéterior del jérabe. Muchos de los procedimientos descri-
tos en otras publicaciones presentan inconvenientes adicio-

]

formar cantidades adecvadas de glucoge isomerasa puede Ire=

mo pueden ser tan bajos que los procesos resulten careuntes
de atractive comercial. '

. Txiste 1a necesidad de.un método econdmico ¥ conve-
niénte'pafa-oﬁtener glucose lsomerasa & partir de un micro-
orgamismo del género Strggtomvce . '

De acuerdo con el presente invento, proporeionancs

un procedimiento de desarrollo de un cultivo de microorga-

nismos del género Sireptomyces gue tiencn la capacidad de
asimilar el xilano para producir glucosa isomerasa, cuyo
procediniento consiste en cultivar los microorganiswmos por

etapas en un nedio nutrititivo acuoso en condiclones aero-

de las etapas iniciales del crecimiento una pequefia cantida
de un material no nubtritivo acuoso dispersable que induce
al microorganismo & crecer en forma filamentosa.

El término "no nutritive, acuoso dispersable" en el

sentido wtilizedo aquf define a un material que es fdeilmen;
suave (la agitecion normalmente requerida pars proporcioner

medio acuogo y no es asimilado por los microorganismos o
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~xilosa, glucosa y frucvoss dbajo ciertas condiciones ¥y pro-
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gurante el creciniento de los mismos.

Aundue los nmicroorganisnos uL11¢Aados en el proce-~
dimiento del presente invento se caracterizan por tener

la capacidad de asimilar el xilano para producir glucosa

isomerase, también asimilarén otros muchos nidratos de card

Y

bono para producir glucosa isomerasa. Por ejemplo, asimilax

ducen glucosa isomerasa. La caracterizacidn de los micioe—

organisnos cono poseedores de la capacidad de asimilar xilg

no para producir glucosa isomerase se utiliza solamenie pad
ra los fines del presente invento con objeto de diferenciar
estos microorganismos de otros que tembién pueden producir
glucosa isomerasa, pero que no lo hacen agi cuando la fuen-
te.pringipal de carbono es un xilano. .

Los xilanos son los polisacdridos mds abundantes
en'él grupo de la hemicelulosa. Aparecen précticamente en
todas las plantes terrenas y en algunas algas marinas. Pre-
sentan la ndxima abundarcia en los cultivos anuales, espe-
01almenbe en los residuos agricolas como tusas de waiz,
cafias de maiz y cdecaras y tallos de gramineas, en los que
se encuentran en cantidqdes gue oscilan entre 15 y 30 %.en
peso. También las maderas duras contienen importantes can-
tidades de xilenos, por eﬁemplo del orden de 20 a 25 %. De-
bido & que los xilanos son asequibles fdecil y scondmicaren-
te, una realizacidn preferida del prescnte invento es aque-
1la en le que el substrato principel utilizado para cultive
los'microorganismos en gran escala es un material que con-
tiene xilano, como el galvado de trigo. |

En los procedimientos comercilales para le prouagas—

cion de microorganisnos, frecuentemente es conveniente pro-

i
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tivo inelinado en un medio nuiritivo previamente esterilie|
- zado, contenido normmlumente en un matras sacudido. En el
,matréz se estimula el crecimiento de los microorganismos
_por diversos nedlos, V.gZ. sacudiéndolo para su-aireacidn y

-manteniendo una emperqtura adecuada. Egta Tase o etapa se

Avolémenes igvales o mayores del medio nutritivo. Bstas etaq

" ficas, grado de aireacidn, teuperatvra y el mantenimiento

: ’ -5 -
ceder por etapas. IEstas ebapas 3ucden ger poc“s o) muchas,»
dependiendo de la naturaleza del'proceso y de las cavac—

teristicas de los microorganismos. Normnlmente, la progra-

macidn se inicis inoculando esporas procedentes de un cule

repite una o mis veces en matraces o vagijas que contienen

pas pteden ser denoninadas convenientenente etapas de desa-
rrollo del cultivo. Los mlcroorganlsmos procedentes de la

Ulting etapa de desarrollo, con 0 sin el medio de cultivo

que les acompsiia, se introducen o inoculan en un ferLenta~
dor a grén escala pars producir canbidades comerciales de

los microorganismos o0 de sus gubproductos,

_ Tas razones para cultivar log microorgenismos en
etapas son mﬁltlnles, pero dependen fundal nualuente de lag
oondiciones necesarias pare el crecimiento de los microor-
gahismos y/o para la produccidn de subproductos de los mis-
mos. Bstas condiciones son la estabilidad de los microorga~

nismos, agentes nutritivos apropiados, pH, relaciones osmnd-
? . H

de unas condiciones de cultivo puras durante la fernentas-.
4 0 - . . 4 0} -
cion. Por ejemplo, para obtener rendimientos maximos de en—
zimas, es posible que las condiciones de feruentacidn en la
etapa final tengan que ser algo diferentes de las practica-~
das para obtener el crecimiento dptimo de los microorganis-

mos en las etapas de desarrollo del cultivo. Tambidn el ran
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~ necesario un periodo de tiempo relativanente largo para coil

. sus subproductos. Natuialuenive, esto aumenta la posibili~

dad de contaminacidn del medio y de mutacidn de los micro-

“eidn con los wtilizedos cvando la fermentacidn se realiza

o o Ly
. - — -
v
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tenimiento de la puresza del nedio es una congideracidn de

T L)

b eivee ez B

extraordinaria imporiancia, especialusnte cuando. la fermen-
tacidn se realize en condieciones aerobias. Si la fermente-

cidn se indcia al principio en un feruentador grande, serd

gogulr un rendimiento apreciable de microorganisros v/o0 de

organismos. Ademes, las necesidades de energla pare agitar

¥y mantener la temporatura del medio son grendes en comparo-

en etapes.
Un ejemplo de un microorganismo preferido utilizado
en el procedimiento del presente invento ha sido identifice=

do como Slbreptomyces wednorengis ATCC 2117%. La identifica-

cidn del microorganisso como Strevtomyces wedmorensis se
basd en un estudio taxondmico. Los resulitados de este eg~
tudio se encuentran a continuscidn.

Caracteristicas principales

1. Hicelios adreos - abundantes, de color gris & gris in-
tenso,

2. Morfologia de los micelios aéreos — esporoforos linea-
less caporas ovales,

3. Pigmento de melanina -~ negativo.
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-8 -

Propiedodes de culiivo

Cultivo . Pigumento
liedios IMesliog adreos sumerzido solunle

Agar nutritivo . Gris claro a Amprillo a Firguno|
gria intenso narenje
5Aﬂar de Encrson Blanco cambian- Amarillo a Hinguno
te a gris ratén naranja
Agar .glucosa~patata  Gris - -
Trozos de patata - Blanco Gris, arru Ninguno
. gado .

Agar sacarosa-nitrato Grisrdtdn., con Gris & aza Ninguno
‘ borues blancos  rillento

Propledades fisioldzicas v bloqulmlca

" 4. Reduccidn de nitrato: positivo.

ces eptd identiiicado como ATCC 21176.

" Unas pegueflas centidades de estos materisles mejoran el

~ce micelios que son filamentosos. En algunos casos, segin

1. Gelatina: lenta licuefsccidn; sin micelios aéreos.

2, Leche: creclmlnnto verdoso; lente coagulacidn y pepionis
zacidn.

3. Almiddn: hidrdlisis moderada.

5. Produccién de HoS: negativo.

Otro microorganismo adecuado del género Streplbomy~

En el procedimiento del prevente invento, se propor-
cions una cantidad adecuada de raterial no nutritivo, acuo-
80 ulspersable, en una o mds etapas del desarrollo del oul-
tivo. Son ilugtrativos de materiales dispersables adecuados

el agar, la carboximetilcelulosa y la tlerra de diatomeas.

crecimiento del micfoorgqnismo asi como el rendimiento de
gluoosn isomerasa obtenide a partir del mismo.

fa presencia de los materiales no nuurltivos, acuo-
sos dispersables, durante el crecimiento de los microorga

nismos en condiciones de cultivo sumergidas serobias produ-
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el tipo de material no nwiritivo utiiizado} pueden encori~
trarse presentes, junto con los miceiios.de forma filanmen—
toéa, una pequefia proporcién de micslios en forma de masas
esféricas o grdnulos cilindricos compactos. Cuando 6508
materiales no se encuenbran presentes, los micelios produ-
cidos se encuentran en gran parte en forma de msas es{érid
casg cbmpactas 0 grénulos cilindricos. Se prefiere el creci-
niento de tipo filamentoso porgue los micelios estén dispe:
sados con mayor uniformidad a través del medio nutritive
durante la fexmentécién ¥y por lo tanto, estdn mds expues~
tos a la accidn de los agentes nutritivos y del oxigeno.
Por lo tanto, debido al crecimiento de tipo filamentoso,
los microorganismos crecen uniforme y réapidamente. Igualmey
te, cuando posteriormente se inocula en un medio de cultivg
un inoculum de los microorganismos gque presentan la carac—
teristica de crecimiento filamentoso, se produce un creci-
miento rapido en oposicion con el lento crecimiento asocia-
do con los microorgamismos que se encuentran en forma de
masas esféricas o cilindricas compactas.

La glucose isomerasa es producida f&ndamantalmente
en el interior de la célula por los microorganismos espe-

cificamente identificados mds asrribva (Streptomvces wedrio-

rensis ATCC 21175 y Streptomyces ATCC 21176). Ia glucosz

isomerasa puede ser separade de las células mediante un brg

tamiento sdnico en un medio acuoso y separando las ceélulas

.

por filtracidn. El filtrado que contiene glucosa isomcras
puede ser utilizado para isomerizar glucosa en un. jarabe

que la contenga. Sin embargo, en la prdctica comercial, ec
econdmicauente indeseable utilizar un procedimiento tan cog

toso. Bn el método preferido del presente invento, las cé-
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rectamente para izomerizar ls. glucosa. Junio con lag célu=—
dad enzimdtica del caldo producido por el método del pre-
“de 25 a 60 unidades de glucoga isomerasa por nililitro de

lasg para conseguir el grado deseado de isomerizacidn que

- extrafias proporcioman cenizas y provocan la aparicidn de

pueden variar entre amplios limites, por ejemplo, en el

~10 -

378525 [l

lulas se separan del caldo fermentaﬂé ¥y se utili zon di=

1as, taubién se separan moterias extrafias. Como la activi-
sente invento es desusadamente alta, por ejemplo del orden|
caldo, son necesarias unas cantidades menores de las célu~

las que serian requeridas si la actividad enz imablca del

caldo fuera mds baja. Por consiguiente; como los matérias

color énrel jarabe isomerizado, es ventajoso producir cé~
lulas que posean una actividad de glucosa isomerasa extraol
dinariamente elevada.

Ias cantidedes de los materiales no nutritivos,

acuosos digpersables, incorporados gl medio de fermentacié$

caso del agar, se prefiere entre 0,05 y 0,25 % aproximade-
mente y todavia mejor alrededor del 0,2 %, En el caso de
ls cerboximetilcelulosa, por ejemplo el t¢po comercializadg
por.HQrculeé'Powder Company bajo el nombre coumercial CHKC
%HP, las cantidedes preferidss oscilan aproximadanente en-—
tre 0,1 ¥ 2,0 % y todavia mejor son del orden de 0,5 oo
Con objeto de describir mds claremente la nmaturale-
za del presente invénto, a continuacidn se inciuyen algunos

-\.

eJemplog especificos. Ko obstante, debe entenderse que esg-
to se hace solamente a titulo de ejenplo ¥y no se pretende
delinear el aleance del invento ni limitar el dmbito de
las reivindicaciones del apéndice. En los ejemplos y a lo

largo de esta memoria, se ubilizan los porcentajes para
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referirse al tanbto por clento en peso y estdn calculados

sobre el peso del medio nubritivo, o caldo, salvo indica-
cidn en contrario

En este caso, la determinccidn de la actividad de
glucose isomerasa de la preparacidén enzirdiica se basa en
une. modificacidn del método de la cisteina~carbazol de

Dische y Borenfreund que aparecid. . en el Journal of Biolo~

gical Cheaistry, Vol. 192 pag.. 583 (1951). Este mélodo se

rpouc en prdctica de le sigulente forums:

de reaccidn hasta 3 aproximadanentie con una solueidn al

Una porcidn del caldo de fermentacidn que contiene
glucosa isoncrase y prdcticanente nada de material celular
se ;ncuba a un pH de 7,5 y una tenperatura de 7006 en un

medio acuoso gue contiene los signientes ingredientes:

Glucosa 0,14
Ha,HPO, 0,05 I
W80, « T1,0 0,005 M

Tfanwcurrxda 1 hora, se reduce el pl de la mezcla

5 % en peso de dcido perclérico, con objeto de inactivar
la glucose isomerasa. Se introducen en un tubo de ensayo

1 ml de la mezcla de reaceibn, 0,2 ml de ung solucidn al
0,2 ¢ de hidrocloruro de cisteiné, 5 wl de una solucidn al
75 % en volumen de HyS04 y 0,15 ml de carbazol al 0,12 %
en solucidn alcohdlica, se mezcla y el btubo de ensayo se
introduce en un bhafio de agua mantenido a 60%. Transcurri—
dos 10 minutos, se retira el tubo de ensayo del bafio y se
enfria rdpidanente e la temperatura ambiente. Se mide la
adsorcién de la luz de la solucidn a 560 mp y se determina
el contenido de fructosa de la muestra. Un miligramo de

fruetosa equivale a una unidad de isomerasa. Se realizan

x
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- una paquefis, cantidad de un material no nutrltlvo, acuoso
_ dispersable, en uns de las etapas de desarrollo del cultim~|

- Yo de Streptom; es wadnorsnsis ATCC 2117%5.

de malta, 2 % de ager y el resto de azua desionizadas. El

de tubos inclinados. Estos Ltimos se inoculan con Strgp-

ganisio.

“cultivo inclinado anterior, se mantisne el matraz a 30°C

~12
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unes pruehas en blanco apropladas para compensar las ceto-

sas presentes-en le preparacidn ensimdtica y las formadas

por isomerizacidn alcalina.
BJEMPLO 1 A i

Este ojemplo ilustra el efecto de la presencia de

-Desarrollo en tubo inelinado

Se prepara un medio de culbivo constituldo por 0,4%

de xilosa, 0,4 % de extracto de levadura, 1 % de extracto

pH se ajusta a 7,3 con MaOH. Este medio se esteriliza en

auntoclave durante 20 minutos s 121°% y se dispone en forma

tomyces wedmorensis ATCC 21175 y se incuban durante 5 dias

a 30°C, Se produce una esporulacidn uniforme del:-microor-

Etapas de de sarrollo del cultivo

}___pa A. Se prepara un nedio de cultivo 8cU080, agq%
tado a pH 7, conteniendo 1 % de xilosa, 1 % de pepbona,
1 % de extracto de levadura, 0,1 % de Hgso4.7HéO, 0,3.%
de KoHPO, y 0,1 % de agar. El medio, a excepcibn de la Xi-
losa, se esteriliza en autoclave durante 30 minutos‘a
121°¢, Ia xilosa es.es%erilizada antes de su inﬁorporacién

al medio. Un natraz conteniendo 150 ml del medio se inocu-

la con esporas procedente de 1a etapa de dessrrollo del

¥y se agita durante 48 horas a 180 r.p.m., con objeto de

proporcionar unas condiciones de cultivo aerobias. Log mi-
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- ‘baciones posteriores, solamente se producen pequeiics can-

‘ajustado a un pH de 7, conteniendo 3 % de salvado de tri-

~13 ~

378525

celios obtenidon después de 48 horas son fi

g
]

ezvan exentos del crecimiento del tipo csférico. Por el
contrario, cuando esta fermentacion se realiza en ausencie

de agzar, se produce un crecimiento ée tipo esférico. Cuan-

‘4o se utiliza el crecimiento de tipo euférico en lag fermep

tidedes de glucosa Lsanerass.

,: Etang B. Se prepara un medio de cultivo acuoso,

go nolido hasta atravesar un tamiz de 28 mallas segun las
normas estadounidenses, 1 % de peptona, 1 % de extracto de
levadura, 0,1 % de Mg50,.THy0 y 0,024 % de CoClpl6Hy0. Es-
te nedio se esteriliza en autoclave durante 90 minutos a
1219C. Un matraz de 2 litros conteniendo 800 ml del medio,
se inocula con 20 mililitros del desarrollo de culbivo
Etapa 4. Bl matraz se mantiene a 30°C y se agita durante
48 horas a 180 r.pom., con objeto de proporcionar condicio
nes de cultivo aerobias. Los micelios obtenidos después

de 48 horas son filamentosos y esldn exentos de creéimieﬂt

del tipo esférico.

Etapa de fermentacidn final (Etapa comercial)

Se prepars un mediq acuogo ajustado a pH T que con-
tiene 4 % de licor de infusidn de mafz (29° BE ), 4 % de
salvado de trigo molido hasta atravesar un tewiz de 28
mallas segin las normas estadounidenses, 0,024 % de
CoClE.SHZO. Bste nedio se esteriliza en zutoclave durante
45 minutos a 121°C. Bl medio fermentado de la Btapa B se
inocula en un fermentador de acero inoxideble que contiene
25 litros de este medio, El feruentador estd provisto de

propulsores para agitar el medio, una Ffuente de aire esté-

)

b
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ril y un gistena de control de la temperatura. Bl fermei

. menomdtrica de 10 psi (0,7 kg/om®). Dospués de wa biempo
. de Termentacidn de 48 horas, se obtienen 43 unidades de

. glucosa isomerase por mililitro de medio fermentado.

- pequelia cantided de un materiel no nutritivo, acuoso dig-
'd¢mlenbo de glucosa 1gomeraua e partir del misno.

‘una Dequena cantidad de varlos mabteriales no nutrifivos,
acu sos dispersebles, cn dos de las etapas de desarrollo

"del culdivo de Streptomyces wedmorensis ATCC 21175.

MgSO4.7H20, 0,024 % de CoClyo.6H,0. EL medio, & excepeidn

Ltador se mantiene a una tenperatura de 30°C ¥y se introdu~
ce un volumen de aire emtéril por cads volumen de medio y

por minuto, EL fermentador se mentilene bzjo una presidn

De lo anterior se deduce gque la nragencia ds una

persable, aumenta considerablemente el crecimiento Ge

Streptomyces wednorensis ATCC 21175 y el consigulente ren-

TJLFPLO 2

" Eate ejemplo ilustra el efecto de la preeencia ae

Biapas de desarrollo del cultivo

Etana A. Se prepara un medic de cultivo acuoso,
ajustado a pH 7 con NaOH, conteniendo 1 % de xilosa, 1 %

de peptona, 1 % de exiracto de levadura, 0,1 % de
per ’ 7 Vs

de la xilosa, es esterilizado en autoclave durante 30 mi-
nutos a 121°C, La xilosa es esteriliszada antes de su in-

corporacion al medié. Se inoculan 5 matraces de 2 litros,
contenlendo cada uno de ellos 800 ml. de este medio de cul~
thO, con 20 ml del ue«arr011o e cultivo Itapa A del Ejen
plo 1.-Se incorporan o los antraces diversas cantidades de
materiales no nutritivos, acuosos dispersables. Después de

la fermentacid baJo las condiciones deseritas en el BEjemd
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se determinan las actividades de gluoosa isomerasa

plo 1,
de las preparaciones y el tipo de crecimiento observado.

‘ Etapa B, Unos inoculums procedentes de estas fer-
mentacicnes se incorporan a un medio como el descrito in-
mediatamente antes y .se feruentan en los condiciones des-~
critas en el Ejemplo 1., Se determina la actividad de las

preparacioncs y el tipo de crecimiento observado. Los re~

sultados de este ejemplo se encuentran en la sigulente

¥ ranufacturado por Johns-~lanville (tierra de diatomeas)

&k 310

Tok Tanuracturado por Brown Company (una celulosa de madera

altamente purlflcada).

nufacturade per Hercules Powder Co., (CMC THP)

- tabla.
TABLA T
Materiales  Desarrollo del cultivo Desarrollo del cultivo
no outriti Btapa A Ltana B
V09, acuo- Actividad de Actividad ad
sos disper glucosg i glucosa iso
sanles Crecimiento merasa/ul Crecimiento _meras /m]
agar al Pilanen— 27 Filanen— 29
0,2 % $0s0 : $080 '
1 HYFLO Svncp- Filamen— 20 Filanen- 23

Cel al 4% % tfoso fos0
carvoximetil Iilamen- 24 Iilanen~ 22
c»lv@oua al toso tos0
0,5 % pi 9o
almidén ge~ Iilanen~ 20 Filamento- 11
latmn:zado toso con al S0 con al-
al 6 ¢ gunas nasas gunas nasas

esféricas .eaicr¢ca~

compactas compactas
SOLKA Plg Filamento— 18 Pilanento~ 17

.la1 0,8% "S0 con al- s0 con al-

buﬂ.‘ls na.sas gunau nesas

esféricas esféricas

compactas compuctag
Control magas esféri 6 mases esféri~ 9
(ninguno) cag conpactes cas compactas
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anteriores, para isomerizar la glucooa a fructosa en una

" solucidn que contiene glucosa.

- acgran éscala se incorporan unes cantidades adecuadas
- de dinoculum procedente de -una etapa de desarrollo de cul-
‘sumergidas, en ausencia de material no nutritivo, acuoso

del ”‘ltro ooqblene alrededor de.80 unidades de glucosa

“Omer'a a pO_. gramo.

BIEMPLO 3
.« Bste ejemplo ilustra el ugo de glucose isomerasa,

producida a partir de los microorganismos cultivados de

gcuerdo con Llog procedimientos descritos en los ejewmplos
A un nmedio de culbtivo contenido en un fermentador

tivo de uwno de Log ejemplos anteriores. la fermentacidn

de log microorganisnos se realiza en condicioness aerobias

dispersable, como se describe en ls Etapa de Permentocidn
Final del Bjemplo 1. I L caldo se filtra a trevés de un
filtxro de tambor rotatorio a vacio, previamente recublerto

'con Dicalite CP-150 (Great Iakes Carbon Corp.). Ia torta

A un jarabe que contiene glucosa (90 D.E. y 299
Be ) se afiade MﬁSO4.7H20 en cantidad suflclente para obtew
ner una concentracién molar de 0,005 M y GoClz.GHQO en can:
$idad sufieiendie para obtensr una concentracidn molar de
0,001. EL pH de esta solucidén que contiene glucosa se ajusd
ta a.6,5 y se agreg torta del £iltro que contiene la glu~
coga en cantidad suficiente para obtener wn nivel de dosis
dé_15 unidades de glucosza isomerasa por gramo de glucoza.
Ia solucién se mantiene a una temperatura de 70°C ¥y al pH
anbes indicado, Transcurridas 72 horas, se filtra el jars-

be y se refira. El andlisis del jarabe da alrededor del

38 % de fructosa y alrededor'ael 43 % de glucosa, estando
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basados los porcentdjes sobre los sdlidos presentes.,

Los términos y expresiones qué han sido empleadosn
se han utilizado cowo términocs de deseripeion y no de li-
witacidn y no se pretende en el uso de estos btéruinog y
‘expreciones excluir ninglin equivalente de las caracterig—
ticas mostradas y descritas o parte de las mismas,'ya
que ée admite que son'posibleé varias modificociones den—
tro del aloance de la invencidn reivindicada.

En resunen,-la Patente de Invencidn que se solici-

ta deberd recaer sobre las siguientes:
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rasa, estando caracterizado dicho procedimiento por cultbi-. .

- var los microorganismos en etapas en un medio nutritivo

. presente por lo menos en upa de las elapas de crecimiento
- inicimles una pequelia cantidad de un material no nutritivy

acuogo dispersable, que induce el crecimiento de los mi-

e

~pérsable.

resente en las dos primeras etapas de crecimiento’una pe-
I ‘ 2

8-
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REIVINDICACTIONES

1. Un procedimiento de dessrrollo del cultivo de

microorganismos del género Streptomycas gue tienen la ca~

pacidad de asimilar el xilano para producir glucosa isome-

acuoso, en condiciones aerobies sumergidas, encontréndose

croorgenismos en forma filamertosa.’

e, Un procedimiento de desarrollo de cultivo se-
fin ia Reivindicacidn 1, caracterizado porque en la pri=
mera etapa de crecimiento se encuentrae presente'una pe=

queila cantidad de un material ro mutritivo, acuoso dig-

3. Un procedimiento de desarrollo de cultivo segin

las Reivindicaciones 1 & 2, carecterizado por encontrarse

quefla cantidad de un materisl no nutfitivo, acuoso disper-
sable. .

4, .Un procedimiento de desarrollo de cultivo se-
gin cvalquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, carccherizo—
do porque los microorganismos son Strevbomvees wedmorsnsis

ATGC 29175 o Streptomyees ATCC 21176.

Se Uﬁ prodedimiento de desarrollo de cultivo se-
gun cualguiera de las Reivindicaciones 1 a 4, caracteri-
zado porque el meborisl no nubritivo es apar.

6.7 Un procedimiénto de desarrollo de cultivo

segin la Reivindicacidn 5, carmcterizado porque la cambi-~

GO,
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daed de agar presehte en el medio nutritivo estd compren-
dide entre 0,05 % y 0,25 % en peso, aproximadamente, de
preferencis alrededor del 0,2 % en peso, caleﬁlado sobre
el peso del medio nutritivo. »
| 7. Un procedimﬁento de desarrollo de cultivo se-
gin éualquiera de las Reivindicaciones 1 & 4, carecteriza
do porque el material no nutritivo es carboximetileelulo~
88, . '
' 8. Un procedimiento de desarrollo de cultivo se-
gin la Reivindicacidén 7, caracterizadd‘porque'la cantidad
de carboximetilcelulosa presente en el medio nutritivo
eutd comprendidaAaproximadamente éntfe 0,1y 2,0 % en pe-
80, calculado sobre el peso del medio nutritivo.

9. Un procedimiento derdegarrolldide cultivo se-
gin cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4, caracteri-
zado porque el material no nutritivo es tierra de diato-
meas y la cantidad presente es alrededor del 4 % eh‘peso,

calculado soﬁre el peso del medio nutritivo. . )
10. Se reivindica por Ultimo, como objeto sobre el

que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
UN PROCEDIMIENTO DE DESARROLIO DEL CULTIVO DE MOCROORGANIS-
MOS DEL GENERO STREPTOMYCES QUE TIENEN LA CAPACIDAD DE ASI-
MILAR EL XILANO FARA PRODUCIR GLUCOSA ISONERASA".
Todo conforme quedaAdescrito y reivindicado en la pre-
ente memoria descriptiva, que cbnsta de diecinueve paginas

mecanografiadas. ,
Madrid, 13 Abril de 1.970

BERNARDO UNGRIA
P.p.




	Bibliographic data
	Description
	Claims



