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Este invento se refiere a un procedimiento mejora—

do para la produccidn de giucosa isomerasa,., Bn particular,
el presente invenic se refiere a un procedimiento mejorado

para la produccidn de glucosa isonmerasa a partir de -miero-—

- Streptomyces.

- zado -para identificar el microorganisuo del presente proce- -

dimiento es el sistema de clasificacidn propuesto por el

Williems snd Willkins Company.

“del horneado, bebidas, conservas y confiteria, para propor-

"y de otro tipo implicados. Se ha admitido que si durante la)

- fructosa calentando una solucidn de glucosa en presencia de

Para los fines- de este invento, el sigtema utili-

Dr. S.A, VWaksman en The Actinomycetes, Vol. 2, 1961,

 La aplicacidn principal de la glucosa y de los ja-
rabes de maiz gue contienen glucosa se encuentra en la

transformacién de alimentos, por ejemplo en las indusirias

cidnér dulzura, cuerpo o para regular el crecimiento de los
eristales. Cowmo la glucosa carece inherentemente de un al-
‘to grado de dulzura y tiene un sabor relativamente blando,
dus aplicaciones se encuentran algo limitadas. Bisto ha si-
do superado, haste cierto punto, mezclando la glucosa o el
jarabe de malz con’sacarosa 0 con jarabes invertidos para
aumentar la. dulzura total. Pero esto no ha resultado ser

totalmente setisfactorio, debido a los factores econdmicos

produccidén de los jafabes de waiz y de otros jafabes que
céntienen giucosa, pudiere convertirge en fructosa una pro-
poréién importante del almiddn, se obtendrian jarabes guli-
cientemente dulces para satisfacer otros fines adicionales.

Eg sabido que la glucosa puede ser convertida en
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gidos s mejorer la isomerizacidn alcalina de -la glucosa,

la del producto.

" mdtica de los xilancs. Los xilanos son los polisacaridos
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un catalirador alcalino. EL nroducto isomerizado de este

.

proceso es generalmente nuy coloreodo y contisne sustan—
cias ademds de la fructosa 'y de la glucosa que son objeta-
bles y que comunican sabores secunaarios Lnaemeablew.\se

han concedido vatentes sobre procedimientos que estdn diri-

por ejemplo las patentes estadounidenses 2.354.664 y
2.746.889 pero, que nosotros sepamos, ninguna ha sido pues+
ta en practica comerclalmente Gebldo probablemente & su

elevado costo de operacidén y a la calidad relaulvanentc e

Asimismo, diversaspublicaciones describen procedi-
miensos enzimdticos para convertir la glucosa de los jara-
bes que la contienen en fructosa. Por ejenplo, en un arti-
culo aparecido en Science; Vol. 125, pdgs. 648649 (1957)
se describe un procedimiento para convertir la glucosa en

fructosa mediante un enzima derivado de Pseudomonas hydro-—

phila. Bsios microorganismos requieren como fuente de hi-
dratos de cariono D-zilosa purificéda. 0tros microorganis-
mos bacteriancs también requieren D-xilosa purificade colio
fuente de hidratos de carbono para producir glucosa isomeraf
s2. |

La D-xilosa se obtiene por h;droll is gcida o enzi-

mEs abundantes del grupo de la hemicelulosa. Aparecen prdc-
ticanmente en todas las plantas terresiresy en algunas elgas
marinas. Presentan la méxime abundancia en los cultivos

anuales, especiaimente en los residuos agricoles como tusas
de maiz, tallos de maiz, cascaras y tallos de gramineas,

en los que se encuentran en cantidades que oscilan entre
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cantidades ilmportantes de xilanos, por ejemplo en una pro-

Cximetilfurfural y dcido levulinico, que son tdxicos pare
. clertos microorganismos ¢ impiden la Tormacidén de glucosa

“igomerasae por log mismos. Para eliminar estos productos
g I

- carbono para los microorganismos bacterianos que producen

‘glucoss isomerasa, se requieren unos procedimientos de re-

15 y 30 % en peso: Asimismo, les maderas duras contlenen

poreidn del 20 al 25 %.

En la hidrdlisis deida de los xilanos, .se forman

.. varios productos de reaccidn, por ejemplo furfural, hidro-|

de reamccidn de los hidrolizados deidos con objeto de obte—

ner ‘D-xilosa, gque es una fuente adecuada de hidratos de

.

finacidn bastanie largos y costosos, como los tratamiéntos
coh’cafbono ¥ resinas cambiadoras de idn. -

De acuerdo con el presente invento, se proporciona
un'procedimiento para cultivar microorganismos del género

Streptonyces que producen glucosa isomerasa, cuyb‘prooedi~

‘gidas, encontrandose presenﬁe pox lo- menos en la etapa de
| Ga de un hidrolizado de wi material que contenga xilano.

| ™iidrolizado" significe un material que contiene xilano to-

gosacaridos y polisacdridos ademss de la D-xilosa,

miento consiste en cultivar los microorganismos en etapas

en un medio nutritivo acuoso en condiciones aerobias sumer-
crecimiento final une fuente de hidratos de carbono deriva-
Para los fines del presembe invento, el +érmino

tal o parcialwenie hidrolizado. Cuando el xilano estsd total
ménte hidrolizado, el hidrato de carbono principal presente
es la D-xilosa. En el caso en que el xilano esté solo par-
cialmente hidrolizado, también se encuentran presentes oli-

-

Los hidrolizados puesden ser producidos por teécnicas

i
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unas cdscaras de semillas de algoddén e incorporar a las

. peraturas, de las presiones y de la cantidad de acido uti-

.co de O,1Ia 0,5 My a temperaturas y presiones relativa-

to citaremos los hidrolizados dcidos de tusas de malz, sald

tran presentes en logs medios de crecimiento que cuando se

o, et . -2 =

bien conocidas. Por ejemplo, se puelen suspender en aguna

4

mignas unas canbidades de dcido sulfurico o clorhidrico suw
ficientes para hidrolizer una porcidn sustancial del xilaw
no dentro de un tiempo razonable., ELl tiempo requerido para|

hidrolizar el xilano dependerd, naturalmente, de las tem-
lizada. Por ejemplo, a una concentracidn de dcido sulfiri-

mente elevadas, el tiempo puede ser de 5 minutos solamente
mientras que a la presidn atmosférica puede ser necesario
un tiempo de hasta 6 horas. |

Como ejemplos de materiales que contienen Xilano

hidrolizado que pueden ser utilizados en este procedimien~

vado de trigo, cdscaras de'semilla de algoddén, paja, fibrog
de madera y fibras groseras procedentes de un prbeesotde
mqlienda en mojedo del meiz. También son adecuados los hi-
drolizedos preparados por hidrélisis de pulpa de madera
a temperaturas y presiones elevadaé.-El hidrolizado prefe-
rido es un hidrolizado dcido de céscaras de semilla de &l-
£0d6n.

La presencia de hidrolizados de materiales que con-
tienen xileno en’el medio nutritivo para el crecimiento del

microorganismo del género Streptomyces estimule la produc-

cidon de glucosa isomerasa, Por ejemplo, pueden obtenerse
mayores rendimientos o actividades mas altas de glucosa
isomerasa en unos tiempos de fermentacidn mis cortos cuandc

los hidrolizados de materiales conteniendo xilano se encuey




10

"18

20

25

30

ha sido hidrolizedo.

- do sujetos a procesos prolongados de reiinacidn necesarios
_para geparer los diversos productos de resaccidn, como fur-—
furel, hidroximetilfurfural y dcido levulinico; que son

normalmente téxicos para ciertos microorganismos bacteria~

- nmismos. Ta realizecidn mis preferida del presente invento

glucoda isomerass tlenen la capacidad de crecer en un ne-

es necesario someter los materiales que contienen xilano &

" uso en un nmedio nutritivo.

~egporas de un cultivo inclinado en un medio nubtritivo pree=

encuentra presente un material conteniendo xilano que no
Coustituye una realizacidn preferida del presente
invento el que los hidrolizados de los materiales que con-

‘tienen xilano utilizados en el medio nutritivo no hayan sif

nos o iampiden la formacidn de glucosa isomerasa por Los

consiste en que log hidrolizados de los materiales,que cons
tienen xilano no haysn gido'somefidos 8 los procesos de
refinacidén normales y que los hidrolizados hayan sido £il-
tradog simplemente péra separar logs m2teriales insolubles

de los mismos antes de ser incorporados al medio nutritivo,

Los microorganismos del género Streptomyces que producen

dio nutritivo gue contiene hidrolizados de xilano que no
han sido sometidos & refinacidn y producen glucosa-isomera—

sa. Bste descubrimiento proporciona el beneficio de que no.
costosos y prolongados procesos de refinacidn antes de su

En los proceﬁimientos coimereinles para ia PrOPaEa-
cién de micfoorganismos, es necesario proceder por etapas.
Estds etapas pueden ser pocas 0 muchas, segun la naturalezs
del‘procedimiento y las carac%eristicas de los microorzanis

mos. Normalmente, la propagacidn se inicia inoculando las
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~ ctapa se repite una o wds veces cn matraces o vasijas que
- conbienen volumenes izuales o mayores de medio nutritivo.

. Egtag etapas pueden ser denominadas convenlentemente cia-—

tes nutritivos adecuados, pH, relaclones osmébicas, grado

cesario un periodo de tiempo relativamente largo para con-

viamente egsterilizado, contenido normalmente en un matraz
sacudidor. EZn el matraz se estimula el crecimiento de los
rmicroorganismnos por diversos nedios, v.g. sacudiendo para

airear y manteniendo una temperatura adecuada. Esta fase o

pas'dé desarrollo del cultivo. Log microorganismos proce-
dentes de la dltimz etapa de desarréllo, ¢con ¢ sin el me-
dio de cultivo que los acompaiia, se introducen o inoculan
en wn feramentador a gran escala para producir cantidades
comerciales de Los wicroorgzanisnos o de sus subproductos.
Las razones para cultiver los microorganismos en
etapas son numérosas, pero dependen fundamentdlmente de
las condiciones neoesarias'para'el crecimientb de los ii=-
crbbrganismos y/o de la produceidn de sus subproductos.

Estas son la estabilidad de los microorganisros, 1os agen-

de aireacion, temperatura y mantenimiento de unes condi-
ciones de cultivo puras durante la fermentacién, Por e el
plo, para obtener los mdximos rendimientos de enzimas, puem
de ser necesario canmbiar algo las condiciones de fermenta~
cidn de la etapa final con respecto & las practicadas para
obtener el crecimiento dptimo de los microorganismoé en
las etapas de desarrollo del culbivos También es una cop-
sideraeién extraordinarianente importante el mantenimiento
de la pureza del nedio, especialuente cuando la ferwento-
cién se realiza en condiciones aerobias. Si la fermentacidn

. . 0 . [~ 4
e comienze injcialmente en wn fermentador grande, sela ne-
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seguir un rendimiento apreciable de microorganismos y/o

de sus subproductos. Haturalmente, egbo aumenta ls pogsi~
A p $ K 1

“do en el procedimiento del presente invento es el Strenbo-
. myces sp. ATCC 21175, Las Qaraoteristioas taxondnicas de
“egte microorganisno son las siguientes:

.CAﬁACTERISTICAS TAXONOMICAS DEL STREPROINCES 5P, ATCC 21175

10,

“A. Obgervaciones morfoldgicas Hedio de culbivo’
"1, Esporoforos espirales Agar extracto de levadura/
. 8e 3 a 6 vueltos; unos extracto de malia; agar ha

bilidad de contaminacidn del nedio y de mutscidn de los
microorganismos,

Un ¢jemplo de un microorganismo prefeibido utbilize—~

pocog esporoforos incom ring de avena; agar glice-
- pletos formando ganchos . rol/agparraginaj agar gli-
v lazos. : cerol/alunidon/glutamato;
’ agar exirscto de levadura,
glucosa; agar tirosina;
cagar sintetico glicexing;
agar malato cdleico/glice—
rinas agar patata nutriti-
va; trozos de patata.

2. 10 a 50 esporas en os- :
poroforos . woooon 4"

3. Micelio no fragmentable o " "

4. Superficie de las espo-
ras retorcida cuando se
observa en vn microsco-
pio electronico con un
aunento superior a 1000X; -
esporas redondas o lige-
raménte elipticas. : " " "

B, Color de la colonig

EL color mas representativo de lag esporas y micelilos
aéreos "en masa' sobre la superficie de las colonias
maduras es beige-marrdén o wmarrdn empoiiado, igual al co—
lor tah 3 ig en la rueda de colores de Tresner-3ackus.

C. Lado inverso de la colonia

Ringuna pigmentacién distintiva, Amarillo arisgceo o
pardo sobre agar extracto de leva@ura/extracto Ge naltea,
agar harina de avena y agar alnidon.
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ces es 1denb1flcado como ATCC 21176. Los cultivos de es-

-en el interior de lasrcélulas por los microorganismos iden

D, Colox en el nmedio

No se forms ninzun pigmento.

Be Utilizacidn de carbono

Se utilizan poara el crecimiento L-arabinosa, D-fructosa
I-inogsitol, D~man1bol, ragnose y D-xilosa. Lo créce en
sacarosa ni rafinosa,.

P. Otras propiedades fisioldgicas

Ll crecimiento es egtrictamente aerobio, mesofilico.

No hay crecimiento a 500C sobre agar e: cirgeto de leva-
-dura/extracto de malta, hAetividad nroteoLlcha pOMltl-
va sobre agar caseina de Gordon y Smith. Actividad dias
tatica positiva -sobre azar sales inorgdnicas/alumiddn.
Se producen compuestos voldtiles con olor a tierra o
moho durante el erecimiento activo del cultlvo en la ma
yor Darue de los nedios.

Otro microorganismo adecuado del gcnoro Strentomy-

tos organismos. pueden seér obtenidos en la_coleccion per-
manente de la American Type Culture Collectibn, {2301
Parklawn Drive, Rockville, Haryland, 20852,

La glucosa isomerasa se produce fundamentalmente

tificados especl amente mds arrive (Strentomvces sp.

ATCC 21175 ¥y Streptomyces ATCC 21176). Ia glucose isomera-

sa puede ser sgeparada de las célglas mediante un tratamien
to sénico en un medio acuoso y las éélulas separadaé por

filtraéidn. Bl filtrado gue contiene glucosa isomerasa pued
de ser utilizado para isomerizer la glucosa en los Jjarabes
de glucosfd. Sin embargo, en la practica comercial no es ec
némicamente convenilente utilizar un ﬁrocedimienio tan cog~
toso. En el método preferido del presente invento, las cée
lulas se separan del caldo fermentado y se utilizan direc—

tamonue pare isomerizar la glucosa. Junto con las célulag

se seperan también materias extraiias. Como la actividad

=

0

)
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‘gon nscesarizs unag cantidades de células menores que las
que se requeririan si la activided enzimdtica del caldo’
_fuera mds baja. Por consiguiente, como las materias extra-
-fiag forman cenizas y provocan el desarirollo de color en el
“jarabe isomerizado, es ventajoso proaucir‘células gue ten~—
- elevada.

0, se incorporan unas proporciones adccvadas de hidroliza-]
“en una de las etapas de crecimiento finales. Ta cantidad

tidad de hidrolizado siiadide serd la requerida para obte-

 her una concentracidn de xilosa en el medio nutritivo com-

miento de la glucosa isomerasd producida. Por lo tanto, de-

enziﬁética del caldo producido por ei mdtodo dol preseirbe
invento es desusadamente alta, por ejemploitan alta como
de 50 a 80 unidades de glucosa igomeraca por mililitro de

caldo, para consepuir el grado deseado de isomerizaecidn

gan una actividad de glucosa isomerass extraordinariamente
" En el procedimiento preferido del presente inven—
dog dcidos de materiales que contienen xileno por lo menos

de'hidrolizado agregada variara algo con las condiciones

en las que se realiza la fermentacidn. Tipicamente, la can

prendide enirq 0,25 y 5 % aproximadamente. 4 niveles mayo~
res de hidrolizedos no se obtienen nuevos beneficios. Ia
cantidad preferi&a de hidrolizado afiadida es la necesaria
para obtener ﬁna concentracién de xilosa del orden del 1 %,
Durente la fermentacidén se ha observado gue el cal
do tiene tendencia a sumentar de acidesz. Aunqué el desarro;
1lo de la écidez no es sustancialmente'parjudicial duran-w
te ias etapas de crecimiento iniciales, ya que el creci-
miento .de los microofganismas no es perjudicado considero—

blemente por ello, influye negativamente sobre el rendi~
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be evitarse cote desarrollo de acidez en la etapa de fermep

tacidn final. Se obtienen rendimientos adecuados de gluco-
sé isomerasa cuanio el pH del medio de ferwentacidn estd
conprendido entre 6,2 y 7,5 aproximadamente. Este valor
puede varier algo, dependiendo de las condiciones ezactes
en las que se realiza la fermentacidn y de las cantidades
y‘tipos de reactivos utilizados. Por ejemple, cuando se
ubiliza como fuentes de nitrdgeno una combinacion de fosfa
to de diamonio y de licor @e infusidén de maiz, el pH al
cual se obtienen los rendimicntos mdzimos de glucosa isone
raga esbd comprendido entre 6,2 y 6,8 aproximadamente. Se
ha encontrado que pueden cdnseguirse log intervalos de pH
antes citados én el medio de fermentacidn introduciendo en
el mismo unas pronorciones adecuadas de sorbitol ¥ glucom
sa, Lo presencia de sorbitol suele causar un aumento del
pH del medio durante la Ffermentacidén. Por otra parte, la
presencia de glucosa suele causar una digminucidn Gel pH
.del uedio durante la fernentacidn. Introduéiéndo en el re-
dio de fermentacidn de 0,4 a 1 % aproximadamente de glu~
cosa, preferentemente entre'O,G y 0,8 % aproximadamnente y
de 0,5 2 2,5 % de sorbitol, preferiblemente de 0,8 & 1,2 %
aproximadamente, el pH del medio durante la feruentacidn
se mantiene en el intervalo em el que se obtienen prdctica
mente wros rendimlentos optimos de glucosa lsomerasa. |
Otra realizacidén preferida del presente invento
consiste eh proporcionar por Lo menos en wna de las elapas
de crecimiento iniciales del microorganismo wna pequefia
cantidad de un material no nutritivo, 8.CU050 dispersable.
El térwino "no nutritivo, acuos0 dispersable" en

el sentido utilizado aqui, define a un material que es fé-

sy
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‘de los microorgenismos que poseen la caracteristica de

cilmente suspendiblenen un medio acuoso médian%e'una“égi—
tacidén svave (la agitacidn requerids normalmente para pro-
porcionar las condiciones asrobias) o es suspenéible'colqi
dalmente en un medio acur0so y no es ssimilado o,nb es com=|
pletamente asimilado por el micfoorganismo durante el cre—
cimiento del mismo. Son ejemplos de materiales dispersa—
bies adecuados el agar, la carboximetilcelulosa y la tie~
rfa de diatoneas, Unas cantidades pequeflas de estos mate~
rieles aumentan el crécimiento de log microorganismos y el
rendimiento de glucosa izomerasa obtenida a partir de los
nismos. '

ILa presencia de los materiales no nutritives, acug
s08 disbersablés, durante el crecimiento de los @icroorga-
nismos en condiciones de culﬁivo aerobias sumergldas pro=
duce micelios que son_filamentososo in algunos casos, se-
gin el tipo de material no nutritivo utilizado, pueden en-
contrarse presentes, junbo a los micelios de forme filament-
tosa, una pequeflin propdrcién de micelios en forma de mases
esféricas coupactas o granulos cilindricos. Cuando estos
materiales no'sé encuentran presentes, los nmiceliog produ~

cidos se encuentran en gran parite en forma de masas esféri

[

cas compactas o grdnulos cilindricos. El crecimiento de

tipo filamentoso se prefiere porque los micelios estdn

dispersadeos mds uniformemente a través del medio nutriti-

vo durante la fermentacidn y por.lo ianto estan mds expues
tos & los agenies nutritivos y al oxigeno. Por Lo tunto,

debido al tipo filamentoso de crecimlento, los umicroorga-

{

nismos crecen uniforme y rapidamenbte. Asimismo, cuando pos

teriormente se inocula en un-medio de cultivo un inoculum
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“en contraposicidn con el lento crecimiento asociado & log

~13 -

378576

erceimiento filamenioso, se produce un rapido crecimiento

microorganismos gque se encuentran en foroe de pAsay eofé~
ricns compactas o grdnulos cilindricos.

Son adecuadas unas pequeflas centldades de estos
materiales dispersables acuosos, Pok ejeuplo, en el caso
del agar, se prefiere una proporeidn de 0,05 a 0,25 % apro
ximedanente, y todavia mejor airededor dc.0,1 %, En el co-
s0 de la carboximetilcelulosa, por ejemplo el tipo comer-
cializado por Hercules Powder Company bajo el nombre ¢o-
nercial de CIC THP, las éantidados preferidas estdn com-
prendidag entre 0,1y 2 ¢ apr§ximadamente vy todavia mejor
alrededor de 0,5 %. : |

Con objevo de describir rds ciaramente la nature-
leva del presente invento, daremos & qontinuacién algunos
ejemplos especificos, No obstente, deve entenderse que es-
0 se hace solamente a titulo de ejemplo y no se pretende
delineér el alcance del invento ni limitar el dmbito de
les reivindicaciones del apéndice. En los ejemplos y en
toda esta memoria, se wtilizan los porcentajeg para refe~
rirse al tanto por ciento en peso y estdn calculados sobre
el peso del medio nutritivo, o caldo, sal#o indicacidn en
pontrario.

Ta deterninacion de la actividad de glucosa isome-
rasa de la preparacidn enzimitica estd basada en una modi~
ficacién del método de cistefna-carbazol de Dische y
Borenfreund, aparecido en Journel of Biological Chenistry,

Vol. 192, pdg. 583 (1951). Este método se realiza de la

sigulente formas
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llueién al 7y % en volunen de H2504 ¥ 0,15 nl G uns solue

c¢idn de 1 miligramo de fructosa en las condiciones antes

S -4~

378526

Una porcidn del caldo de fermentacion que contie-

ne glucosa isomerasa y précticamente nads, de materigl ce-
lular se incuba a un pH de 7,5 y una temperatura de 70%

en un medio acuoso que contiene los sigulentes ingredien-~

test ' .
Glucose o 0,1 M
I\TaH2PO4 ' 0,05 M
Mg804.7HéO 0,005 M

Transcurrida 1 hora, se reduce el PH de la mezecle
de reaccidn haste 3 aproximadamente utilizando una solue~

cidn al 5 % en peso de deido percldérico con objeto de inag|
tivar la glucogae isomeraga. En un tubo de ensayo, se intro
ducen 1 ml de la mezcla de reaccidn, 0,2 ml de una solu-

cién al 0,2 % de hidrocloruro de cistefna, 5 pl de una so-

cidn alcohblica &l 0,12 % de carbazol, se mezcla y el tu~
bo de ensayo se iniroduce en un bafio de agua mantenido &
60°C. Transcurrido 10 minutos, se retira el fubo de ensa-
yo Gel bafio y se enfria rdpidamente a la femperatura arm
blente. Se mide la absorcién de la luz de la solucidn a
560 mp y se defermina el contenido en fructosa de la nuesw

tra. Una unidad de glucosa isomerasa equivale a la forma-—

descritas. Se realizan unas pruébas en blanco epropiadas
para compensar lges cetosas presentes en la preparacidn
enzimdtica y las formadas por isomerizacién alcalina.

El contenido en xilosa de los hidrolizados se de=~
ﬁefmina‘por el método ﬁndifiéado de Iane-Eynon descrito
en el Hétodo E-26 de la Corn Industries Research Founda~

tion, en los Métodos Analiticos Normalizados de las Compa-
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fiias Miembros de la Corn Industries Research Foundation
y aultiplicando vpor 0,85 el fndice de reduccidn calculado
como dextrosa.
EJELPLO 1
Egte ejemplo ilustra el uso de tusa de maiz hidro-

lizada en nmedio deido como Unice fuente de hidratos de car-

bono en la etapa de fermentacion final de Streptomyces sp.
ATCC 21175 vy el usgo de un material no nutritivo, acuoso dig
persable, en una etapa de desarrollo del cultivo..

Ia tusa de maiz hidrolizade al d@cido se prepara
agregando 600 libres (272 kg) de tusas de maiz molidas a
unos 450 galones (1703 litros de agua) y agregando dcido
gulfurico concentrado a la éuspensién, con agitacidn, has—

te que se obtiene una conceniracidén de acido 0,25 M. Ia

suspensién se calienta a 148°C bajo una presidn ranométri~

ca de 50 pei (3,5 kg/cm?) en unds 15.minutos, se mantiene
durante 10 minutos y se enfria a la temperatura ambiente
a-lo largo de unas 2 horas. El pH del hidrolizado se ajusta
8 4 mproximadamente con una solucidn al 50 % de NeOH y se
filtra. El filtrado se concentra hasta 30° Baumé aproxi-
madamente,

Desarrello del cultive inelinado

Se prepare un medio de cultivo constituido por .
0,4 % de xilosa purificada, 0,4 % de extracto de levadura,
1 # de extracto de malta, 2 % de agar y el resto de ague
desionizada. El pH se ajusta a 7,3 con NaOH. Este medio se
esteriliza en autoclave duranﬁe 20 minutos a 12100 ¥y se in-
troduce en tubos inclinados. Tetos ultimos se inoculan con

Streptomyces sp. ATCC 21175 y se inciben durente 5 dfas a

30%C, Se produce una esporuladién uniforme de los micro-

i
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organismos.

Btepas de desarrollo del cultivo

Etapa A. Se preﬁara un medio de cultivo acuoso,
ajugtado s pH 7, que contiene 1 % de xilosa purificada,

1 % de peptona, 1 % de extracto de levedura, 0,1 % de
Hgi504.7Ho0, 0,3 % de KQHFO4 ¥y 0,1 % Ge agar. Elbmedio,a
exéepeién de la xilosa, se esteriliza en autoclave durante
30 minutos & 121%C. Ta xilosa me esteriliza antes de su in-
corporacion al medio. Se iﬁocula un matraz que contliene
30 wl del medio con esporas procedentes de la etapa de de- |
éarpollo del cultivo inclinado anterior, se mantiehe el ma-
traz a 30°C y se agita durante 48 hores a 180 rpm con obje-
%o de proporcionar unas condiciones de cultivo aerobias.
Tios micelios obtenidos son Tilamentosos y estdn exentos de
mesas esféricas o 0111ndrlcas compactas,

Etaga B. Se prepara un medio de cultlvo acuoso,
ajustado a pi 7, conteniendo 3 % de salvedo de trigo molido
hasta afravesar un tamiz de 28 mallas segun lés normas es-~
tadounidenses, 1 % de peptona, 1 ¢ de extracto de levadura,
0,1 % de 1gS0,.THLO ¥ 0,024 % de CoCl,.6H;0. Este medio sb
esteriliza en autoclave durante 90 minutos a 121°%C. Un ma-
traz de 2 litros que contiene 800 ul del medio se inocula -
con 20 ml del desarrollo de cultive Etapa A. EL matraz se
mantiene a 30°C y se agita duraﬁte 48 horas a 180 rpm con
objeto de gropbrpionar unas condiciones de cultivo aerobiés
Tos micelios obtenidos son filamentosos y estdn exentos de
mesas esféricas o cilindricas compactas.

Btapa de fermentacidn final

Se preparan 25 litros de un medio acuoso, ajusta~

do a pH 7, conteniendo 4 % de licor de infusidn de mafz
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(29° BS), 0,024 % do CoCl,+6Hs0 ¥ tusa de maiz hidrolizada

al acido y filtrade en cantidad suficlente para obtencr uug
concentrocidn de xilosa del 1 %. Hote medio se esteriliza
en un feruentador de acerc inoxidable tratdndolo en euto-
ciave durente 60 minutos. En este nedio se inocula el medié
fermentado de la Btapa B. El fermentador estd provisto de
unos propulsores para agitor el medio, una fuente de alre
esbéril y un sistena de control de la temperatﬁra. El fer-
mentador se manticne a una temperatura de 3000, bajo una
presidn manométrica de 10 psi (0,7 kg/cu®) y se introduce
wn, volumen de aire estéril por voluwen. de medio ¥y por minu-
to. Después de un tiempo de fermentacidn de 40 horas, se
obtienen 40 unidades de glucosa isomerasa por mililiﬁro..
Bl pH final del medio es 7,5. |
EJEHPLO 2

Este ejemplo ilustra elvusb de sorbitol, glucosa
y tusas de maiz hidrolizedas al dcido como fuentes de hi-
dratos de carbono en la ebtapa de fermentazidén final del

Strenvtonycees sp. ATCC 21175,

Se preparé un inoculum en la forma descrita en el
ejemplo anterior y se incorpora & 25 litros de medio acuo~
so esterilizado, ajustado a pH 7, conteniendo 4 % de licor
de infusién de waiz (29° BE), 0,024 5 de CoCl,.6HpO, 1 7
de sorbitol, 0,80 % de glucosa y tuzas de maiz hidrolizadas
el dcido (preparadas por el procedimientec descrito en el .
Ejemplo anterior) en cantidad suficiente pare obtcner una
concentracidn de xilosa del 1 %, La fermentacidén se realiza
en ;a forma descrita en el ejemplo anterior. Después de un
tiempo de fermentacidn de 40 horas, se obiienen 73 unidades

de glucosa isomerasa por mililitro. EL pH final del medio
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final del Streptomrces sp. ATCC 21175 y el uso de la gluco-

ga isomeraga derivada de este microorganismo para convertir

-algoddn se prepara en le forma descriia en el Ejemplo 1

‘do, ajustado a pH 7, conteniendo 4 % Qe licor de infusidn

de mafz (29° Bé), 0,024 % de CoCly.6H,0, 1 % de sorbitol,

4000 litros de un medio acuoso, ajustado a pH 7, contenien-

do 2,67 % de licor de infusién de maiz (29° Bé), 0,5 ¢ de

s - 18 -

178526

es 7,8, ‘

De todo lo que aniecede, se deduce que el sorbi-
tol y la glucosa en combinacidn con lag tusas de maiz hi-
drolizédas al dcido como fuentes de hidrato de esrbono au-
nentan el rendimiento de glucosa isomerasa.

EJENPLO 3

Este sjemplo ilustra el uso de sorbitol, glucosa

y cdscaras de semilla de algoddn hidrolizadas al dcido comg

fuentes de hidratos de carbono en la etapa de fermentacidn

en'fructosa la glucosa de un jarabe de glucosa,

Fl h;drolluado deido de cdscaras de semillas de

para la preparaciln de fusas de maiz hidrolizadas.
Se -prepara un inoculum de acuerdo con el Ejemplo- 1

Y se incorpora a 120 litros de un medio acuoso esteriliza

Id

0,76 % de glucosa y cascaras de semilla de algoddén hidroli~
zades al dcido en cantidad suficiente para obtener una con
centracién de xilosa del 1 %, La fermentacidn se realiza
en la forma deserita en el Ejenplo 1. Después de un tlempc

de fermentacidn de 26 horag, este caldo se 1ncorpora a

fosfato dlamonlco, 0, 024 % de CoCl 0«6Hy0, 1 6 de sorbitol,
0,5 % de glucosa y cdscaras de semilla de algoddn hidroli-
zadas al dcido en cantidad suficiente para obiener una con-

centracidn de xilosa del 1 %. La Ffermentacidn se realiza
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R4
segﬁn el Ejemplo 1 y después de 26 horas tiene una activi-
dad de glucosa isomerasa de 76 unidades por wililitro. Se
aifade alrededor del 4 % de Dicalite CP-150 (manufacturado
por Great Lakes Carbon Corp.) y las célulag se separan del
caldo fermentado por filtracidn a través de un £iltro de
taumbor giratorio a Qacio, previamente cubierto con Dicali-
te 0P-150. Ta torta del Ffiltro himeda contiene alrededor ds
500 unidades de glucose isomerass por gramo. ,

A un jarabe de glucosa (89 D.E. y 30° Bé) se afia-
de MgS0,;.TH,0 en cantidad suficiente para obtener una’ con~
centracidn molar de 0,005 I y CoCly.6H,0 en cantidad sufi-
ciente para oblener una concentracién molar de 0,001 M. EL|
pH de esta solubién de glucosa se ajusia a 6,5 y se afiade
la torté del filtro que contiene la activided de glucosa
isonmerasa on cantidad suficiente para obtener un nivel de
dosis de 15 unidades de glucosa isomerase por gramo de glu
cosa. La golucidn se mantiene a una temperatura de 67°C N
al pH indicado mds arriba. Transeurridas 82 horas, se fil-
tra el jarabe y se refina. El andlisis del-jarébe da 38,5 &
de fructosa y 42,5 #% de glucosa, estando basados los. porcend
tajes en los go0lidos presentes. .

BJBMPLO 4

Este ejeuplo ilustra el uﬁo de tusas de maiz mo-
lidas no hidrolizedas como Unica fuente de hidratos de caf«
bono en la etapa de fermentacidn finel de Strepltomyces sp.
ATCC 21175. | |

Un inoculum preparado. de acuerdo con el Ejemplo 1
(Etapa B) se incorpora a 100 ml de un medio acuoso esteri~
lizado, ajustedo a pH 7, conteniendo 3,0 % de tusas de naiz

molidas no hidrolizadas, 4 % de licor de infusidn de maiz
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fermentacidn se realiza en un matraz mentenido a 3000 ¥

"de glucosa isomerasa es de 24 unidades por mililitro.
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(29° B4), 0,1 % de HgS0,.TH,O0 ¥y o 024 % de ¢oCly.GHy0. L2

s
5

L0

PRI

aglitado durante 44 horas a 200 rpm, con objeto de propor-

cionar unas condiciones de cultivo aerobias. Ia actividad

De este ejemplo se deduce que cuando se utilizan
tusas de maiz molidas no hidrolizadas como fuente de hi-

dratos de carbono en la feruentocidn de un nicroorganisno

del género Strepbomyces, s¢ obtiene un rendimiento de glu~-
cosa lgouwerasa considerablemente menor gue cuando se ubili-
zan tusas de maiz hidrolizades al deido.

' Los términos ¥ expresiones que han sido empleados
se utilizan comb términos de descriveidn y no de limitacid:
v no se pretende en el uso de estos términos ¥ expresiones
exeluir ningin equivalente de las caracter{sticas mostra-
das y descritas o de sus partes, ya que se admite que son
posibles varias modificaciones dentro del alcance del invey
t0 reivindicado, .

In resumaﬁ, la Patente de Invencidn que se soli-

cita deberd recaer sobre las si «uientes-
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estd seleccionado entre el grupo formado por cdscaras de

RETVIGDICACIQNES

1. Un procedimianto para cultivar microorganis—

mos del género Sirenbomyces que producen glucosa isomerasa,

curo procedimicnto estd caracterizado por cultivar los mi-
croorganismos en euvapas en un nedio nutritivo acuoso, en
condicionss amerobias sumergidas, encontrandose presente

por lo menos en la etapa de crecimiento final una fuente

terial que contiene xilano.

2, Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
caracterizado porgue el hidrolizado es un hidrolizado dei-
do de un mnterial gue contiene xilano.

3. Uh:procedimien%o gegin las Reivindicaciones
16 2, caracterizado porque 108 mleroorganismos ‘tienen la
capacidad de asimilar el xilano.

4. Un procedimiento segin cuvalquiera de las
Reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porgue el hidroliza-
do no ha sido sometido a procedimientos de refinacidn extaﬁ
s0s para eliminar vrdacticamente el furfural, el hidroxime-
tilfurfural y el decido levulinico del mismo.

5. Un procedimiento segln cualquiera de las Rei-
vindicaciones 1 & 4, caracterizado porque el hidrolizado
es un hidrolizado filtrado y no refinado.

6. Un procedimisnto segin cualquiera de las Rei-

vindicaciones 1 & 5, caracterizado porque el hidroligzado

senilla de algoddn, tusas de malz, salvado de trigo y fi-
bras groseras procedentes de los procesos de molienda en
mojado del maiz, hidrolizados al acido.

7. Un procedimiento segin la Reivindicacion 5,
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caracterizado por encontrarse presente una cantlidad Ge hi-

drolizado no refinado de un material que contiene xileno

la obtenida cuando se encuentra presente la nisme cantidad

de material que contiene xilano que no ha sido hidrolize-

8. Un procedimiento sepglin cualquiera,de.las Rei~
vindicaciones 1 a 7, caracterizado por encontrarse presen—
te, por lo menos en una -de las etapas de crecimiento ini-
ciales, una pequeila cantidad de un material no mutritivo,
acuoso dispersable, que induce el crecimisﬁto de los wi-
croorganismos en formg filamentosa.

' 9. Un procedimiento segin cualquiera de las Rei-
vindicaciones 1 a 8, caracterizado por encontrarse presen-
te en el medio nubritivo acuoso una cantidad de material
conteniendo xilanc hidrolizado al deido suficiente para ob
tener una_concentracién de xllosa comprendida entre 0,25 y
5 % en psso aproximadamente.

10. Un procedinmiento sesun cualgulera de las Reid
vindicaciones 1 & 9, éaracterizado porque los microorganis-
mos son étrentbmyces sp. ATCC 21175 o Streptomvees ATCC
21176,

11, Un procedimisnto segiin cualguiera de las pre-

cedentes reivindicaciones, caracterizado porgue el material

no nutritivo es agar y se encuentra presente en una canti-
dad compreﬁdida entre 0,05 y 0,25 % en pesé aproximadanen=
te. ' | _

12. Un procedimiento segin cualguiera de las Rei-
vindicaciones 1 a 11, caracterizado por encontrarse adicilo-

nalmente presentes, por lo menos en la etapa de crecimiento

v

Ly
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de 0,5 a 2,5 % aproximadancate, y preferiblemente de 0,8

378526
finel, unés matidades de zlucona ¥ sorbitol sufilclientes
valo que proporciona unos rendinientos précticamante pti-
mos de zlucosa lsonerasf. .

13, Un procedindiento sesin cuelquiera (e las Red
vindicaciones 1 & 12, caracterizadoApor gncontrarse pre-
seante, por 1o menos en la etapa de crecimiento Tival de
los microorgenismos, de 1,4 a 1 § aproximadancnte, ¥ prefc.

riblemente de 0,6 a 0,8 ¥ aproximadanente, de glucosa y

a 1,2 % aproxinadanente, de sorbitol, siendo la propozeion
de glucosza y sorbitol‘tﬁi%que nantiene el nedio nuiritive
durante la ferﬁenﬁﬁcién a un plI comprendido entre 6,2 y
T,y5 aproximadanente y Ge preferencie eutre 6,2 y 6,6 apro-

ximadansnte. .
14. Se reivindica por Gltimo, como objeto so-

bre el gue ha de recaer la Patente de Invencidn que sc¢ so-

licita: "UN PROCEDIMIENTO PARA CULELIVAR MICROORGANISHOS el

GENERO STREPTOMYCES QUE PRODUCEN GLUCOSA ISCHMERASAM,
Todo conforme queda descrito y reivindicado -
en la presentie memoria descriptiva, que consta de veinti~

tres paginas mecanografiadas.
Madrid, 13 Abril 1970
BERNARDO/ BNGRTA

o
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