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MEMORIA DESCRIFTIVA

para solicitar PATENTE DE por 20 afios
a nombre de CPC INTERNATIONAIL INC.

entidad norteamericana

establecida en International Plaza, Englewood Cliffs.

Nueva Jersey, Estados Unidos de América.

por "UN PROCEDIMIENTO PARA LA ISOMERIZACION DE DEXTROSA

A LEVULOSAM
(Clase Internacional CO7&)
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Esta invencidn se refiere en general @ iso-
merizacidén enzimatica. Hés particularmente, la invencidn
se refiere @ mejoras en la produccidén de preparasciones
de enzimas que son ytiles para la isomerizacidn %3 dex
trosa & levulosa, y 2 su uso para teles igomerizacio-
nes. La invencidn se refiere también a nuevas prepara
ciones de enzima isomerasa.

' La produccidén de jerabe de maiz y de sdélidos
de jarabe de maiz, mediante la hidrdlisis de almiddn,

ha progresado en la direccidn de obtener siempre pro-

ductos més dulces. Los hidrolizados dcidos gue fueron

los productos comerciales iniciales, han ido dando pa

so graduvalmente a productos superiores en general, pPro
ducidos mediante el uso de enzimas’ szcarificantes, L&

téonica ha avanzado hasta el punto de que pueden prody
cirse rutinariamente hidrolizados enziméticos a escala
comercial a valores de E.D, superiores al 95%. Sin em

bargo, la industria estd interesada en dulzores ain ma
yores ¥y, se han llevado & cabo durante afios investiga

ciones para técnicas de isomerizar hidrolizados de al

middn y aumentar el contenido de levulosa.

La isomerizacidn alcalina estd limitada en
el grado a que la isomerizacidn puede llevarse a cabo
eficazmente y con formacicn de productos comercialmen

te aceptables. Por consiguiente, ha habid¢furante mu-
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chos afios investigaciones extensas para obtencr una

)

enzima que pudiera efectuar ls igomerigacidn. &Sstas
investizaciones culminaron con el descubrimiento de que
la isomeresa de xilosa, gue cataliza la interconversion
de D~xilosa ¥y D-xilulosa, convertia D-glucosa(Gextro—
sa) en D-fructosa (levulosa).

El uso de un microcorganismo del orden de los
Actinomycetales, para la produccién de una enzima de
isomerizacidn, fue descrito por Sato y Tsumura en su
trabajo "Estudio sobre la isomerizacidn de dextross

por una cepa de Streptomyces! en le Convencion Anual

de 1la Sociedad de Quimica Agricola de Japdn celebrada
en Sapporb en Julio de 1964. Gran cantidad de .trabajo
posterior relativo al uso de microorganismos del gé-

nero Streptomyces para la produccidn de enzima isomera

s& ha sido 1llevado a cabo en el Instituto de Investi-

gaciones de Fermentacidn de Japdn, segun ha sido des-

crito por el Dr. Y. Takasaki y sus asociados. Algo de

. N . . 4
estos trabajos ha sido resumido en la publicacion,

Permentation Advances, Academic Press, Hueva York,

1969, en el articulo del Dr. Tekasaki y colaboradores
que comienza en la pégina 561.
El trebajo de Sato y Tsumura 1levd al uso de

microorganismos Streptomyces para la produccion de

enzimas isgomerasas mediante el empleo de un medio nu~

tritivo que contiene xilosa. Desgraciadamente , si se

3
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mitaciones en le naturaleza y costo del medio que se

requiere, El Dr. Takasaki y sus asociados identifica-

ron ciertas cepes de Strevtomyces que segregaban Xi-
lanaga, y que, por congiguiente, podrian ser cultiva-
das en medios nutritivos que contenian xilano, que es
mucho menos costoso que la xilosa. Desafortunsdamente,
los aspectos scondmicos y otras limiteciones sobre 1a
neturaleza y costo del medio de cultivo requerido in
clugso para estos microorganismos, imponen limitaciones
graves al proceso. Ademds, todas las cepas conocidas
se ha considerado que reguieren la presencia de cobal
%o en el medio ds cultivo para la produccidn préctica
de enzimas, y ésto crea un problema de evacuacidn.

Un propésito de la presente invencidn es pro
porcionar técnicas practicas nuevas y mejoradas para
la precduccidn de preparaciones de enzimas de isomeri-
zacidn que no requieren el uso de xilosa para inducir
la produccidn de la enzima ¥y & la vez proporcionar tég
nicas préctices para la produccién de enzima de isome
rizéeién que no reguieren el uso de cobalto en el medio
de cultivo.

Un propdsito mds general de la presente in-
vencion es proporcionar procedimientos précticos para

la produccidén de una enzima de isomerizacién para con

-4 -
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vertir hidrolizados de almidénLo scluciones de dextro
sa en productos que contienen levulosa, que son'més
inferesantes para le explotacién comercial que los pro
cedimientos de la técnica anterior ¥y proporcisna~ un
procedimiento préctico mejorado pare la obtencidén de
productos que contienen levulosa,

Devido a 1la gran cantidad de expresiones que
son de uso comun en la técnica, se hacen algunas defi
niciones para gimplificar la presente solicitud y per
mitir que sea mds concisa.

E.D, La expresion "E.D" es una abreviatura
de "equivalente de dextrosa", y estas expresiones se
usan alternativamente refiriéndose al corbenido de azy
cares reductores de un material, celculado como dex~
trosa y expresado como tanto por cienfo‘de s0lidos to
tales,

Hidrolizado de almidon. Le expresidn "aidro

lizado de almiddén" se usa de modo general refiriéndose
a un jarabe o un producto seco que =8 prepara mediante
hidrélisis del elmidon. Tal producto puede prepararse
mediante hidrélisis dcida o hidrdlisis enzimdtica, o

mediante una combinacion de hidrdélisis acida e ﬁidré
lisis enzimética. Un tipo preferido de hidrolizado de
almidon para empleér para isomerizacidn segin la pre-

sente invencion, se produce mediante hidrdélisis, &oiw

.,.__55 .
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da o enzimética, hasta un 2.D. de @0@ menc@, §eguida

de sacarificacidn enzimitica hasta un E.D. superior &
95, y preferiblemente superior a 97,5.

Glucosa y dextrosa. Los hidrolizados de al-

midén de E,D. medio, reciben habitualmente en la téc-
nica el nombre de "glucosa", tanto si el hidrolizado
de almidon se encuentra en forma de jarabe como si se
encventra en forma de sélidos. El término "dextrosa®
gse reserva comunmente para el monosacdrido cristalino
refinado que se reéupera de un hidrolizado de almidén
de elevado E.D., o para D-glucosa como constituyente
de hidrolizados de almidon. Como se utiliza ms adelan
te, el té#mino "dextrosa” se utilizard para ineluir
eate monoéacérido en cualquier forma, en solucion o se
co, como constituyente de un jarabe de hidrolizado de
glmiddn, sélidos del jarabe, o en forma cristalina re
finada,

Fructosa y levunlosa. Log términos "fructosa"

¥ "levulosa"” se emplean en general alternativamente

en la técnica refiriéndose al isdmero de dextrosa gue
es mAs dulce que la dextrosa, Este isdmero se encuentra
en la miel y en el azmucar invertida junto con la dex-
trose, y es valioso debido a su dulzor. El término "lg
vulosa" se utilizara para referirse 2 este monosacé-

rido.
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‘ Ia enzima. La enzima que isomeriza la dexiro
sa a levulosa ha sido denominada en la técnica con di
versos nombres. En la patente de Marshall 2,950,228 se
la denomina isomerasa de xilosa debido a que igomsriza
xilose a xilulosa. Esta actividad estd en adicidn a
su capacidad de isomerizar dextrosa a levulosa. Tam-
bién ha gido denominzda en la técnica isomerasa de dex
$rosa e ifomerasa de glucosa, La expresion "isomerasa
de xilosa" se utilizard en esta Memoria por razones
que se describen en seguida, bajo el titulo "Caracte-
rizacidn de la enzims",

. . : ! "
Preparacion de enzima., La expresion "pre

peracion de enzima" se emplea refiriéndose a cualguier
composicidn de materia que exhibe la actividad enzima
tica de isomerasa de xilosa, La expresidn se utiliza
refiridndose, por ejemplo, & células totales vivaa, cé
lulas secas, extractos de células y preparaciones re-
finedas y concentradas gue proceden de las célules., Las
preparaciones de enzima pueden ser en forma seca o en
forma liquida. o o

Unidades. En esta solicitud, todas las par~
tes y todos los tantos por ciento son en peso, a menos
que expresamente se indique de otra manera.

‘Unidad de iscmerasa, Una unidad de isomerasa

ge define come la cantidad de enzima que se necesita

Cql
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para producir un micromol de levulosa por minuto bajo
las condiciones de isomerizacidn descritas mds adelan
te bajo el titulo "Valoraecidén de la actividad de iso-
merasga”,

Streptomyces., Este término se refiere & un

género de microorganismos del orden de Actinomyceta-

les. Estos microorganismos son actimomicetos que pro-
ducen micelios aéreos. El género es bien conocido.-Al
gunas de sus caracteristices diferenciativas importap
tes se describen, por ejemplo, en el texto, "The Acti
nomycetes", de Selman A, Wakamann, The Ronald Press
Company, Nueva York, 1967, pigine 135 y siguientes.

Se ha descubierto en la actualidad que es
posible producir preparaciones de enzima isomerasa de

xilosa en una base préctica, cultivando en un medio

nutritivo un microorganismo del género Streptomvces
Que se caracteriza por su capacidad para formar una
cantidad apreciable de isomefasa de xilosa cuando se
cultiva en un medio nutritivo exento de Xilosa y de
materiales que suministran xilosa, ¥ esénoialmente
exento de cobalto. -

Los microorganismos preferidos son cepas

mutantes de Streptomyces olivochromogenes, en especial

S.olivochromosenes ATCC Nos. 21.713, 21.714, 21.715 ¥

sug equivalentes. Estos microorgenismos tienen los

- 8 -
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requigitos funcionalss carcctericticos , es decir, for

man cantidades aprecisbles de isomerqsa de xiloza cuan
do se cultivan en un medio nutfitivp que estd exento
de xilosa y de materiales que suministran xilecsa y que
estén exeﬁtos de cobalto afiadido. Si bien se prefieren
estos microorganismos especificos, se opina que cual-

quier microorganismo del género Streptomyces vuede sger

mutado para asegurar una cepa que tenga las caracteris
ticas deseadas.

Aun cuando es posible, segun la invencidn,
producir preparaciones de enzima adecunadas a escala
préetica @ediante cultivo del microorganismo seleccio
nado en uﬁ medio nutritivo que esté exento de .xilosa
y de materiales que suministran xilosa y que también
esté esencialmente exento de cobalto, se obtienen re-
sultados en general adn mejores y més econdmicos cuan
do ge encuentran presentes en el medio nutritivo en el
que han de cultivarse los microorganismos preferidos,
xilosa, cobalto o ambos. |

Produccidn de Cepas Mutantes

Se selecciond una cepa madre, S. olivochro-
mogenes ATCC 21.114, para la mutacidn debido a que se
sabia que era una fuente buena de isomerasa de xilosa.

Este microorganismo se expuso en estado de

esporo, @ una dosis de luz ultravioleta suficiente pa

,._,9 =
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ra matar el 974 de los mcroorén,sm 9 eXpuestos., Los
esporoes irradiados se cultivaron en placas y se enga-
yé Cadé colonia para comprobar su actividad enzimdti-~
ca, Dado que el medic sobre el que se cultivaron las
colonias no contenia xilosa para inducir la formacidn
de enzima isomerasa, sélo aquella colonia gue tenia
las caracteristicas deseadas mostrsba una reaccidn en
zimdtica positiva. Esta columna fue sislada y s¢ ensa
yé extensamente, para demostrar que 12 nueva cepa mu-
tante préducia sin lugar a dudas, cantidades aprecia-
bles de igsomerasa de xilosa sin necesidad de que hubig
se xilosa en el medio nutritivo como agente de induc—
cidn.

En mayor detalle, las etapas incluidas en
este procedimiento fueron las siguientes. Se cultivo

S.olivochromogenes ATCC 21,114 sobre dgar almiddn de

Difco, llevado a 2,0% de Agar afiadiendo Agar, hasta
gue el cultivo hubo esprorulado abundantemente, Estos
esporos fueron recogidos entonces y suspendidos en
20 ml de una solucidn al 0,1% del tensoactivo Tween 80
(marca registrada de Atlas Powder Co. pera un derivado
polioxialcohilénico de monooleato de sorbitén). Des-
pués se afiadid 0,1% de un agente dispersante, Maras-
perse C (la marca registrada de un agente dispersante -

de la firma Marathon Papel iills Co. para un agente

- 10 =
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sién fue sometida a ultrasonidos durznte dos impulsio
nes de 15 segundos cada una, para romper las cadenas

y agrupaciones de los esporos, ILa sﬁSpensién de &gporos
resultante fue examinada y se encontrd que estaba rels
tivamente libre de cadenas de esporos,

Esta suspensidn de e9porosg $e expuso en una
placa de poca profundidad, con agitécién, a luz ultra
violeta procedente de una Sterilamp Westinghouse (782H-
~-10) a una distancia de diez centimetros durante unos
ocho minutos. Esta exposicion produjo la muerte del
97% de los esporos. La suspensiodn se diluyd después y
g la dilucidn apropiada proporcionando unas 100 colonias
por placa, fue sembrada en placas de Petrli que con-
tenian el medio siguiénte:

Tabla 1
Medio de Agar

S6lidos de jarabe de maiz de 15 E.D, 1,0%

Extracto de levadura Difco 0,05%
Bactopeptona Difco - -~ - 0,05%
Bactotriptona Difco 0,05%
Agar 1,5%

pH llevado a 7,5 con NaCH
Grecieron unas 40 a 80 colonias por placa y

se aislaron subsiguientemente. Estas porciones aisla-—

vim 1]l -
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das fueron seleccionadas por su capacidad de igomerizar

xilosa después de ser cultivadas en un medio gue no
contenia xilosa o material alguno que suministrara xi

losa.

‘Aislamiento del Mutante y fermentacion con

el mismo

Se encontrd una porcidén aisleda que producia
actividad de isomerasa al cultivarla en ausencia de xi
loéa. La actividad de isomerasa producia unas 0,155
unidades/ml. Después de un segundo pase, la ectividad
aumenté a 0,6 unidades/ml.

Bl cultivo se sometid después a varios pases
més y entonces se cultivo en placas para volver a aig
larle, Se seleccionaron once colonias, se cultivaron
sobre medios inclinados y después fueron cultivadas
medianﬁeréos etapas de siembra. Las once segundas eta
pas de siembra fueron utilizadas para inocular dos me
dios de cultivo, identificados nés adelante como Mg
dio A y Medio B respectivamente. Ademés, con propdsi-
tos comparativos, se utilizd también una siembra cul-

tivada del cultivo madre S.olivochromogenes ATCC 21114,

para inocular losg mismos dos medios de cultivo
El procedimiento empleado y las observacio-
nes hechas se describen en detalle a continuacion.

Para las dos etapas de siempre el medio em=

- 12 -
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pteado tenia 1la composicion indicada en la Tabla 2,

Tabla 2

(=73

Primero ¥y sezundo medio de siembra

Solidos de jarabe de meiz de 15 E.D, 1,0%
5 Iiquido de macerado de meiz (55% de sd-
lidos) 3,6%
MgS0,« TH,0 0,055
[ 00012.6H20 o 0,024%

f El pH se 1llevé a 7,0 con NaOH, con 1 gota de
f agente antiespumante por matraz.

10 La giembra de la primera etapa se llevd &
cabo durante dos dias con 100 ml de medio de siembré
en cada uno de los matraces Erleﬁmeyer de 500 ml re-~
queridos, utilizando un agitador de vaivén a 282C. Los
esporos procedentes de cada uno de los medios inclina

15 dog respectivos fueron utilizados para inocular cada
uno de estos matraces,

La segunda etapa de siembra se 1llevd a cabo
durante un dia, con 200 ml del medio de siembra en ca
da uno de los matraces Hinton de 1 litro necesarios,

20 utilizando un agitador rotatorio Gump, a 282C, Se uti
lizaron porciones de diez ml de la primera éiembra »a
ra inocular cada uno de los matraces de la segunda
siembra, respectivamente.

. Porciones de cinco ml de material procedente

25  de las segundag etapas de siembra, se utilizaron desg

2.11.72 ' S —l13 T



pectivamente, las composiciones siguientes:

Tabla 3

Kedios de cultivo A v B

5 iledioc A
S8lidos de jarabe Ge maiz de 15 E.D. 2,0%

Iiquido de macerado de maiz (55% de

{sélidos) - 3,6%
N NO 0,2%
; 4 3 ' /
10  Glicocola e 0,3%
MgS0,. 7 HoO S 0,05%
Co01,.6 Hp0 | 0,024
pH a 7,0 con NaOH
Medio B
15 Xilosa 2,2%

S6lidos de jarabe de maiz de 15 E.D, 1,2%

Ligquido de macerado de maiz (55% de

solidos) 3,6%
NH4NO3 0,2%
20 Glicocola e _ 0,3%
CoCl,.6 H0 : ‘ 0,024
NgS0,.7 Hy0 0,05%

pH a 7,0 con NaOH
_Para la fermentacidn se colocaron 100 ml del

25 medio de cultivo apropiado respectivo en cada uno de

2.1?;72 - 14 -
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log matraces Hinton de 1 1litro necesarios. Se afiadio

a cada matraz una gota de agente antiespumante , se
esterilizavon los matraces y después se enfrieron. Des
pués de la inoculacidn, se colocaron los matraces en
un agitador rotatorio Gump y se mantuvieron a 282C du
rante dos dias,

Recoleccidn de la preveracion de enzima

fDespués de fermentacidn, el contenido de c¢a
da matraé fue centrifugado a una gravedad de 10.C00
veces durante 15 minutos. Le masa celular se separd en
tonces, ge pesd y se congeld para su almacenamiento.
Para la titulacidén o para el empleo, la masa celular
o una perte proporcionada, se reconstituyd a su volu~
men primitivo con a2gua destilada, y las celulas vol-
vieron & suspendersge., Una vez reconsiituida la suspen
sidn celular fue valorada de la menera que Se descri-
be mds edelante.

. 3 s -~
Convers16n de la suspnension ¢celular a forma

golubilizada

Para preparar la enzima para la valoracion,
en primer lugar es necesario convertirla en forma so

luble. Un medio adecuado para efectusr ésto es median

te ulbtrasonidos,

-Las células que proceden de un volumen ¢ono

cido de caldo de cultivo se resuspenden en solucidn

- 15—
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amortiguadora ge fosfato 0,05 nolar (p¥ 7,5). La sus-

pensién ge somete entonces 2 la accidn de ulirasonidos
utilizando el Sonificador Branson, idodelo 185~D( 20 ke )}
hagsta que 183 célules microbianas de la muestra estén
suficientemente rotas para liberar sustancislmente la
totalidad de la enzima isomerasa, kanteniendo el tubo
de la muestra en un bafio de hielo durente el tratamien
to con ultragsonidos se evita el scbrecalentamiento ¥
la inactivacidn de la enzima,

La preparacion de enzima que resulta exa una
solucidn de isomerasa de xilosa solubilizada,

Valoracidn de 18 actividad de isomerasa

El procedimiento de veloracidn lleva consigo
el efectusr una determinacidn espectrofotondtrica de
la cetosa producida partiendo de unz solucidén de glu-
cosg, bajo un conjunto normalizado de condiciones,

Se prepard una solucidn de reserva de la na
nera siguiente:

Tabla 4

Solucidn de reserva vara la valoracidn

Componente _ . Cantidad
MgSO4.7H20 0,1 X ' j 1ml

00012. 6 H20 0,01 M : 1 ml

Solucidn amortiguadora de fosfato ,

1M, pH 7,5 ' . Cs5 ml
D-glucose anhidra . 1,44 g

Agua destilada : Cantidad suficiente

para completar un vo-
lumen total de 7,5 ml

.

-16-
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‘ La preparacion de enzima a valorar Se diluyd

primeramente para que conbtuviera de 1 a 6 unidades ds
isomerasa por ml.

Se 1levo a cabo una isomerizacidn enzimatica
afiadiendo’' 1 ml de la preparacién de enzima a 3 ml de
la solucidn de regerva @ incubando durante 30 wminutos
a 602C, Ai término del perioGo de incubacidn se tomd
una parte alicuota de 1 ml y se enfrid en un volunen
de 9 ml de &cido percldrico 0,5 N, La parte alicuota
enfriada se diluyd después hasta un volumen total de
250 ml., Como testigo, con propdsitos comparativos, se
llevo & cébo también un blanco de glucosa sustituyendo
el ml de ?reparacién de enzima en forma de solucidn
por 1 ml ﬁe agua, el comienzo del periodo de incubacidn.

' Se determino después la cetosa por el método
de la cisteina-dcido sulfdrico; para los propdsitos de
esta valoracidn, una unidad de isomerass se define co
mo la oantidad de actividad de enzima que se necesita
para producir un micromol de levulosa por minuto bajo
las condiciones de isomerizscidn descritas. Los resul
tados de la valoracidn estdn resumidos en la Tabla 5

» o 4
que figura a continuacion.

-



Tabla 5_

: L-m £ 74“
RESULTADOS DE LA VALORACICH

Medio A (sin xilosa) _ Medio B (xilosa)

Actividad Peso de Actividad Peso de

de isomerasa celulas de igsome- celulas
secag rasa, secas

Cultivo # [l _g/litro fe/md g/1itro
Cepa madre 0,24 6,45 T+46 8,75
Cepa madre 0,04 .6,56 6,63 . 9,32
Mutante CPC 3 5,48 6,87 2,73 8,81
Mutante CPC4 2,06 6444 5,51 5,82
Mutente CPC6 3,02 5,87 3,72 5,39
Mutante CPCT7 1,45 6,66 3,00 9,50
Mutante CPC8 3,11 6,45 5,37 8,08
Mutante CPCY 1,95 6,52 3,54 6,93
Mutante CPC 10 2,14 6,72 2,70 7,117
Mutante CPC 11 1,58 6,33 3,46 5,99
Mutante CPC 12 2,88 7,27 5,50 8,08
Mutante CPC 13 2,05 7,33 2,16 10,27
Mutante CPC 14 2,37 7,17 © 6,05 7,14

Las cepas mutantes CPC 3, CPC 4 y CPC 8 fug
ron geleccionadas para un mantenimiento continuedo.
Una semana después de asegurar los resultados anterlor

mente citados, cada uno de estos tres mutantes fue

- 18 -



uwtilizado otre vez para incoular los dog medios dz cul

tivo respectivos, con los resultados gue figuran a con

tinuacion,
i Tabla 6
5 7 RESULTADCS DE LA SEGUNDA VALORACICN
. Medio A (sin xilosa) Medio B (xilosa)
Actividad de DPeso de hctividad de Peso de cé
isomerasa celulas igomerasa lulas secas
secas B
10 Cultivo Klwi.  gllitre 4 /ml 1itro
Mutante CPC 3 4,80 - 5,39 11,42 T453
Mutante CPC! 4 5,70 . 6,44 9,68 7,30
Mutante CP& 8 2,97 6,10 4,43 6,39
15 Se considerd que estas observaciones estable

{
cian que los mutantes tenisn la capacidad de producir

isomerasa de xilosa sin necesidad de xilosa en el medio
de cultivo., Ademds, se observd gque algunos de los cul
tivos pfoduoian sustancialmente mds engima que la ce=-
20 pa madre, cuando se hacian crecef en un medio de culti -
vo que contenia xilosa. Esta caracteristica es muy im
portante con propésitos comercialeg, ya gque la msyor
productividad significa que se necesita mends capaci-
dad del fermentador para producir una cantidad de ‘en-

25 zima dada.
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Efecto de la fuente de hidrato de carpono en

e

el medio de cultivo e 1)

Para demostrar el efecto de la fuente de hi
drato de carbono en el medio de cultivo y demostrer
agimismo le capacidad de la cepa mutante CPC 3 para
producir enzima cuando se cultivaba en presencia de una
diversidad da’hidratos de cerbono como unica fuente de
carbona, se cultivaron varias cepag seleccionadas de -

Streptomvces. El medio de cultivo fue idéntico en cada

caso, excepto el hidrato de carbono presente. Las otras
condiciones se mantuvieron constantes. Las observacio

nes estén registradas a contimmacidn en la Tabla 7.

Tebla 7
Efecto del tipo de hidrato de carbono presente sobre

18 produccidn de isomerasa con cultivos de Strentonyces

Glicerina Manosa Glucosa Hidroli- Hidroliszo~
zado de éo d¢ simi
almidon de don és 15
- 2% 24 1,5% 15 £,D, 2% E.D. 1%
xilosa 2%
Organismo Actividad de isomerasa de glucosa, Unidades/:.
S.phaechromogenes — —— 0,3 0,2 1,4
" NRRL 82119 '
S.griseoruber - - 0,3 0,2 © 4,5
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S.purpeofuscus — - 0,3 0,2 1,3

IAM 0073

S.olivochromogenes 0,4 0,4 - 0,2 0,2 3,4

ATCC 21,114

S.olivochromogenes 1,3 1,9 2,2 2,3

Mutante CPC 3

Como demuestran estas observaciones, las ce
pas distintas de las cepas mutantes CPC 3 produjeron
muy poco enzima cuando se cultivaron en todos los me-
dios de cultivo empleados que no contenian xilosa. Sin
embargo, el mutante produjo enzima en cantidades mds
abundantes en ausencia de xilosa, y cantidades ain ma
yores cuando ge cultivaron en pregencia de xilossa.

Caracterizacidn de los microorganismos

Para caracterizar con mayor detalle los micro
organismos que se utilizan en la prictica de 1a presen
te invencidn, se presenta la informacidn siguiente, Es
ta informacidn estd reunida de forma similar a la uti

lizada en la desoripeidn del género Streptomyces de los

Actinomycetales en el "Manual de Microbiologia Deter-

minativa" de Bergey, 78 Edicidn.
Ta primera descripeion se aplica a la cepa
mgdre de la que fueron derivaedos los mutantes., Las otras

descripciones ge aplican a dos cepas de mutanies, las

n"””_.iuzi ST

6,3
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CPC 3 y CPC 15, que se prefieren para ugar en la préc
tica de la presente invencidn. La cepa CPC 15 es una
s6la colonia aislada de la cepa CPC 3,

Streptomyces olivochromogenes ATCC 21,114 (isadre)

Micelio aéreo: Filamentos con espirales medias a cerra
das, Conidios elipsoidales a esféricos.

Hendidura en gelatina: Crecimiento bueno. Dicuacidn den

tro de 10 dias.
Agar: Crecimiento de aspecto rugoso, de color tostado
a gris., Pigmento soluble producido de color par
do ° negro pardusco,

Apar sintético: Micelio aéreo y superficial blanco. No

E produjo pigmento.

Agar 2lmiddn: Crecimiento abundante de color amarillo.

Almiddn hidrolizado.

Agar glucosado: Crecimiento abundante, color tostado

a gris o gris oscuro.

Caldo glucosado: Crecimiento fino, pardo, sedimento eg

camoso.

Teche tornasolada: Anillo pardo oscuroj coagulacidn

répida.

Trozos de vatata: Crecimiento abundante de color blan

co. Pigmento producide soluble de
color pardo & negro.

Nitritos broducidos partiendo de nitratos,

- 22 -
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Aerobio
Grece bien a 28-372C,

Strevtomyces olivochromogenes, utante CPC 3

Micelio aéreo: Filamentos con espirales medias & serra
o . . ¢
das., Conidios elipsoidales o esfericos.

Hendidura en gelatina: Crecimiento malo en 30 diagi no

hay licuacion aparente.
Agar: Crecimiento de aspecto rugoso de color tostado
a gris. Pigmento soluble producido de color par
do a negro pardusqo.

Agar gintético: Micelio aéreo y superficial blanco. No

Se produjo pigmento.

Agar almiddn: No hay crecimientd. No hay hidrdlisis del

alﬁidén.

Agar glucosado: Crecimiento abundante de color tostado

a grig o gris oscuro.

Caldo glucosado: Crecimiento fino, pardo, sedimento eg

camoso.

Leche tornasolada: Anillo pardo oscuro; coagulacidn

a 379C, coagulacidn mala a 282C,

Trozos de patata: Crecimiento abundante, blanco, Pig-

mento soluble producido de color par
do a negro.

Nitritos producidos partiendo de nitratos.

Aerobio, 7 e e

Crece bien a 28-3790;

e 23 e
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Streptomuyces olivochrn weeenes, Mutante CPC_1

Micelio aédreo: Filamentos con espirales medias a cerrd

4 v
das, Conidios elipsoidales a esfaricos.

.

Hendidura en gelatina: Crecimiento malo en 30 dies,

5 ! no hay licuacidn aparente,
Agar: Crecimiento e aspecto rugoso de color tostedo
a gris. Pigmento soluble producido de color par
do a negro pardusco. .

Agar sintético: Micelio adreo y superficial blanco., Ho

10 se produjo pigmento.

Agar almiddn: Crecimiento abundante, Almiddn hidrolizg

H

! do.

Agar glucosado: Crecimiento abundante de color. tostado

a gris o gris oscuro.

15 Caldo glucosado: Crecimiento fino, pardo; sedimento es

[ camoso.

. . £
Leche tornasolada: Anillo pardo oscurc; coagulecion a

372C; coagulecidn mala a 282C.

Trozos e vatata: Crecimiento ebundante; pigmento so-

20 luble producido de color negro.
Nitritos producidos partiendo de nitratos.
Aerobio.
Crece bien a 28—3%90.
Lasg cepas mutantes siguientes han sido depo

25 sitadag en la Coleccidn Americana de Cultivos Tipo (4me

2.711.72 - = 24 -
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riean Type Culture Colection) y se mentienen 8l1i con
forme a un contrato entre dicha coleccidn y el cesio-

nario de esta solicitud de patente,

!

5 Cepas depositadas
Cepa_iutante NE Depdsito de Cultivo K®
CPC 3 21.713
| CEC 4 , T21.714
o e 15 21.715
10 ' La Coleceidn hmericana de Cultivos Tipo tie

ne la direccidn siguiente:
American Type Culture Collectilon

12301 Parklawn Drive
Rockville, Iaryland 20852

15 El conmtrato de la Coleccion de Cultivos pro

porciona una disponibilidad permanente del cultivo al

publico, por promulgzcidén de la patente. BL cesionario

de la presente solicitud ha convenido que i alguno de

estos cultivos én depdsito muriera o fuera destruido
20 durante la duracidn efectivae Qe la patente, serd reem
plazado con un cultivo vivo de los mismos organismos.

Carecterizacidn de la Enzina

Se efectud une determinacidn de las constan

tes de Michelis (Km) por reaceidn sobre xilosa y dobre

25 dextrosa.

2.11.72 . - 25
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El propdsito fue revelar lsg afinidades pe-

latives de la preparacidn de enzima para cstos Subs-
tratos. En la actualidad, todas las isomeragas gue fug
ron examinadas que convierten directamente la duxtro-
58 en levulosa son isomerasas de xilosa, La determina
cidén se llevd a2 cabo utilizando un extracto soénico del
cultivo,

Se encontrd que se obtenia.una Em més baja
cuando 1la preperacién de enzima actnaba sobre xilosa
gue cuando actuaba sobre dextrosa. Esto establecid la
xilosa como usbstrato natural de la isomerasa y la en
zima como una verdadera isomerasa'de xilosa.

La capacidad de lag jsomerasas de xilosa de
los mutentes de la presente invencion para aceptar dex
trosa como subgtrato, se cree debido a las semejanzas
estructurales estrechas entre la xilosa y la dextrosa.
Dado que los mutantes de la presente inveneidn produ~
cen la enzima isomerasa o bien en precencia de xilosa
0 en susencia de la misma, la enzima es constitutiva,
més bien que necesariamente inducida, sélo mediante la
presencia de xilosa en el medio de cultive. Cuando el
medio de cultivo contiene xilosa, la enzima puede sey
tanto congtitutiva como inducida,

Se presentan los ejemplos siguientes para

describir adicionalmente 1la invencidn.

- 26 -
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Produccidn dc enzims por la ceos rubonte o

L1

(@]

Este ejemplo describe la produceidn de isome
rasa segtn un wodo preferido de poner en préciica la
prasente iévencién.

Se inocularon esporos procedentes de un cul
tivo en un medio inclinzado de cepa mutante CPC 3 a un
metraz erlenmeyer de 500 ml que contenfa 100ml de un
medio estéril compuesto por los ingredientes descritos
en la Tabla 9 que figura a continuacion.

i Tabla 9

Composicidn del medio indeulo™

Ingredientés # en peso
S61idos de jarsbe de maiz de 15 E.D. 2,0
Iiquido de macerado de maiz (55% de sdlidos) 3,6
Sulfato magnésico (11gS0, . 7H,0) 0,05

Agua destilada Resto

' %51 medio es una solucidn acuosa estando cal
culados todos los pesos como tanto por ciento del medio
total incluyendo el agua. |

Se ajustd el pH del medio de cultivo a 7,1

aproximademente con hidrdxido sédico y se esterilizo
a 1212C durente 30 minutos. Bl matrez fue inoculado y
degpués se incubd durante unas 60 horas & una temperg

tura de unos 289C en un agitador de vaivén a 120 ci-

- 27 -
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clog por minuto.

Para la segunda etapa de deserrollo se pre-
pard una centidad Ge unos 200 ml de medio indculo esté
ril que tenia la composicidn descrita en la Tabla 9,
en cada uno de varios matraces erlenmeyer modificados
Hinton de 1000 ml. Se saco entonces una porcion de 10
ml del metraz erlenmeyer de 500 ml y se pasd a metraz
erlenmeyer modificado Hinton. El metrez inoculado ‘se
agitd desﬁués en un agitudor rotatorio Gump & 224 c¢i-
¢los por hinuto J se incubd @ una temperatura de unos
282C durante 46 horas aproximadamente.

En la tercera etapa de desarrollo, se colo-
caron cuatro litros del medio indculo descrito en la
Tabla 9 en un fermentador de banco de 7-1/2 litros ¥
se esterilizaron durante 30 minutos & unos 1212C., El
fermentador de banco fue inoculado partiendo del matraz

de un litro agitado, y se hizo peésar 2ire a 4,0 li-

"~ 4ros en condiciones normales, por minuto, El fermentg

20

25

2,11.72

dor estaba equipedo con cuatro pantallas desviadoras

-y un agitador con dos impulsores de 7,5 cm de diéme~

tro cada uno. 2l agitador se hizo funcionar a la velg
cidad de 500 rpm. La fermentacidn se llevd a cabo & unos
282C durante 48 horas.

Pinalmente se colocaron & un fermentador @&

escala de planta piloto de 40 litros, 30 litros de me

- 28 -
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dio de cultivo que tenia le composicidn descritia en la

Tabla 10 que figure a contimacidn, y se esterilizd
durante 30 minutos a unos 12120,
Tabla 10

5 Medio de fermentacicén

o

Ingredientes > en veso

I{quido de macerado de maiz (55%.de s6lidos) 3,6

Xilosa » : ' ' ' 1,0
S41idos de jarabe de maiz de 15 E.D. 2,0
10 Glicocola Crm o oo 0,1
’ 2
NH4NO3 ; 0,

El fermentador a escala de planta piloto se
inoculd después desde el fermentador de banco y se hi
15  zo pasar continuamente aire a la velocidad de 24,0 1i
tros en condiciones normales, por minuto, bajo una
presidn de 1,05 kg/cmz. man. E1 fermentador a escala
. de planta piloto estaba equipade con cuatro pantallas
desviadoras y el agitador esteba eguipado con dos im-
20 . pulsores. Cada impulsor tenia un didmetro de hoja de
11,25 em. El agitador se hizo funcionar a una velociw-
dad de 485 rpm. La ferumenbacidn se llevo a cabo & unos
- 282C durante 48 horas.
Una vez completada 1a fermen@ecién, ge midid

25 la actividad de isomerasa del calde producido y se en

2. 1 1 o 72 : ’ i ...u-.-.... e .- 29 - FRT—
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contrd que era de 10 a 11 unidades por mililitro,

El vrocedimiento de produccion de enzima se
repitid después, pero se modificd el medio contenido
en el fermentador de 40 litros para que contuviewa al
middn en vez de sbélidos de jerebe de melz de 15 E.D.,
encontréndose presente el almidon en 1la misma canti-
dad que los sdlidos de jarabe de maiz a que reempla-
zaba, Este medio produjo enzima a una velocidad algo
inferior, debido & que el orgenismo tenfa que hidroli
zar el almiddn, Sin embargo, los resultados finales
no indicaron ventaja particular alguna en el empleo 8e
almiddn en lugar de los sbélidos de jarabe de maiz, en
lo que concierne a la produccidén de enzima.

Ejemplo 2
Produccidn de enzima nor la Cepa Kutante CPC 4

Los procedimientos de produccidén de enzima

antes descritos, que se utilizaron con el mutante CPC 3,

fueron repetidos utilizando la cepa mutante CPC 4. En

~ general se obtuvo una produccidén de enzima comparable

20

25

2.,11.72

y no hubo indicacidén ds que el reemplazamiento de los
s61lidos de jarabe de meiz por almiddn en el medio tu-
viera algin efecto sobre la produccidn de enzima distin
to de que el medio que contenia los sbélidos de jarabe
de maiz producia la enzima a una velocidad mayor, al-

canzando su punto méximo unas 8 hores antes. En las

30 -
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cudbtro fermentaciones , la actividad del caldo de culg YR

Jeyre i

L mnzers il

tivo egtuvo comprendida entre unas 10 y unag 11 unida
des por mililitro.

Ejemplo 3
5 Produccidn de enzima: Veriacidn en el medig

de cultivo y otros vardmetros de overacion

Se llevaron a csbo varias fermentaciones adi
ciloneales gara producir caldo de cultivo con actividad
de'ieomerésa.

10 ' -En varias de estas fermenteciones se modifi
cé el medio de cultivo, en general en las etapas de
7-1/2 litros y 40 litros. Para el propdsito de este con
junto de Iferuentaciones, ge prepar6 un medio de fer-
mentacién que tenfa la composicion siguiente:

15 ' Tapla 11

Composicion del HMedio de Permentacidn

Ingredientes . % en peso
; Medio B

: Tiguido de macerado de maiz 4,0

20 . Xilosa | S 1,0
Glicocola f . 0,1

Nitrato amdnico | 0,2

Sulfato megnésico heptanidrato 0,05

. Dextrosa : 0,2.

25 Moidén - R 2,0

2.11.72 S T
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Se hiciercn varizciones en los medios de fer
mentacién para diferentes fermenteciones, medicnte la
adicidn de pequedas cantidades de editivos tales como
mas 1iquido de macerado de maiz, solidos de juralg de
maiz de 15 L.D, y sewmejantes.

Todas estas fermentaciones produjeron con
éxito medios Ge cultivo que contenian un nivel satis-
factorio de actividad de isomerasa, durante las fermen
teclones de las dos cepas mutantes, CPC 3 y CPC 4. Nip
guna de las dos cepas requir16 la presencia de cobalto
en el medio pare mejorar la produccidn de enzima y
ambas cepas produjeron isomerasa de glucosa en canti-
dades mucho mayores gue la cepa medre. Se obtuvieron
actividades enziméticas tan elevades como 15 unidedes
por mililitro, que es sustancialmente més elevado que
la activided obtenida en general por fermentacidn con
la cepa madre.

Ejenplo 4

. « £ o L .
Isomerizacion cnzinatica

Para demostrar la efectividad de la isomera
sa producida por las cepas mutantes parz counvertir
dextrosa en levulosa, se llevaron a c2bo varias conver
siones. La preparacidon de enzima empleada constsba de
células totales congeladas de la cepa mutante CPC 3

o de la cepa mutante CPC 4. No se aprecid que hubiera

- 32 -




diferencias detectables en estas preparacione

ticas,

Se 1levo a cabo una serie dé conversiones
de hidrolizado de almidén de maiz de 95 E,D., utili-
5 zando variés_dosificaciones de enzima diferentes. Las
conversiones fueron 1llevadas a cabo & 7088 a un pH de
6,25, Se aiiadid sulfato magnésico al hidrolizado al
nivel de 0,01 molar, La proporcidon de sustancia seca
del hidrolizado fue de unos 600 mg/ml. Durante la isg
' 10 merizacidn, el hidrolizado se mantuvo bajo atmésfera
de nitrdgeno y el pH se mantuvo mediante titulacion,
como era %ecesario. El hidrolizado e agito todo el
tiempo mediante barras en el reactor de conversién,
accionada§ por un wmotor de agitacidn magnética.
15 :Los resultados se describen en la Tabla 12
que figura seguidamente.
{ Tablz 12

Serie de dogificaeidn sin cobalto

% da conversién de Hidrolizado de 95 E.D. en celosa

20  Dosificacidn _ Periodo de Conversidn en horas

U/g 16-18 4044 64~66 88-90
0,8 17,7 30,2 35,2 38,1
1,0 21,9 3546 : 40,4 43,0
1,2 24,7 3745 41,3 42,0

25 1,4 26,0 40,1 - 43,4 -
1,6 28,1 41,0 43,2 -
2,0 33,4 - 43,2 - 45,2 -

2 . 1 1 . 72 '. | . ceewe s .-..33‘ .:,.,,.___ Less e -
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Como demuestran estos datos, una dosificacion

' ' &
de enzima de 1,0 unidad por gremo es adecuada para pro :%%%ﬁﬁﬁ
ducir suficiente levuloss, proporcionsndo un nivel de
cetosa de 405> después de 66 horas de conversidn sin
5 cobalto; y una dosificacidn de enzima de 1,4 unidades
por gramo es adecuada para la produccion de 40% de cg
tosa después de un periodo de conversidn de 42 horas.
} Se llevaron a c¢abo con éxito varias conver-
siones adicionales a 659C, Ademés, algunas de las
10 conversiones fueron llevadas a ¢abo con éxito a valo-
res del pH algo mAs elevados. Los resultados observé-
dos estén resumidos a continuacidn.

Tavla 13

Conversidn a 652C sin cobalto

15 % de hidrolizado de 95 E.D. convertido en cetosa

Periode de Conversidn en horas

pH  Dosificacidn 22 43 69 88
_ U/g
6,25 0,7 16,5 24,1 30,0 36,9
6,25 1,0 20,3 30,0 3646 42,1
20 6,50 0,7 16,9 25,9 31,9 36,3
6,50 1,0 23,4 33,3 38,8 42,6
6,75 017 18,9 2872 3316 3772
6,75 1,0 22,1 30,1 36,0 39,5
- Los resultados observadog parecen demostrar =
25’_' que el uso de la mayor temperatura de conversion de

2.11.72 ' T a3 -
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702C, es algo preferible. Lo niveles de pH mis altos

no parecen producir ventaja alguna,
En resumen, se pone de manifiesto que las
conversiones efectuadas a 702C, a un pH de 6,25 wpro-

5  ximadamente y & una proporcion de sustancia seca com-
prendida entre unos 600 mg/ml y unos 800 mg/ml, con una
dosificacidn de enzima de 1,2 a 1,4 unidades por zramo,
aproximadamente, durante un periédo de tiempo compren
dido entre unzs 40 y 48 horas y en presencie de msgne

10 sio a concentracion aproximedamente 0,01 molar, en au
sencia de cobalto y con entrada de nitrégeno, puede dar
lugar a productos siruposos dulces altamente satisfac

torios. Son de esperar composiciones de la clase gi-

gulente : 7
15 Tabla 14
Composiciones siruposas dulces
Ingrediente % en peso, base de
f sugtancia geca

Levulo=a : 40-44

20 Dextrosa .. ... 45-50
Sacaridos superiores f—8

Egtos datos demuestran que puede prepararse
econdmicaments un jarabe de levulosa al 40% partiendo

25 de ua hidrolizado de 95 E.D, utilizando‘preparaciones

2,11.72 . =35
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de enzima que Pproceden de los mué’n@s@e@a@nsente

invencién, gin emplear cobalto afiadido.

Aun cuando la texonomia de diversas cepas de
log microorganismos nutantes de la presente invencidn
5 ha sido deécrita anteriormente, prestendo alguna aten
cidén a la morfologla, sera obvio para los exvertos
en la téenica que la produccidn de un mutante fisiold
gico puede ir acompafiada por cambios morfolégicos,.pg
ro due la veriecion de actividad bioquimica no estd
10 relacionada con un cambio morfoldgico especifico. Tam
bién serd obvio que puede aislarse un mutante particu
1ar de fuentes natursles asi como también de supervi-
vientes de exposicidon a agentes mutagénicos artificig
les, 'é
15 Ademés, también serd obvio que dentro del

género Stfeptomyces, puede obtenerse el mismo tipo

de mutanxé partiendo de diferentes especies de produg

tores de isomerasa de xilosa, ¥y gue el tipo de mutanm

te producidc por exposicidn a egentes mutagénicos no
20 - depende del tipo de sgente mutegénico utilizado.

Por consiguiente, aun cuando han sido descri
tas con detelle anteriormente la taxonomia de una ce-
pa medre y las de dos cepas mutantes, proceaentes de
la madre por irradiacidn ultraviolete, las descripcig

25 nes de los mutantes no caracterizan necesariamente to

2,11.72 .36 -
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das las cepas, veriantes o sub-mutantes de los nuevos

mutentes, ni distinguen neceserizmente las nueves for

mag mutantes de otras cepas de Streptomyces olivochro~
mogenes.

5 Les cepas mutantes de microorganismos que
pueden ser empleadas en la prdctica de la presente in
vencidn pueden identificarse fécilmente, en zenersl,
aplicando: log criterios siguientes :

i 1.~ La taxonomia gue es caracteristica del
i

10 : género Sireptomyces,

2,- La produceidn bajo condiciones de cul-~
tivo idénticas, en particular bajo aque
llas condiciones descritas en esta lemo
ria, de por lo menos 50% més de activi-

15 ded de isomerasa de xilosa que el Strep-

tomyces olivochromogenes 21,114, y pre-

feriblemente dos veces mds.
3.— La produccidn de cantidades apreciszbles
de isomerasa de xilosa cuando se cultiva
20 en mediog nutritivos desprovistos de xi
losa y de materiales que suministran xi
losa.,
4.- Preferiblemente, ademds, la produccion
de cantidades aprecisbles de isomerasa

25 ' de xilosa cuando se cultiva en medios

2.11.i2 a3 -
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¥ M
nutritivos desprovistos de cobalto adadi -fw;%ﬂ

; T n'-'u,:?)
do. ‘-_ ""_"‘,‘?’.

Lasg cepag mutantes particularmente preferi-

das son las de S.olivochromozenes.

Las expresiones "un mutante de Strevtomyces”,

y "una cepa mutante de S.olivochromorencs" y semejantes,

como se usan en esta Sollcitud, se entiende que inclu
yen aguellos cultivos de microorganismos del género

Streptomyces que son identificables mediante los cri-

terios anteriores. Estas expresiones, por comsiguiente,
incluyen las variantes que se presentan naturalmente

¥ las variantes indueidag artificiElmente de cepas que
estan especificamente caracterizadas en esta iemoria

¥y que también son identificables mediante los crite-
rios anteriores. _

Ia preparacidn de enzima gue se produce &
partir de las cepas mutantes de microorzanismos que
pueden ntilizarse al practicar la presente invencidn
vuede tomar, sustancialmente, cualquier forma deceuda,
Buenos resultados de isomerizacion han sido observados
cuando se emplearon células deshidratadas con zlcohol
para efectuar la wnversion, & una dosificacidn de 1,3
a unidades aproximadamente de actividad por gramo de
sugtancia seca, Por ejemplo, cuando un hidrolizado de

alwiddn de maiz de 302Bé, de 95 E.D., se convirtid a

’-38—
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una dosificacidén de enzima de 1,3 unidades de activi-
dad por gramo de sustancia seca a 702C, utilizando cé
lulas deshidratadas con &lcohol, a ol 6,25 durente 46
horas, se consigulc un contenido de levulosa de 4G
en 37 horés vy el contenido final de levulosa del pro-
ducto era de 41% aproximedamente. El producto siruposo
dulce filtraba fécilmente y se refinsba bien.

Otras formas de preparacidn de enzima pusden
ser usadas también oficazmente. Una forma de prepara-~
cidn de enzima preferida es el caldo de culiivo que se
saca de un fermentador en base continua durante una
fermentac%én continua, ya que ésto representa una téc
nica de produccion muy econdmica.

fLas preparaciones de enzima obtenidas segun
la presente invencion se utilizan generzlmente para iso
merizar dextrosa a un pH comprendido enire & y 7 &pro
ximadamente y & una temperatura comprendida entre unos
602C y unos 702C. Sin embargo actuan efectuando isome
rizacidn fuera de estos intervalos.

Esta solicitud, que corresponde a la presen
tada en los Estados Unidos de América el 17 de Septien
bre de 1971, bajo el Namero 181.639, =e &coge a los
veneficios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre

Propiedad Industrial.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva, gue
se presentan para que sean objeto de esta solicitﬁd de Pa-
tente de Invencicn en Espafla, por VEINTE afios, son los si-
guientes:

18,~- Un procedimientc para la isomerizacidn
de dextrosa a levulosa con un preparado de enzima de iso-
nerasa de xilose que comprende someter le solueidn que con-
tiene dextrosa a la accidn del preparado de enzima de iso-
merasa de Xilosa obtenido cultivando, en un medio nutriente

une cepa mutante de un microorganismos del género Streptomyces,

que estd caracterizado por su capacidad para formar una can
tidad apreciable de isomerasa de xilosa cuando se cultiva
en un medio nutriente que estd exento de xilosa y un mate-
rial suministrador de xilosa,

22,- Procedimiento segun la reivindicacidn 12,
caracterizado porque el preparado de enzimas se obtiene
cultivéndolo en un medio nutriente que suministra xilosa y
en el cual la cepa uel microorganismo estd caracterizada
ademds por su capacidad para formar una cantidad sustancial
mente mayor de isomerasa de xilosa cuando se cultiva en un

medio nutriente que suministra xilosa.
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38.- Procedimiento segun la reivindicacidn
18, caracterizado porque el preparado de enzimas de isome
rasae de xilosa se obtiene cultivando, en un medic nutrien
te que suministra xilosa, una cepa mutante de un microor-

ganismo del género Streptomyces que estd caracterizado por

su capacidad para formar una cantidad apreciable de isome-
rese de xilosa cuande se cultiva en un medio nutriente que
estd exento de xilosa y material que suministra xilosa y
porque estd caracterizado ademds por su capacidad para for
mar vna cantidad sustancialmente mayor de isomerase de xi-
losa cuando se cultiva en un medio nutriente que suministra
xilosa.

48, Un procedimiento segin la reivindicacidn
18, caracterizado porque el microorganismo es una cepa que

se selecciona de S. olivochomogenes ATCC No. 21,713, S.

olivochromogenes ATCC No. 21,714, y S. olivochromogenes ATCC

No. 21,715,

58, Un procedimiento para la isomerizacidn

de dextrosa a levulosa.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

antecede y con los fines que se han especificado.

W -41_
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