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La invencién tieng por objeto un procediziento de
inomerizscidn enwimfPizs de la glucosa en fructoss, es de-
eir un procedimiento del género de aguéllos en los cumles
las propiedndes que poseen les ensimas producidasm por cier-
toe microorganiemos, cuendo éstos son cultivados en un me-
340 que contlene ziloza, permiten que estos microorganismos
isomericom 1n glucosa en fructoca cusndo se¢ ponen en contag

mconlagu@asa. - eem W am Wt My e W @ W= e e WM W W W e ow AN e

Es conocido que clertoe alcroorganismoa pertenecien
tes 2 las familins Pgsudomonss, Bacillus, Lactodbacillus y
Strepiomyces son capaces de prosucir ilchac susimse isomeri

zmtes‘ ————— dn WE W G MW M R Gy S W TR WY AR A Uh AF Se A xS W

8 conocide iguslmente q.e le mayor parte de los
microorganismes de los que ese coaba de hablar pregentan, &
puesy del hecoho 4e que son ompaces Je producir engimes que
isomerizan 1la glucoss, inconvenientes eerios tmlea como los
que residen, .en particular, en dificultades de filtracidn
denpufs de isomerizacidn y en dificultades Je purificacién
de los jaravec isowerizados obtenidos, deblde a lz presen—
ela 48 substancics coloides gque prevocan colorsciones (pig
nantos eeoretados por @l micreorganiemo no completamente
elimingsios del micello durante el lavade de fste)s = - = -
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Dichos micrcorganismos conocidos presentan igual-
mente otros inconvenientss que reciden y2 son en la diflcul
tad de recuperar el miecelio s 1s salide de un ciclo de iro~
morigacidn, yr sea en la destruceidn ripida de la sctividad
anzimnftica de dicho wicelio, 13 que impide hacerlo resccio-
per por reciclalo en una pluralidad de cargas sucealvas ds

jarabe de glucopt R LeOMeTizar, = = =« =« o m e« - - =

in esbargo, se Lhe hallads qua, J¢ forma inssperg
day un microorguniswvo particular, s saber una oepa periens
olsnte 8 la especie Straptomyces viclscsoniger, no s6lo sra
capes 4¢ producir una sngize que isokerizabs la glucosa en
fructona, sinc que ademds ya no prasentaba dichee inconve-

n’-mt"l W G WR WS WP e G M WM AR A M WA W WS e e A @l W e e de ws W

Este microorganimeo, cuyos caracterss taxondmicos
se dasceribirén posteriormente, se ha depomiiado en el
Contralburesu veor Schimuel Cultures ds Baarn (Holands), ba

Ia invencidn tiene pues por objeto un procedimien~

- to ds isomerizscidn- gnrisdtice de ls glucoss en fructosa,

caracterisado porgue sa emples, como microorgmnismo prosug

for 4o ensima isomerizante, usa copa de Straptomyoes violg

ceoniger dspositada en el Cantralburenn voor Schimmel
Cultures de Besrn (Holamda), bajo el n¥ CBR 409-73, o mutan

ta'ﬁe‘ata' A BN W N B GRS W MR WY e e G W M B G G R W wb we e

Gtres caracterfsticans aparecerdn on ls descripcidn
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que cigue y que se lluetra por meiio de loe ¢jemplos y de
los plangs correspondlentes que se refieren u modos ventaje

gos do reomlizacifn do im lnvencidie = = = = o« 2w« = = =

-~ las figarzs 1, 2 ¥ 3 eon gréﬂqas‘}-ela}}_m al
ejenplo 1 y muastran raspectivamente la evolucidn, en fun-
oidn del tiempo t expresadc en hores, por una parte, del
pH (curva Cq» fig. 1), por otra parte, de la cantidad Q 2e
azdcarss reductorss presentes en el medio y expresadn en
g/l {curva Cns fig. 2) y finslmente, por otrs parte, de la
relacidn V,/V, del volumen V, de microorganisso al volumen
V, de cultivo (curvac3. fige ) wm m v m e e v e wwn-

- 1a figura 4 es iguslnente una gréfics relativa
el ajemple 1 y musstra la avolucidn, en Tuncidn Jel tiempo
t gxpreesdio en horas, de¢l valor del poder rotstorio abeolu~
to alfa, expreesde en grados {curva t.‘é) y 4¢ la rigueza dedl

medio en Tructoes verdadera exprsesis en & (curva (15). - -

Ia cepa de Streptomycee violaceoniger enpleala ge~
gin 1ls invencidn se cultiva en coniiclones aercbiss en cul~
tive pumergidc en ol seno de un medic que contlene elementos
anutritivos apropiados, asf como xilosa como hidrato de car
bone. £l micelio asf producido se recoga y pueda smplearse

Se eeflala que los medios de culiive utilizalos para
rreparar un micelio de Straptomyces violaceoniger utilizable



en el marco fel procedimiento segdn la invencién contienen
de 5 & 1% ¢ ds xilosa por litre, asf como da 5 & 50 g por
1itro de sudstanciae nitrogensdss tales como, por ejesmplo,
goja, sguas de formentacifn do male, residuos de aguae de

Ne vegetacisn dp patatas, extractos de levadura, etce =~ - - -

las condiclones de pH, de teupsratura y de dura-
addn de emte cultive son, por lo dends, las eigulentes: - -

-~ 5.0 < pi < 8,5 , preferentemente 5,5 < pH < 7,5
- 2500 < t < 4990, preferentaments 3MWC < ¢ < 3500,
10, - Suracidn de 24 a 48 horas.

La expsriencis ha deacstrale que eate procedimien-
to de cultivo permits obtener eu onlas comiieionea un micellio
abundante, Tfcilmente filtrabla ¥y qua presents une buene ac
tividad 180merisante, = = = ~ = = " w . - - .- .- -

5. In vistas a su empleo gobre un jarabe e glucoos,
se filtra ol micelio asf producido, se lava con agua por pul
verigncién y ne recoge en forus pasfoss. Pusde conservarse
on ects forma en frit”o {en general s una temperatura del or-
den de =~2090) o uea;; por liofilisavidn, lo que permite

20. iguslmente conservarlo, pero en general se utilign inmeliata

monte Gispersfniolo en el jersabe a isomerizar. - « = « « « -«

Fl1 micelio filtrado y lavalo @ exmples en las condi
ciones generales de isomarizacidn siguientes: = -« = = = = -

- teugeraturs 3 50 & THRC,
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-pH s 6 a8,

- concentrasifén del medio en glicidos 1 25 a 604,
- 0001, 1 0,0 & 0,30 g/1,

- §g30, 1 0,0 8 254 g/1.

La duracifn depende de les condiclones ¥ da la concentracidn

-

4

La experiencis ha Jemostralo que los rendimiontos
de 1a transformaciéa de glucosa en fructoss, por empleo del
miocroorganismo segin la invencidn, son Zel orden de 454 pa
ra una concentrscidn ie micelio de 1 volumen de caldo de

cultive sor 1 volumen de eclucidn de dextromsa a 50 en 24

mm.—-du----—n-‘-----u--.-n--ﬂ--

Lon cardcteres taxondmicos de le cepa de Streptomy-

ces violsceoniger pagén 1ls invencién son los sigulentes: - -

- Aspecto de las seporas : globulosas, de unn di=

mengidn de 0,9 & 1,2 micras y con paredes liass © poco rugg

- fgpecto del micelic adree : esporulante gris par
dugeo, que se licda en manchas negres hdmedas y que presen-.

ta yomificaciones de eepordforos monopodislen; = = = —~ ~ - -

- sBpecto de las espiralee : son coriae, estfin

aglomeradas, precenton un o 408 rigog} = ~ - = ==~ > -~ <

~ Aspecto del micelio vegetativo : es de dlancuzeo



~

a amarillento (hosta smardllo clare)i = = ~ = = = = = = ~ =

~ 7w posible extraer un pigmento solubles que es rg
s pAllio y que se produce su la lache deporemadn; = « = -

- Cultivo so.re wedio “hisrrs-peptona-agar® i sin
5e pigmentor selancides (que tampoco aparecen e culbivoe sobre

-~ Accidn Atastdsiocs : sgar + 3 almiddn +
- Accidn proteclftios : coagulscién de la laeche
buens peptonivacidn
10. licuscidn de la golating}

- Axlcares asimilados por la cepa 3 sacarosa
inositol
rhannosa
rafinoea.

15 1 conjunto de dichos caracteras permite afirmar
gue la cepe en cuestidn psruzansce a ls especie Streptomyces
violaceoniger (mmogm Wokmten & Curtie y Wakeman &

.!imrici); se uﬂuln., ai.n enhargo que el sspectro de ssimi-
lacidn 48l carcono e» a.lgo diferente de aquélige « « « = = =

20, Deads lusgo, sl procediniento segdn la invencién
prevé el epoplec de los sutentes de¢ dicha ceps que pueden sor,
por ajomplo, mutantes naturales o srtificiales, pudidndose
obtener ssios Ultimos, por ejemplo, por irradiscién con re-
yoo ultraviolatas por trataczisnto de la cepa de partlda con

254 ngentes quinicos mutdgencs tsles como, por sjemplo, la ni-



Se

15,

15,

20.

trosoguanidine y ¢l culfonstso de etilmetilo, - - = = = « = -

A continumcién, me indlcan algunos ejemplos de reg
ligacidn del proceidimiento segtin 1r inveacllén. - « = = = = -

BJIENPLD 1.

‘ ;} Preparacisn del micelio - C e

+

Bn w1 fermentador de 20 litroe, que contiene 15 li-
trop de agus, se& introducen 92% g de aguass de fermentacién
de mafsz 2 5034 de extractos secom, 1050 g de xiloca y 15 g
d¢ mulfato do magneslo, esterilisginiope 1080 = = = = = « =

fia ajusta el p2 a &,8, enteg de la esterilizacidn,

- con amonface y so afiaden 10 g de acelte deo mafz para evitar

m&leeﬂﬁﬁeﬂﬂm"'---- ————— . s @ en Wy W e e W A

Dappuls Jde una entoriligscién de 10 minutos a 120%C,
el medio se siembra con 400 m) de ua precultive de 45 torse
de Streptomycse violaceoniger que pertencce & la ceps CBS
405-73 conteniia en un grienmeyer de 2 1itroge — = = = - «

71 fermentador eetd squipade de un sistema mecdnico
de agitacidn regulalo a €00 vueltas/minutc y 1la siveasidn
g2 reguls a 3 litros de aire e2téril por minuto. = « « = -

lag grifices de las figuras 1, 2 y 3 cuestran la evo
lucién, en funcién del tiempo, del pH (fig. 1, curva Cy)s de

ln cantidad de apdcares reductores preeentes (fig. 2, eurva
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C,) ¥ %€l volumen e wicrcorgenismo por volumen de cultivo
(figz. 3, curva 03). nabiéndose wmedido esta ltima magnitud
por 1a altura del residuo obteniso Jespués Je cemtrifuge-
cifn en unn proheta grajuamis en condicionss nermalizedas,

n saber 5000 vueltag/minuts durents 10 minutoge ~ = = = = -

Fesulta de la figurs ) que, despuds de 24 horas de
sultivo, le cantiind de Btreptomyces obtanlida slcanga un

WAYXINO ¥ B N0 BUNENLA. = = = = - - = - - ---———

Los 15 1itros d9 cultivo se filtran sobre [iltro
Michner proviste de una precapn de tierra filtrante; el
ftreptomyces recoglic me lava con agus potables = - = ~ = -

Do suta forms, se revogen, ein sificultad, 300 g

*110cﬂﬂashﬁmldaa.--~----.—----..-.......---
isomerigessifn de 1la glucoss -

Los 500 x de Streptoxyces obtenidos sntsriormante
se digpersan en 15 litros de una solucién de dextrosa a 500
g/kg de solucidn que contiene tragas de ssles de magnesio

"y de cobalto, o saber:2,4 g/l de FgS0, ¥ 0424 g/l de ToClye

El pi ae ajupta a (,8 por medio de unz solucidn
de sosa y de sulfito f» sosa y luego la temperniura de 1a
wuspenkidn ze llava a 659C y ol pH s nmenticne al valor de

648 por medio le un pi-metro sutomdtico. - = = = = = = - ~

%n la tabla I siguleate se han reunido los valores



- 10 -

cucssivos dal poder rotatorio sbaoluto, alfa,, ¢e la riqug

za del medio en frutesa verdsiera y del pH en funcidn del

ti‘nm ------ - wn Wy G W W wm e - G en WP WS G On v A% us B
TABLA 1
Tsomerizacién de una solucidn de dextrosa
al 505 pil 6,8 ¥ 0,2 T €590-¢ 1 ~—
‘ ,
Tiempo en horas alfa, % de fructoss pH
2 + 40%% B95 €49
4 + 29921 1&;5 6.3
& + 1292 28,0 6,9
16 - 1321 45,5 1,9
20 - 1582 &7+5 Te1

Con 1s syuda de los valores rewnidos en la tabla I
5 ge hean tragado las curvas correspondientss, C, (alf'sﬂ) ¥ Cs
(¢ fructosa), de la gréfics de 1la Tigura 2 que permiten con
cluir la prazehcia de una actividad isomerizante importante,
eiendo la produccidn 2e 47,55 de levuloca en 20 boras de

“ﬂﬁerizaeiﬂn.—---—-----------------..

10, EJEMPLO 2.
a) prenaracifu del micelio -

La preparacifn ge ha efectuasdo en condiciones iaén
ticas s lae del ejemplo 1 con la diFferencin de¢ que las mguas

de fermentscién de mafz se han substituldo por 300 g de pro



Se

10.

15

-11 -

teinne procedentes 48 ls Ffloculaeidn de las aguae de vepg
tacién Jde patatas, sjusténloss también el piH a &,8 con amo-

n‘m.--—-v‘--O‘ﬂ---’-nau—-——--maa

Despuds de 2¢ horas de Termentacidn (agitacidn de
600 vueltan/minuto - airgacidn 2 1/minutn) me ken recoglio,
después de filtracidn, 750 g de células himedas de Strepto-

myeasviﬂaﬂwnm‘r. N AE an W WP W R e W G S R A e M e Ee e e

b) Isomerigacidn de 1s glucoga -

La torts de Ttreptomyres ohtenlds enteriormente sa
dispersa en 15 litrog ds uns eslucidn de dextrose al %05 en
peso, en las condiciones descritas en sl ¢jemplo 1. Los re~

sultsios obtenidon se rounen on le tabla Il « = « = = -~ -

TABLA IT
Tiempo en horas alin, # de fructosa pH
0 5205 ¢] £,8
5 » 1821 21,5 T2
21 | - 1598 47,5 €49
TS, . N

RIREPLO 3.

Bete snpayo evidencis la facilided de filtracién
d¢ 1la caps y sus posibilidades de reciclado. « - =« = = ~

a) Prgparacién &el micello -



Tog fermentalores de 15 litroe se han preparado en

1lag condicionas genereles descritas en ¢l ejemple e = = =

, Lss aguas de fermentscidn de mafs se han sudstitul
i0 por un hidrolizado proteolftice de cameina (17 de casel-
Se na, os decir 150 g, se ha hidrclizsdio en una solucién de

amonfaco por medio e proteasa slealina durante 8 horas). -

——

4

Pegrule de 24 horas 4o fermentacién y de desapari-
cién capl total de lase substancias reductoras, se obtiene
un volumen de Streptoxyces ds 0,6 m3/1n ml de cultive des-

10. vuds de 10 miautoa de centrifugacin u 5000 vueltag. = = =« =

La filtracidn de estos uedlos de cultivo da respeg
tivamente 550 ¢ y 560 g de c&lulss de Streptomyzee himedss.

b) Inomerigncida con reciclade de 1a enszima -

fie ha procedido e 7 isomerigsciones consccutivas

15. sobre 15 litros de solucida de dextroea al 50k ~ = = = « =

La primera se efectin con 560 g de cflulas. da

ftraptomyces procedentes del fermentndor 2, -« -~ e« v« -

La segunda isomerizacién se efectia sobre una nue—
va cergs d¢ 15 litren de jarabe de glucoss al 50F% con el
20, Straptomyces recuperado despuds de filtracidn del medio de

reaccidn que resulte de la operacifn f¢ ~ = = = =~ - = = = =

Las igomerigzacioncs 3, 4, 5 y 6 se efectian en otras
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cargas 3e 15 litres e jarabe aNaliiendo, ml mlicellioc recupe
raio despuls i¢ filtracién de le operacién precadenta, 145

& do cflules fresome procelentes del fermentador t. - - - -

fe ha efectualo uma sfptisa y dltima imomerivacidn
win adicidn de células frencas de Ftropltomycess - — = = = =

Log rasuliados de todas estme operaciones figuven

ﬂl&ﬁablaIIIsiguiente. W ew e e W G g N e W e W e
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Esta manera fe trabsjar permite isomerizar 107 11
tros 18 jarabe 3¢ glucosa al 507, procediendo el micelis
de 30 litros de caldo de cultive mientras qus, sin recicla
40, bahrfa sido necensrio utilizar gl mizelio procaisnte
de 10T litros 3¢ onldo do CULBIVO. o « v = v w v @ = = = =«

Ims cifrae reunidas wn 1a tabla III permiten afip
mar, silemfis, e siendo la riquezn wmedim de fructosa e loe
sicte jmrabss do aproximpismente 427, resulta claramente
la buenm conservacidn e la actividal isomprigante del micg

1io durante tido su &2ple0s = =~ = = = = = = - - o - - - -

Como e3 svidente y como ya resilta por lo demds de
10 que preceis, la invencidn no ge limita en forme alguna
s aquéllos de sus modos de splicacidn ni tmm s aquélloe
de los modos Je reasliescidn e sus aiveuu partes que sa
ban previsto nfe especislmente; aberca, por el contrario,

“ﬁ“lwmmtw. - A S R G NS R SN G WS MR M A G R A e e W

E D% 4

S¢ declaran ds novedal ¥ propleded para Espafia,

‘gus territorioe y ;,aiﬁiwxi'e goberanis, las sigulenten: - ~ ~

BYIVINDICACIONES

e aa

. Yo= Procedimiento de isomerizacién ensimftica Je la
glucoss an fructosa, caracterisado porgue se eaplon, cono
nicroorgenisno projuctor dew enzima igonerisante, una ceps de
Straptomyces viclazeoniger que presamts los varacteres taxo-
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- hppecto 1@ las esparas ! globulomas, dp uma di-
mensién de 0,9 a 1,2 micras y con paredes lisas o poce ru~

= Aepecto del micello afreo : espurolanisa gria par

fugeo, que me licia on manchas negras nimedar y que prosen

4
te ramificscionse de epporéforon monopodinles) « = = « = -

~ Ampeocto de lap espirales : son cortas, eatfin

aglomeradns, presenten uno O 408 rigop} =~ = = o == = =

- Appecto del micelio vegetativo : es de bladcum-

g0 n smarillento (hasta awarilleo clarg)} = = =~ == = = = =

- Be posible extrzer un pigmento goludle que es rg

aa pilidc ¥y que se produce on la leche daporenal) = = - =

- fultivo sobre modio "misrro-peptona-agar® 3 sin

plapentos melanocides (que tampoco sparecen en cultive sobre

tireﬁiﬂ&‘ﬁg&l‘); ------------ - eax wn e e Gm e e A
« poeiln diastfisica 3 sgar + ; 3loiddn & § -~ = -

- Accién proteslitica : cosgulacidn de 1ls leche
buena paeptonizecién
licuacién de la gelatina;

- fzdcares asimilades por la cepa @ sacarosa
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inositol
rhamnoss

rafinosa}

2.~ Procedimiento segin la x:'eivind:lcncién 1, caracteri-
gado porque oe empled; cemo microorganismo pma;ctor.go enzina
isomerizante, une cepa de¢ Streptomyces violaceoniger reglistra-
da en el Centralburesu voor Schimmel Cultures de Basrn (Holenw
da), bajo el nt (BS 409=73s ~ v v v e w e v e wwocewwe -

3.~ Procedimiento segin la reivindicacién 2, caracteri-
zado porgue se esplea uns ceopa mutente de la depositada en el
Contralbureau voor Schimmel Cultures de Basrn (Holanda), baje

4.~ Procedimiento segln cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a 3, caracterizado porque por lo menos una de las cepas
indicadas en cualquiera de les reivindicaclones 1 a 3 se enplea

inaeoondicimeﬂ Bi@lmt@a' “ OGN Gp e G G WD WS GR WE GR EE A W W

- tepperatura s 50 a 7500,
-pi 2t 688,
- ooncentracidn del medio en glicidos ¢ 25 a 607
en CoCl, 1 0a0,5% g1
en Mgi0, 108241

5e= "IROCEDIMIENTO DE ISOMERIZACION ENZIMATICA IE LA
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Todo ello conforme se describe y reivindicm en la re-
sente memoria que consia deo dieciocho hojas. foliadas y meoa~
nogrefiadas por une cola de sus caras, y de cuatro figuras que

la ilustran.

HADRID, 9 ABR. 1974
PeAs Me CURELL SUROL

et A,

"/“'
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