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la invanción tiesa por objete un, procedimiento de 
isomerizEción enzisaStioa de la glumas en íru-ctoea,- es de­
cir uta procedimiento del género de aquéllos en los cuales 

5. les propiedades qu» poseen lee en «timas producidas por ciar-
toe microorganismos, eusndo éstos son cultivados en un me­
dio que contiene filosa» permiten que estos microorgaaisaoe 
leo»ericen la glucosa en fructosa cuando se ponen en conten 
te» con la glucosa. - - - — ---------- - - ---------

10. Ss conocido que ciertos microorganismos pertenecí*»
tes a las familias Pssuóamonas, Baoillus» Lacto’oacillus y 
Streptomyees son capaces Se producir dichas su simas isosaeri 
santos. ------------ ------- -

?,b conocido igualmente q e la mayor porte de los 
15. microorganismos do los que se acaba de hablar presentan, a

pesar del hecho de que son capaces de producir enzima» que 
isomerizan la glucosa, inconvenientes eerios tales como los 
que residen, en particular, en dificultades de filtración 
después de lsomerizacián y en dificultades de purificación 

SO. de los jarabes iaocerlcalos obtenidos, debido a la presen­
cia de substancias coloides que provocan coloraciones (pÍ£ 
mantos secretados por el microorganismo no completamente 
eliminados del micelio durante el lavado de éste). - - - -



Dichón aieroorgaiiiama» conocido» presentan igual­
mente otro» inconvenientes que residen ya toa «a la dificul 
tad de recuperar el micelio a Xa salida de vax dolo de iso- 
aerizaeión, ye eee en la deetruccián rápida da la actividad 
ensisática de dicho micelio» Xa que impide hacerlo reaccio­
nar por reciclado en una pluralidad de cargas sucesiva* de 
jarabe de glucosa a itomerizar. - - - - - - - - - - - - -

Sin embargo» ae ha hallado que» de fox*» iaespex£ 
da» un microorganismo particular* a saber una cepo pertene 
cíente a la especie Streptomyees violaceoniger, no sólo era 
capaz de producir una enzima que izoeerizab» la glucosa en 
fructosa» sino que además ya no presentaba dichos inconve­
nientes*

Este «icroorganimaeo, cuyos caracteres taxonómico* 
se describirán posteriormente» se fes depositado en al 
Cantralbureau voor Sefciaael Culture» át Baara (Holanda)» ba 
jo el a» CBS 409-73. ----- * ------- -------------

la invención tiene pues por objeto un procedimien­
to de isoaerizacián gnziaátlc* de la glucosa en fructosa» 
caracterizado porque se emplea» como microorganismo produje 
ior de enzima ieomerizente» una cepa de Streptoayces viol¿ 
ceoniger depositada en el Centralbureou voor Scbimael 
Cultures de Baarn (Holanda)» tejo el n* CBS 409-73* o muton 
tes de lata. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - —

Otras características aparecerán en la descripción



que sigue y que se ilustra por raedlo át¡ los ejemplos y de 
los planos correspondientes que se refieren a modos ventajo 
sos de realización do la invención.---------- -------

ai dichoe planos» - «—  ~ ---------- - - - ---

- las t iga x gm  1, 2 y 3 son gráficas relativas al 
ejemplo 1 y muestran ̂ respectivamente la evolución* en fun­
ción del tiempo t expresado en ñoras* por una parte* del 
pK (curva G^, fig. t)* por otra parte» de la cantidad Q de 
aricaren reductores presentes en el medio y expresada en 
ft/X (curra C2* f i g *  y finalmente» por otra parte, de la 
relación V^/V^ del volumen de microorganismo al volumen 
?2 de cultivo (curva Ĉ , fig. 3) ? - - - - - - - - - - - - -

- la figura 4 ee igualmente una gráfica relativa 
al ejemplo 1 y muestra la evolución* en función del tiempo 
t expresado en horas» del valor del poder rotatorio absolu­
to alfac expresado en grados (curva (Ig) y Se la risueña del 
medio en fructosa verdadera expresada en % (curva €*•)• - -

lia cepa de Streptoaycee violaeeoniger empleada ee- 
gón la invención se cultiva en condiciones! aerobias en cul­
tivo sumergido en el seno de un medio que contiene elementos 
nutritivos apropiados» asi como xilosa cono hidrato de car 
bono. El micelio asf producido se recoge y puede emplearse 
en jarabeo óe glucosa.-----

Se señala que loe medios de cultivo utilizados para 
preparar un micelio de Streptoayceo violaceoniger utiliiable



- 5 -

«a el merco ¡leí procedimiento segón la Invención contienen 
de 5 a 15 g de xilosa por litro, mi oamo da 5 a 50 g por 
litro da substancias nitrogoastaas tala» ©orno, por ejemplo, 
aoja, aguas de fermentación da mala, residuos da aguas da 

5*  vegetación a» patatas, extractos de levadura, etc» - - - -

las condiciones de ptt, 3e temperatura y de dura­
ción de «ate cultivo son, por lo demás, las siguientes* - -

- 5,0 <  pH <  8,5 , preferentemente 5,5 <  pH <  7,5 »
- 2*5*0 <. t <  40* C» preferentemente 30»C <  t <  35*0,

10* - duración de 24 a 48 horas*

La experiencia ha demostrado que «ate procedimien­
to de cultivo permite obtener m  estas condiciones un micelio 
abundante, fácilmente filtrable y que presenta una buena a£ 
tivldad isomerlssnte* - —  - - -

15* En vistas a su emplee sobre un jarabe áo glucosa,
se filtra el micelio así producido, se lava con agua por pul
varicación y se recoge en forme pastosa* Puede conservarse*en esta forma en frío (en general a una temperatura del or­
den de -200C¡) o secado por liofiUtóciÓa, lo que permite 

20* igualmente conservarlo, pero en general se utilice inmediata
mente dispersándolo en el jarabe a isomerizar.----- - - -

S3L micelio filtrado y lavado se emplea en las ccndi 
cionss generales de ieomerización siguientes* —  - - - - -

*» temperatura * 50 a 75*0,



— pB * 6 a 8,
— concentrasión del medio en glúeidos * 25 a 60$»
- CoCl2 * 0,0 a 0,50 g/1,
-  %S04 * 0 ,0  a 2,4 gA«

5. La duración dependo áe las condiciones y da la concentración
de micelio empleadas^ - —  - - - ----- ~ ~ ~ ~

4La experiencia ha demostrado que los rendimientos 
de la transformación de glucosa en fructosa* por empleo del 
microorganismo según la invención, son i el orí&n áe 45$ Pja 

10, ya v*ny». concentración de micelio de 1 volumen, de caldo é e

cultivo por 1 volumen de solución de dcxtroea a 50$ en 24 
horas* - - - --- ---

Los caráeteres taxonómicos áe la cepa áe Streptomy— 
ces violáceoaiger según la invención son los siguientes* — —

15. - Aspecto de las esporas í globulosas, de una di­
mensión áe 0,9 a 1,2 mieras y con paredes lisa® o poco rugo 
sas;

- Aspecto del micelio aireo : eeporulant© gris par 
dusco, que se licúa en manchas negras húmedas y que preaen-v 

20, ta  ramificaciones de eeporóforos monopodisles; ----------------- ---

_ Aspecto de loe espirales s son aortas, están 
aglomeradas, presentan un o dos ricos; — ~ — — — — — — — — —

- Aspecto áei aieelio vegetativo i eo de blancuzco



a amarillento (hasta «sarillo claro)}

- Es posible extraer un. pigsonto soluble que es rg, 
aa pálido y que se produce m  la leche descremada; - - - -

- Cultivo sobre «edio "hi&rro-peptoaa-egar" t sin 
piasen toe melaneides (que tampoco apareces* en cultivo sobre 
tirocina-agar);

- Acción diastásics i agar ♦ ; almidón ♦ ;
» Acción proteolítina t coagulación de la leche

buena peptonisadón 
licuación de la gelatina;

- Atacaros asimilados por la cepa t encaro ea
inositol
rhaanoea
rafinoea.

31 conjunto de dicho» caracteres permite afirmar 
que la cepa en cuestión permanece a la eapeoie Streptomyoes 
violaceoniger (catálogos Wekman & Curtie y tafeasen & 

Hanrici); se raHola, sin embargo» que OI espectro de aaimi-
• --.4

lación del carbono es algo diferente de aquélla. - - ------

Desde luego, el procedimiento eegón la invención 
previ el empleo de los matante» de dicha cepa que pueden ser, 
por ejemplo, «atantes naturales o artificiales, pudiéndose 
obtener esto» óltioto», por ejemplo, por irradiación con ra­
yo© ultravioletas por tratamiento de la cepa de partida con 
agenten químicos autógenos tales cobo, por ejemplo, la ni-



troeogunniáina 7 el culi©nato de etilmetilo

A continuación, se indican algunos ejemplos de reg 
lizaeión del procedimiento segtía la invención.

BJaePLO 1.

a) Preparación del micelio - J—
4

$n un feraentalor de 20 litros, que contiene 15 li­
tro b de agua, se introducen 525 g de aguas áe fomentación 
de ®aíe a 50£¡3s extrae toe cgcob, 1050 g de xilosa y 15 g 
de sulfato do magnesio, estérilizándose todo» - - - —  --

Se ajusta el pH a t,8# entes Se la esterilización,
con amoníaco 7 sa añaden 10 g de aceite de cea! 2 para evitar

¡

un exorno áe espuma* - - —  ------- - - - - - - - - - - - -

Después 4e una enteriliseación de 10 minutos a 120«C, 
el medio se siembra con 400 mi de un precultivo de 4f> horas 
de Sfereptossyces vlelaeeoniger que pertenece a la cepa CBS 
409-73 contenida en un erlcnaeyar de 2 litros* - - - - --

SI fencantador está equipado de un sistema mecánico 
de agitación regulado a 600 vueltas/minuto 7 la aireación 
se regula a S litros de aire estéril por minuto* - - - — —

los gráficos de las figuras 1 , 2 y 3 muestran la evo 
lucida, «1 función del tiempo, del pH (fig> 1, curva Ĉ ), áe 
la cantidad de aricare» reductores presentes (f ig. 2, curva



02) y Sel volumen Se microorganismo por volumen áe cultivo 
(flg. 3, corva Ĉ )» habiéndose medido esta última magnitud 
por 1* altura del residuo obtenido despule á« centrifuga­
ción «» una probeta graduada ea condiciones normalizadas, 
a saber 5000 vualtac/minuto durante 19 «inuto». - - -----

«resulta de la figura 3 que, despule de 24 horae de 
cultivo, la cantidad de Strsptomyce» obtenida alcanza un 
máximo y ya no úntente. - - - - - - - - - - - - - - - - - -

loa 15 litro» de cultivo a» filtran sobre filtro 
Btlchner provisto 3» una precopa de tierra filtrante; el 
Streptamycee recogido ee lava con agua potable. - - - - - -

Be esta forma, se recogen, eia dificultad, 300 g 
áe células b&tedae. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

b) leomerigaclón de la glucosa. -

lo» 309 ñ de gtreptomyce» obtenido» anteriormente 
se dispersan «a 1$ litro» de una solución áe tíextrosa a 500 

g/¡rg de solución que contiene traza» de «ale* áe magnesio 
y áe cobalto, a saber; 2^4 «A ó* KgS04 y 0,24 g/1 de CoClg.

II pH se ajusta a 1,8 por medio de una solución 
de «osa y de eulfito áe sosa y luego la temperatura de la 
suspensión se lleva a 05*0 y el pH m  mantiene al valor de 
6,8 por medio de un pü-metro automático. - - - - - - - - -

S» la tabla I siguiente se h m  reunido los valores



10 -

cucseívo» áal poder rotatorio absoluto» alfaB» de la riqua 
*a del medio en. fratesa verdadera y del pH en función del 
tiempo - - - - - - - -

TABLA. X

Isoraerisacióa de una eolueión de dextresa
al 50fv> pH 6,ífV 0*2 2! 65H>C-£ 1 -

Tiempo en horas súLfajj % de fructosa pH

2 + 40*5 3,5 6,9
4 + 29® 1 16*5 6,3
6 + 12*2 2S,0 6,9

16 - 13*1 45,5 7*0
20 - 15*2 47*5 7,1

Con la ayuda de los valores reunidos «a la tabla I 
5. se v»»w trazado las curvas correspondientes* C4 (slfftg) y C5

(jí fructosa), de la gráfica áe la figura 2 que peralten con 
eluir la presencia de una actividad iaomerlesnte importante* 
siendo la producción de 47,5,¿ de levuloca en 20 boraa de 

isomerización. ------------ '

10. EJEMPLO 2 .

&.) Preparación del micelio ~

La preparación se ha efectuado en condiciones i&Sn 
ticas a las del ejemplo 1 con la diferencia de que las aguas 
de fermentación de aa£s se han substituido por 300 g de pro



t«inaa pro calentes le  la  fioculaciÓn «le la a  agua* .-le vefjj, 
taciÓn 4# patatas, ajustándose también e l pH a 6,® con amo­
níaco < - r - . - - - - - - - ' - - - - - - - - * - - - - - - - - -

Después <1* 26 hora» le fermentación (agitación de 
600 vueltae/ainuto - aireación ® 1/ainuto) bb han recogido, 
después de filtración, 750 g  de célula» tafeadas de Strepto- 
myeas violaceoniger. —  - —  - -

b) leonerisación da la glucosa -

La torta de ̂ treptomyres obtenida anteriormente se 
dispersa en 15 litros de una solución de áextroaa al S’¥- en 
peso, en la» condiciones descritas en el ejemplo 1. Los re­
sultados obtenidos ss «unen m  la tabla II.----------

TABLA. II

Tiempo en hora» alfa^ f> de fructosa PH

0 52» 5 0 6,8
5 ♦ 13» 1 27,5 7,3

21 -  I5«6 47,5 6,9

gjsmo

Beta ensayo evidencia la  facilid ad  de filtrac ió n  
de la  capa y sus posibilidades da reciclado. - - - - - - -

a) Preparación del micelio -



Po© ferraenfca-ior»© de 15 litro© ©a han preparado en 
la» condicionas generales descritas en el ejemplo 1 * -  -  —

las aguas de fermentación de rmls se han substituí 
do por un bidrolizado oroteolítico de cnssina (1/ de easei- 
na, as decir 150 g» se ha h ii rolizado en una colución de 
amoniaco por medio .&§ proteaea alcalina durante 8 horas)• —

4PobpuSg de 24 horas do fermentación y ¿e áesapari- 
cián casi totea de las substancias reáuctoras, se obtiene 
un volumen de fstreptomyees de 0,6 am^/10 mi de cultivo des» 
puás de 10 minutos de ceritrifugaa ión a 5000 vueltas* - - - -

la filtración de cetoe medios de cultivo da respe® 
tivasente 580 g  y 560 g de sálalas de Streptesycee húraedse *

b) Iaoaerlgaolóa coa reoiclado de la enzima —

Se ha procedido a 7 ioorsarizíiciones consecutivas 
sobre 15 litros de solución de ios tro ea al 50/. - - - - - -

la primera se efectúa con 560 g de células, da 
Streptorayces procedentes áel termentador 2. - - - - - - - -

la segunda isomerisación se efectúa sobre una nue­
va carga de 15 litros de jarabe de glucosa al 50/ coa el 
Straptoayces recuperado después de filtración del medio de 
reacción que resulta de la operación 1* - - —  - - -  --  -

Las iooaerlxaciones 3, 4, 5 y 6 se efectúan en otras



o  —

cargas i t  15 litro® 3* jarabe aliad leudo* al asicelio r#cup£ 
rado despule le filtrad** A* le operación precedente, 145 
g d« c&ulas frasee» procedentes del feraentador 1.--- -

S« ha efectuado una «¿pti*& y tÜ.ti*a iso*eri»acl<5n 
5. «in adición de e¿lulas frescas de Streptoojrcee.---------

Loo resultados de todas estas operaciones figurón 
m  la tabla III siguiente* ----------------- --------
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Esta manera ¡le trabajar permite isoas erizar 107 li 
trae 3e jarabe 3» glucosa al SO??-, procediendo el micelio 
de 30 litro» de caldo l e  cultivo mientra» que, sin r*ciel£ 
So, habría sido necesario utilizar el micelio procesante 
de 107 litro* «le calió Se cultivo*

La» cifras reunidas «a la tabla III permiten afije 
mar* además, que siendo la riqueza media de fructosa de loe 
siete jarabes de aproximad órnente 42£, resulta claramente 
la buena conservación de la actividad ísoaerisront© del aic¿ 
lio durante tüo su empleo* - —  - ------

Como es evidente y como ya resulta por lo demás de 
lo que precede, la invención no se limita en forma alguna 
« aquillos de sus modos de aplicación ni tampoco a aquéllos 
de los modos de realización de sus diversas partes que ee 
han previsto «ufe especíala ente; abarca, por el contrario, 
todas la» variantes*

H O t  k

• Se declaran* de novedad y propiedad para .España, 
sus territorios y píassasrtle soberanía, las siguientes} - —

5  n  y n  n  c a g i o a n

1,- Procedimiento de ieomerisación ensimática de la 
glucosa en fructosa* caraoterisado porque se emplea, como 
microorganismo productor de enzima isemerisante, una cepa de 
Strsptomyoee vielaeeoniger que presenta loe caracteres taso-



nómicoe siguiente»:

- Aspecto áa los esporas : globuloims, á© osa di­
mensión de 0,9 a 1,3 aderas y coa paradas lisas o poso ru­
gosas ¡i - - - --

- Aspecto del micelio aéreo * eapurolants gris par*”"■ *-a>. _ .. ^
«uzeo, que se licúa en Kanchas negras hdheáae y que presen

4ta rusificaciones de ecporóforos monapodiales? - - - - —

- Aepeoto de las espirales i son cortas, estén
aglomeradas, presentan uno o los risos; ----- - - - —

- Aspecto del micelio vegetativo t es de blancuz­
co a amar ilionto (hasta amarillo claro)i —  -----  ----

- B» posible extraer un picsisnto soluble que es ro 
sa pálido y que se produce m  la leche descremada; - - — -

- Cultivo sobre sodio "hierro-<>eptoaa~sgar*' * sin
pigmento© aelanoides (que tampoco aparecen en cultivo sobre 
tiro eina-sgor) j ------------------------- ------

- Acción di&stásiea : agar + i almidón + i - - - -

- Acción proteolítica : coagulación de la leche
buena poptonisación 
licuación de la gelatina}

- Azúcares asimilados por la cepa t sacarosa
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inosltol
rhamnosa
rofinoeaj

o una oopa matante do esta cepa» - - - - - - - - - - - - - - -

5. 2*— Procedimiento cogún la reivindicación 1* caracteri­
zado porque m  emplea» eme zaicroorganismo pwiductor^de enzima 
isomerlzonte, tma copa de Streptomyces violaceonlger registra­
da ©n ol Centralbureau voor Schiaael Cultures do Baarn (Holan­
da), bajo el tí» CBS 409-73.----------------------------

10. 3»- Procedimiento según la reivindicación 2» caracteri­
zado porque se emplea una cepa imitante de la depositada en el 
Contralbureau voor Schlazael Cultures de Baarn (Holanda)» bajo 
el n« CBS 409-73*---- - - - ----------------------------

4.- Procedimiento según cualquiera do las roivindicaeio-
15» nos 1 a 3 » caracterizado porque por lo menos una de las cepas

indicadas en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 se emplea 
en las condicionen algulentest - - -------

- temperatura 1 50 a 75°C*
- pH t 6 a 8»

20» - concentración del medio en glúcidoe 1 25 a 60;'
en CoClg > 0 a 0,50 g/1  

en j 0 a 2,4 g/1

5—  "i'KCCEDIMIEH®0 BE IíJOMERlZACIOH EN2IMATICA EB LA 
GLUCOSA JEW 2TOCT0SA**.----------------------- ------
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Todo olio conforme se describe y reivindica en la pre­
sente memoria que consta de dieciocho hojas» folladas y me ca­
ncar alindas per una sola de eus caras» y de cuatro figuras que 
la ilustran.

MADRID, 9 ABR. 1974 
P.A. fi, CUítELL SüSOL

neo
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