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(Clase Internacional COT&)




Ia invencifén se refiere a glucosa-isomerasa,
a métodos para la produccién de esta enzima y 2 la isome-
rizacibn enzim&tica de glucosa a fructosa con gluoosa;iqg
merass.

5 los jarsbes que contlenen una mezcla de gluco
sa y fructosa son ampliamente utilizedos en la industria
debido a su sabor dulce y su escasa tendencia a cristeli-
zar. Tales jarabes ge producen ﬁreferiblemente a pexrtir de
jarebes de glucosa utilizando una enzime para catalizar la

10 isomerizacién de glucosa en fructosa. Es importante para
la economfa de este procedimiento que los costes de la en
zima sean bajos y que haya una formacién despreciable de
subproductos, los cuzles tendrfin que ser eliminados antes
que pueda ser utilizado el jarabe,

15 Se pueden obtener enzimas capaces de isomerizar
la glucosa a fructosa a partir de un gran nimero de espe-
cles de microorganismos diferentes, y las propiedades de las
enzimas varfan de una especie a otra. las propiedades de las
enzimas que son particularmente importantes para su empleo

20 en el procedimiento de isomerizacién, son la estabilidad a
temperaturas altas y la actividad a valorea bajos de pH.

| En una isomerizacibn enzimétioca de glucosé a frue
toma, tienen importancia las condiciones siguientes:
pH: Se desea un valor de pH tan bajo como sea

25 posible con el fin de evitar la formacién de subproductos ca
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talizada por los #Alcalis, es decir, un pH inferior a T,
siendo adecusdo un intervalo de pH de 5 a 7.

Temperatura: La enzima deberfa ser estable
2 una temperatura de aproximadamente 559C a 7520, que es
la temperatura de reaoccidn usuale

Solubilidads En muchos casos, se degea uti-
lizar las células del microorganismo gue contienen la en
zima intracelularmente para la isomerizacidn; por congi-
guiente, és myy importante que la menor cantidad posible
de la enzima se pierda en la mezola de reaccién durante
la isomerizacién o durante la manipulacidn de las o8lulas
después de la ismmerizsoifn, Adicionalmente, es de impor-
tenoia en la produccién de la preparacién de la enzima que
las células puedan secarse Técilmente de tal manera que la

enzima no se separe de las células.

En ofros métodos, se desea una enzima soluble.
Egia se puede utilizar blen sea directamenite, o bien se pue
de haoer insoluble por sopulsolidn con un vehfculo insolu=
ble. Para este procedimiento, es importante que la enzima
se pueda extraer f4cilmente de las células.

Como el margen de precios entre la glucosa y
la glucosa isomerizada es muy pequefio, es por lo demés ex~-
tremadamente importante que el rendimiento en la produccifén

de la enzima sea alto, 2 fin de que el precio de la prepara-—

cién de la enzima pueda ser suficientemente bajo.



Se ha encontrado ahora que utilizando el méto~
do.de aislamiento de acuerdo con esta invencién, serd posi
ble mislar en condiociones reproducibles y con gran frecuen
oia organismos de la naturaleza, los cualeas serdn capaces

5 de producir una glucosa~isomerase que tiene una estabilidad
térmica extremadamente satisfactoria y un pH 6ptimo muy ba=
Joe.

Los organismos aislados de este modo son bacterias

aerobias en forma de bastonecillos, y formadoras de esporas.
10 Dichos orgenismos deben clasificdarse como una especie de Ba

cillus terméfilo y més especificamente son identificables co

mo una ceps de B. cosgulang atipice, diferenciasda de las ce

pas de B, coammlans tipicas por su aptitud pare desarrollar

Be a 659 y para desarrollarse sobre fuentes inorgénicas de
15 nitrégenoc.

El nétodo de aislamiento de acuerdo con la inven
c¢ién oonsiste en incubar fuentes de microorganismos, peeje
muestras de tierra vegetal, sobre medios que contienen sola-
mente amoniaco como fuente de nitrégeno, xilosa como fuente

20 de carbono, y loa elementos trazas usuales como sales inor-
génicas., La incubacién tiene que tener lugar a una tempera—
tura superior a 609C, preferiblemente entre 60 y 659, para
asegurar el desarrolleo exclusivo de los microorganismos ter—
méfilos. Se puedeAaﬁadir al medio agar en una concentracién

25 de 1,5 a 3%, con el fin de hacer m4s sencillo el aislamiento

2702.74 — 4 -—
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de los organismos en desarrollo. Los organismos que se

desarrollan en este medio se purifican por cultivo en

placa gobre medio de agar de la composicién arriba desexi
ta y 2 la misma temperatura. Los cultiivos puros asf obte~
nidos se ensegyan después en lo referenie a actividad como
igomerasa de glucosa utilizando un ensayo sencillo semi-
cuantitativo, ps eje., como se describe mfaz adelante en el
Ejemplo 1, selecoiondndose los cultivos que dan una reacw

cién positiva.

3

1a exposicién ragonsds de la técnica complets
del aislamiento consiste en establecer condiciones de de~
sarrollo que favorezcan el desarrollo rdpido de los micro
organismos més adaptados para la utilizacién industrial y
que ofrezcan una gran probabilidad de producir una gluco
sa~isomerasae

Ta incubacifn a temperaturas elevadas, p.eje
60°C, favorece el desarollo de los microorganismos terméfi
los. Como clase, los microorganismos term&filos exhiben las
altas velocidades de désarrollo deseadas para los procedi-
mientos de fermentacidén industriales, Ademds de ello, las
enzimas producidas por los microorganismos terméfilos son
termoestables.

Ia xilosa es la fuente de carbono, ya que todas
las glucosa~imomerasas conocidag son bésicamente xilosa=-iso

merasas. ;luchog organismoa que digieren la xilosa contendrin
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una glucosa~isomerasa. La seleccibn, por consiguiente, es
un esfuerzo para localizar organismos que puedan utilizar
xilosa como su dnica fuente de carbono.

El amoniaco, es decir, una fuents de nitrégeno
inorgénico, se emplea para excluir aquellos microorganig—
mos que requieren nitrégeno orgénico, con inclusién en par
ticular de B. coagulans, una especie de miocroorgsnismo que,
de lo contrario, satisfarfa todas las conﬁiciones del pro-
grama de seleccién. De hecho, B, coagulans es una fuente co
nocida de una glucosa~isomerasa de calidad, que poseé uma
estabilidad térmica relativamente satisfactoria y wn pH ba
jo 6ptimo tanto para la actividad como para la estabilidad.
Desgraciadamente, B, coagulans es costoso de culiivar debi-
do a que sus requisitos de desarrollo incluyen vitaminas y
aminodoidos.

los microorganiemos aislados por el procedimien~
to de selecoién anteriormente descrito tienen olerto ndmero
de propledades en comin y, seglin se cree, pueden clasificar
se en una sola especie., No obastante, la eapecie en ocuestién
parece ser la de B, coagulang. Uha identidad aparente entre
Be coagulans y los microorganismos de la presenée invenoién
no es sorprendente, ya que las condiciones de seleccién son
tan semejantes a las condiciones que seleccionarfan B. coa-
gulans que deberla esperarse la obtencién de microorganise

mos estrechamente afines al mismo. Ademés, B, cosgulans es
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una especie deficientemente definida, de la que ya se sz
be que existen varios subgrupos. La bibliograffa sobre
B._coagulans reconoce que una investigacién a fondo so—
bre B, coagulang demogtraria probablemente que B. goa-
gulans constituye varias especies diferentes de mioroorga
nismos afines. Quedando pendiente de realizar unza investi
gaclén definitiva sobre B, coagulans, todo lo qus =me pueds

decir acerca del micronorganismo de la presente invencién es

_que se trata de un B. coagulans atipico caracterizado en

su caracter atipico por ser capaz de desarrollarse a 65°C
Yy ocapaz de desarrollarse sobre fuentes inorgénicas de ni-
trégeno.

Una distinecién biogquimica de importancia paxa
la presente invencién es que la enzima de glucosa-isomexra
sa del B. coagulang atipico difiere realmente de la gluco
sa~isomerasa de B. coasulans (tfpioo), particularmente con
relacidn a la estabilidad térmica y al efecto del pH y de
la temperatura sobre la actividad. la glucosa~isomerasa de
la presente invencién es mds termoestable y su actividad
a un pH comprendido entre 5 y 7 es igualmente matisfacto—
ria, si no mejor. En definitiva, esti presente una enzima
diferente.

Para la produccibn de la glucosa-ipomerasa de la
presente invencién, las bacterias se cultivan en condiciones

aerobias sobre medios que contienen sales usuales y fuentes
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de carbono y nitrégeno usuales & un pH comprendido entre

pH 5 y pH 9 la adicién de xilosa o de compuesios que oon-
tienen xilosa al medio es necesaria con el fin de inducir

la formacién de glucosa-isomerass en las cepas brutase Sin
embargo, es posible aislar mutantes que producen glucosa-iso
merass sin inducoién por xilosa. Cuando ss oultivan tales
microorganismos, se puede utilizar cualquier fuente de car—
bono metebolizable.

Ia temperatura de incubacidén pard la fermenta~
cifn esté comprendida entre 40 y 659C, usualmente alrededor
de 509C. Durante el cultivo se mantienen condiociones aero-
bias por soplado de aire a través del medioc, peej. a un 6l
men de aproximadamente un volumen de aire por volumen de 1I
quido y por minuto.

La enzima se forma intracelularmente, y el pro-
cedimiento de purificacién consiste usualmente en cosechar las
células por centrifugacién o £iltraoién ¥y 8l ‘ae desea, seoca
do de la pasta cremosa de células por liofilizacién, secado
por pulverizacién o por cualquier otro procedimiento que no
destruya la actividad de la enzima. Antes del secado, las céiu
las se pueden tratar con soluciones de sales de cobalto, de
tal mode que la preparacién de la enzima contenga una cantidad

de coH' necesaria para sctivar la enzima.

Las células cosechadas se pueden tratar ulteriormen

te por calor a una temperatura comprendida entre aproximadamen



te 70 y 809C durante un perfodo de tiempo suficiente pa
ra destruir los sistemas do enzimas lIticos en el intexrior

de las células,

Durante el cultivo, se puede determinar & inten
5 valos de tiempo la cantidad de glucosa~isomerasa presente
en las odlules por determinacién de la cantidad de fructo-
sa formada a partir de la glucosa en condiciones normaliza
das. Cuando ya no se observa aumento alguno de acfividad, se

cosechan las células.

10 51 ge desea un producto enzimftico soluble, serd
posible conducir la fermentacién de tal manera que la mayor
parte de la enzima ee separe de las células, pasando al cal
do de fermentacién. Esto puede hacerse, por ejemplo,'elevag
do la temperatura de fermentacién a 609C durante el perfodo

15 total de fermentacién o sélo durante la dltima parte del mig

Mo

A partir de este caldo se puede producir una pre
paracién de enzima utilizando los métodos usuales para la pre
paracién de enzimas extracelulares, esto es, purificando el cal

20 do por centrifugacién o filtracidn y concentrando la soluoién
que contiene la enzima por evaporacién o por 6smosis inversa,
obteniéndose asi un producto de enzime 1lfquido, o por precipi
tacidn de la enziﬁa separédndola del caldo o del caldo concen—
trado por medio de sales o de disolventes solubles en agua, y

25 secado final del precipitado.

27.2.74 -9~
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Se puede preparar también una enzima soluble a
partir de las células aisladas dejando que las mismas su=
fren la autolisis, por adicién de enzimas liticos, peej.
lisozima, o por adiocifn de agentes tensiocaotives, asf como
por ruptura meodnica de las células por medios tales como
ultrasonidos, o por el empleo de dispositivos mecéniocs de
homogenizaciéne. Se pueden producir preparaciones de enzimas
a partir de células tratadas de este modo por los métodos
arriba desoritose

Normalmente, los microorgenismos producirén cier
40 ntmerc de esporas durante la fermentacién. S$i se desea
una preparacién exenta de esporas, deberia utilizarse un mu
tante asporogénico para el cultivo. Los métodos para el aig
lsmiento de mutantes asporogénicos son bien conocidos en la
técnica y ea f4cil aislar este tipo de mutantess

Si @e desea, la preparacién de enzima de acuerdo
con la invencién puede estar embebida en una matriz o insolu
bilizada por cualquier método conocido en la técnica que no
destruya la actividad enzimdtica.

La enzima de la presenté invencidén posee propie~
dades que son myy favorables para la isomerizacién de la glu
cosa en las condiciones comerciales favorables de pH 5 a T
Puede utilizarse desde 55 2 859C sin merma sustancial de ac-
tividad hasta valores de pH tan bajos como aproximadamente

590. Es extremadamente termoestable, reténiendoung gran parte

- 10 -
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de su actividad a 85¢C dentro de todo el intervalo de pH
comprendido entre pH 5 y pl T« Por contraste, la glucosa~iso
merasa de B. coagulans conocida pierde actividad para tempe~—
raturas superiores a 70¢C, no poseyendo casi ninguna actividad
a 859%. Ia superioridad en las propiedades de la enzima hace
tanto mds ventajosas las economfas logradas por el oultivo de
los microorganismos sobre nitrégeno inorgénico.

Para una mejor comprensidn de esta invenci&n, ge

presentan los siguientes ejemplos especificos de la mismae

Bjemplo I

Alslamiento de organismos isomerizantes de la glu-

cosa de gustancizg naturales

Una supensibn al 10 de tierra de jardin en agua
esterilizada se extendid nobre placas que contenfan un medio

de agar de la composicibn gsiguiente en g por litro de agua des

tiladas

(HH,,()zso,1 3

> 1
KQH.E 04
g0, TH,0 0,5
KCl 0,5
Fe30y 0,01
Agax 20

-1 -



Se trataron en autoclave, por separsdo, 5 g de
xilosa por litro, y se sfiadieron asépticamente inmediata~
mente antes de extender la suspensién de tierra sobre las
placeas,

5 Se incubaron las placas a 60659 durante dos
dfas, y las colonias que se desarrollaron se transfirieron
a un medio de la composicién siglxiente en g por liftro de

agus destiledas

Peptona 10
10
Triptona 5
Extracto de levadura 3
NazHP04.12H20 18
15 KHZPO4 7
Agar 20
Se trataron en asutoclave, por separsdo, 10-20 g
de xilosa por litro, y se afladieron asépticamente inmediata
20 mente antes de verter las placag.
5i el cultivo resulté ser impuro, se extendié de
nuevo en forma de vetas sobre el primer medio y se transfirié
de nuevo al medio rico. Se repitié este procedimiento hasta que
se obtuvo un cultivo puro.
25 Los cultives en el medio rico se incubaron durante

274274 -12 -
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1 a 2 dfas a 60°C y se ensayaron lueso en lo referente

a su aptitud para isomerizar glucosa en fructosa de la

manera siguiente:

al 0,95 Se

con 1 ml de

Se pusieron en susnensién las células en NaCl

incub8 1 ml de la suspensidn de células a T09C

lg solucién sipuiente:

Glucosa 80 gramos por litro
TRIS 041 mol por litro
cloroformo 2 ml

r,zgso‘l.“mgo 5 gramos por litro
CcC12.6H20 0,5 gramos por litro

21 pH se ajustd a 6,5 utilizando HCle

Despuéa de cuatro horas de incubacibn, se trang

firié una gotite de la mezcla de reaccién a una hoja de pam

pel cromatogrifico (Whatman N9, 1) por medio de una pipe~

ta Pasteur.

las gotitas se dispusieron de tal manera que que

dase espacio para 50 a 100 gotitas por hoja de papels Después

de secar, se humedeci6 el papel en la solucién siguiente:

naftalindiol 250 mg
etanol 250 ml
HC1 concentrado 20 ml

Deapuéds de mecar durante 2l menos 30 minutes a la

- 13 -
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temperatura ambiente, el papel se calentd a 60¢C durante

1 a 20 minutos. Si la mezcla de reaccién contenfa al me-
nos 0,5% de fructosa, se hacfa visible una mancha parda des
pués de este tratamiento.

Se aislaron 18 cultivos que daban reacciones Do
sitivas de fructosa utilizando este método. Los cultivos se
depositaron en el Northern Regional Research Iaboratory,
Peoria, Illinois, EE.UU. (NRRL) bajo las denominaciones
NRRL B-5649 a NRRL B-5666.

Estas cepas tenfan en comin las propiedades si-

guientes:

Morfologias

Similar a la de las especies en el grupo de

B. subtilis.

Reacciones Bioqulimicass:

Temperatura para el desarrollo: 40 a 659C, 6pti
ma de 55 a 60°C,

El desarrollo es inhibido por concentraciones ele
vadas de protefnas (superiores al 3%) e hidratos de carbono
(1%). Se produce 4cido a partir de glucosa, xilosa, fructosa,
ribosa y glicerina (no se forman gases); la arabinosa no sufre
formentacién,

No se produce desarrollo alguno en NaCl al 3%.

Desarrollo a pH 5,7: Positivo.
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Degarrollo mobre glucosa—agar nutriente, mejor
que el desarrollo sobre agar nutriente. Desarrollo satisfac
torio pobre agar de semilla de sojas

La hidrdlisis de casefna y almidén fue positiva
cuando me ensay$ a 409C, pero fue débil o negativa cuando se

ensay6 despuds del desarrollo a 509C,
Ia hidrélisis de la gelatina fue negativa.

El desarrollo anaercbio en medio de glucosa, fue

negativo (débil).

Ejempla IT

Producsibn de glucosa~isomerasa en matraces vibran

En matraces Zrlenmeyer de 500 ml provistos de pla
cas deflectoras se prepararon 100 ml de un medio que tenfa la

composicién siguiente (en gramos por litro de agua corriente)s

lfquido ds maceracién de mafg 80
extracto de levadura 5
KQ}H‘04 1
(1«114)2304 5
xiloge 4
HgB0yTH,0 0,2
1nS0,eHa0 0,05

la xilosa, el KgS0y ¥ el ¥n30, se trataron en autg

- 15 =
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clave por separado y se afiadiaron asépticamente después de
enfriar & la temperatura ambiente, Se ajusté el pH asépti-
camente a 7,0 utiligando Na(H 4N esterilizada.

Se inocularon los matraces con 1 ml de una sus=
pensién de células en agua destilada esterilizada preparade
por rascado de laes colonias desarrolladas a partir de culti
vos en pico de flauta en el medio rico descrito en el Ejem—
plo I.

Los matraces inoculados sme inéuba.ron en una me=
se vibrante rotatoria (220 revoluciones por minuto) a 500C,
Después de 40 horas de incubacién, se centrifugaron los con
tenidos de los matraces y las células obtenidas en el preci
pitado se utilizaron para la isomerizaocién de glucosa de la
manera siguientes

En un reactor provisto de medios para mantener
una temperatura constantey atmésfera de nitrégeno, control
de pH y agitacién, me pusieron 0,5 litros de una soluoién
al 40% (peso/peso) de dextrosa monohidratada en agua desti-;
lade 2 la que se habian afiadido 0,5 g de MgSO4.7H20 y 0,05 g
de 00304.320.

Se afiadieron a la solucidn célulasg que contenfan
glucoasa~igomerasa procedentes de 1 litro del medio, y se llevé
a cabo el procedimiento de isomerizacién en las oondiciones
siguientes: Temperatura, 80°C; pH, 6,23 tiempo, 10 horas.

La cantidad de fruotosa formada se determiné por



polarimetria, y se determiné el grado de isomerizacifn co
mo $ de fructosa formado/% de dextrosa inicial. Se obtuvie

ron los resultados siguientes:

5 Cepa NRRL Ne < de Conversién
5649 35
5650 44
5651 42
5652 44
10 5653 47
5654 44
5655 50
5656 42
5657 42
15 5658 38
5659 38
5660 42
5661 42
5662 51
20 5663 42
5664 44
5665 42
5566 4
25

27.2474 - 17 -



Ejemnlo ITI1

Se cultivé Becillus tennéfilo IRRL He. 5650
durante una noche en caldo nutriente a 48°C. Se transfi
rié 1 ml de este cultivo a un matraz Irlenmeyer de 500
5 ml provisto de placa deflectora que contenfia 100 ml del

medio siguiente ( en gramos por litroe de agua destilada):

PO 2H 0
NaZI'P 0 4 H2 9
P0 .
KH2 A 7
10 HSSOA.YHZO 0,5
KC1 045
?e304 0,01
antiespumante 0,1
15 (HH4)2504 3

Se trataron er rutoclave, por separado, 5 gra
mos de xilosa por litro, y se aliedieron asépticamente an-
t2s de la inoculacién.

20 1 matraz se incubd en una mesa vibrante ro—
tatoria a 489C durante 1 a 2 dias.

Se ensayd la activided de isomerizacién de #lu
cosa como se ha descrito en el Ejomplo IT; el resulbado

fué vna conversién del 32, .

25

—
o0
i

27.2.74 -
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Aislamiento de bacteriasg mutantes que son ca~-

paoceg de prcducir actividad de isomerizacifén de glucosa

en medios exentos de xilosa.

Se cosecharon células que se desarrollaban
logaritmicamente en caldo nutriente, y se suspendieron
en tampén de TRIS-maleato de pH 6,0 que contenfa 100 mi-
crogramos de N-metil-N'-nitro-Nenitrosoguanidina por ml.
Ja suspensién se incubdé a 37°C durante 30 minutos, deg~
pués de lo cual las células se lavaron, se diiweron N'g
se extendieron sobre cépsulas Petri que contenfan agar
nutriente.

Al cabo de 1 a 2 dfas a 50~609C, las colonias
de cepas mutantes se transfirieron a cfpsulas Petri que
contenfan un medio exento de xilosa de la composicién

siguiente en gramos por litro de agua destiladas

extracto de levadura 30

agar 20

Se incubaron las placas hasta que se obtuvo un desarrollo

satisfactorio (1 a 2 dfas)s Se determind entonces la acti
vidad de glucosa~isomerazsa de las colonias utilizando el

método sencillo descrito en el Ejemplo I.

El némero de mutantes enconirado fue elevado,

-19 -
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aproximadamente uno en 2000 a 3000 colonias enséyadas.

Le presente solicitud, qﬁe corresponde a
la vpresentada en Gran Bretafia, el 12 de Enero de 1973,
bajo el N2 1773/3 (Provisional), se acoge a los benefi-
cios del Articulo 51 del vigente Estatuto sobre -Propiedad

Industrial.

~ REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencidn propia y nueva,
que se ﬁfeeentan pera que sean objeto de esta solioitud!
de Patente de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son
los gue se recogen en las reivindicaciones siguientes:

18,~ Un método para la isomerizacién de
glucosa a fruoctosa, que comprende el empleo de una~gluco;-

se~isomerasa producida por una cepa de B, cosgulans atf-

pico capaz de desarrollarse con una fuente de nitrégeno
inorgdnico, llevéndose a cabo la isomerizacién en condi~

ciones anaerobias a pH comprendido entre 5y 7 y a una }



2=1=~T5
VGD,

temperatura de 552 a 852C,

22,~ Un método para la isomerizacién
de glucosa a friuctosa,

Tal y como se he descrito en la Memo-
ria que antecede, y para los fines gue se han especifica-
do. 4

Esta llemoria consta de veintiuna hojas

escritas a mdquine por una sola cara.

Madrid,

-9 ERE. 1975

P.A,
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