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La invención se refiere a glucosa-isomerasa, 

a métodos para la producción de esta enzima y a la isome- 

rización enzimática de glucosa a fruotosa con gluc osar-i so 

merasa.

Los jarabes que contienen una mezcla de gluco 

sa y fructosa son ampliamente utilizados en la industria 

debido a su sabor dulce y su escasa tendencia a cristali­

zar. Tales jarabes se producen preferiblemente a partir de 

jarabes de glucosa utilizando una enzima para oatalizar la 

isomerización de glucosa en fruotosa. Es importante para 

la economía de este procedimiento que los costes de la en 

zima sean bajos y que haya una formación despreciable de 

subproductos, los cuales tendrán que ser eliminados antes 

que pueda ser utilizado el jarabe.

Se pueden obtener enzimas capaces de isomerizar 

la gluoosa a fruotosa a partir de un gran número de espe­

cias de microorganismos diferentes, y las propiedades de las 

enzimas varían de una especie a otra. Las propiedades de las 

enzimas que son particularmente importantes para su empleo 

en el procedimiento de isomerización, son la estabilidad a 

temperaturas altas y la actividad a valores bajos de pH.

En una isomerización enzimática de glucosa a frue 

tosa, tienen importancia las condiciones siguientes;

pH: Se desea un valor de pH tan bajo como sea

posible con el fin de evitar la formación de subproductos oa
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talizada por Ion Alcalis, es decir, un pH inferior a 7) 

siendo adecuado un intervalo de pH de 5 a 7*

Temperatura: La enzima debería ser estable

a una temperatura de aproximadamente 55 "C a 75°C, que es * 

la temperatura de reaoción usual.

Solubilidad: En muchos casos, se desea uti­

lizar las células del microorganismo que contienen la en 

zima intracelularmente para la isomerización; por consi­

guiente, és muy importante que la menor cantidad posible 
de la enzima se pierda en la mazóla de reacción durante 

la isomerización o durante la manipulación de las oé lulas 

después de la isomerización. Adicionalmente, es de impor­

tancia en la producción de la preparación de la enzima que 

las células puedan secarse fácilmente de tal manera que la 

enzima no se separe de las células.

En Otros métodos, se desea una enzima soluble. 

Esta se puede utilizar bien sea directamente, o bien se pue 

de hacer inaoluble por oopulooión oon un vehículo inaolu- 

ble. Para este procedimiento, es importante que la enzima 

se pueda extraer fácilmente de las células.

Como el margen de precios entre la glucosa y 

la glucosa isomerizada es muy pequeño, es por lo demás ex­

tremadamente importante que el rendimiento en la producción 

de la enzima sea alto, a fin de que el precio de la prepara­

ción de la enzima pueda ser suficientemente bajo.
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Se ha encontrado ahora que utilizando el méto- 

do de aislamiento de acuerdo con esta invención, será posi 

ble aislar en oondioiones reproduoibles y con gran frecuen 

oia organismos de la naturaleza, los ouales serán capaces 

de produoir una glucosar-isomerasa que tiene una estabilidad 

térmica extremadamente satisfactoria y un pH Óptimo muy bar- 

jo.

Los organismos aislados de este modo son baoteriaa 

aerobias en forma de bastoncillos, y formadoras de esporas. 

Dichos organismos deban clasificarse como una espeoie da Ba 

cillus teimófilo y más específicamente son idehtificables co 

mo una cepa de B. coagulans atipioa, diferenciada de las ce 

pas de B. coagulans típicas por su aptitud para desarrollar 

se a 65°C y para desarrollarse sobre fuentes inorgánicas de 

nitrógeno.

El método de aislamiento de acuerdo con la inven 

ción oonsiste en incubar fuentes de microorganismos, p.ej. 

muestras de tierra vegetal, sobre medios que contienen sola­

mente amoniaco oomo fuente de nitrógeno, xilosa como fuente 

de carbono, y los elementos trazas usuales como sales inor­

gánicas. La incubación tiene que tener lugar a una temperar- 

tura superior a 600C, preferiblemente entre 60 y 65°C, para 

asegurar el desarrollo exclusivo de los microorganismos ter- 

mófilos. Se puede añadir al medio agar en una concentración 

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



de los organismos en desarrollo. Los organismos que se 

desarrollan en este medio se purifican por cultivo en 

placa sobre medio de agar de la composición arriba desoíd 

ta y a la misma temperatura. Los cultivos puros asi obte- 

5 nidos se ensayan después en lo referente a actividad como

isomerasa de glucosa utilizando un ensayo sencillo Bemi- 

cuantitativo, p. ej., como se desoribe más adelante en el 

Ejemplo 1, seleccionándose los cultivos que dan una reac­

ción positiva.
10 La exposición razonada de la técnioa completa

del aislamiento consiste en establecer condiciones de de­
sarrollo que favorezcan el desarrollo rápido de los micro 

organismos más adaptados para la utilización industrial y 

que ofrezcan una gran probabilidad da producir una gluco 

15 sa-isomerasa.

La incubación a temperaturas elevadas, p.ej. 

600C, favorece el desarollo de los microorganismos termófi 

los. Como clase, los microorganismos termófilos exhiben las 

altas velocidades de desarrollo deseadas para los procedi- 

20 mientes de fermentación industriales. Además de ello, las

enzimas producidas por los microorganismos termófilos son 

termoestables.

La xilosa es la fuente de carbono, ya que todas 

las glucosa-isomerasas oonooidas son básicamente xilosa— iso 

25 merasas. 'luchos organismos que digieren la xilosa contendrán
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una glucosa—Í3omerasa. La selección, por consiguiente, es 

un esfuerzo para localizar organismos que puedan utilizar 

xilosa como su única fuente de carbono.

El amoníaco, es decir, una fuente da nitrógeno 

$ inorgánico, se emplea para excluir aquellos microorganis­

mos que requieren nitrógeno orgánico, con inclusión en par 

ticular de B. coagulans, una especie de microorganismo que, 

de lo contrario, satisfaría todas las condiciones del pro­

grama de selección. De hecho, B. ooagulans es una fuente co 

10 nocida de una glucosa-isomerasa de calidad, que posee una

estabilidad térmica relativamente satisfactoria y un pH ba 

jo óptimo tanto para la actividad como para la estabilidad. 

Desgraciadamente, B. coagulans es costoso de cultivar debi­

do a que sus requisitos de desarrollo incluyen vitaminas y 

1$ aminoácidos.

Los microorganismos aislados por el procedimien­

to de selección anteriormente descrito tienen oierto número 
de propiedades en común y, según se cree, pueden clasificar 

se en una sola especie. No obstante, la especie en cuestión 

20 parece ser la de B. coagulans. Una identidad aparente entre

B. coagulans y los microorganismos de la presente invenoión 

no es sorprendente, ya que las condiciones de selección son 

tan semejantes a las condiciones que seleccionarían B. coa­

gulans que debería esperarse la obtención de microorganis- 

25 moa estrechamente afines al mismo. Además, B. coagulans es
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una espeoie deficientemente definida, de la que ya se sa 

be que existen varios subgrupos. La bibliografía sobre 

B. coagulans reconoce que una investigación a fondo so­

bre B. coagulans demostraría probablemente que B. coa—

5 gulans constituye varias especies diferentes de mioroorga

nismos afines. Quedando pendiente de realizar una investí 

gación definitiva sobre B. coagulaos, todo lo que se puede 

decir acerca del microorganismo de la presente invención es 

que se trata de un B. coagularte atípico caracterizado en 

su carácter atípico por ser capaz de desarrollarse a 65OC 

y oapaz de desarrollarse sobre fuentes inorgánicas de ni­

trógeno.

Uha distinción bioquímica de importancia para 

la presente invención es que la enzima de glucosa-isomera 

sa del B. coagulaos atipico difiere realmente de la gluoo 

sa-isomerasa de B. coagulaos (típico), particularmente con 

relación a la estabilidad tórmioa y al efecto del pH y de 

la temperatura sobre la actividad. La glucosa-isomerasa de 

la presente invención es más termoestable y su actividad 

a un pH comprendido entre 5 y 7 os igualmente satisfacto­

ria, si no mejor. En definitiva, está presente una enzima 

diferente.

Para la producción de la glucosa-isomerasa de la 

presente invención, las bacterias se cultivan en condiciones 

aerobias sobre medios que contienen sales usuales y fuentes
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de carbono y nitrógeno uauales a un pH comprendido entre 

pH 5 y pH 9. La adición de xilosa o de compuestos que con­

tienen xilosa al medio es necesaria con el fin de inducir 

la formación de glucosa-isomerasa en las cepas brutas. Sin 

embargo, es posible aislar mutantes que produoen gluoosa-iso 

merasa sin inducoión por xilosa. Cuando se oultivan tales 

microorganismos, se puede utilizar cualquier fuente de car­

bono metabolizable.

La temperatura de incubación para la fermenta­

ción está comprendida entre 40 y 65 o(¡, usualmente alrededor 

de 50°C. Durante el cultivo se mantienen condioiones aero­

bias por soplado de aire a través del medio, p.ej. a un régi 

men de aproximadamente un volumen de aire por volumen de 1Í 

quido y por minuto.

La enzima se forma intracelulannente, y el pro­

cedimiento de purificación consiste usualmente en coseohar las 

células por centrifugación o filtración y, si se desea, seca 
do de la pasta cremosa de células por liofilización, secado 

por pulverización o por cualquier otro procedimiento que no 

destruya la actividad de la enzima. Antes del secado, las célu 

las se pueden tratar con soluciones de sales de cobalto, de 

tal modo que la preparación de la enzima contenga una cantidad 
de Co** necesaria para activar la enzima.

Las células coseohadas se pueden tratar ulteriormen 
te por calor a una temperatura comprendida entre aproximadamen



te 70 y 800c durante un periodo de tiempo suficiente 3a 

ra destruir los sistemas de enzimas Uticos en el interior 

de las células.

Durante el cultivo, se puede determinar a ínter 

valos de tiempo la cantidad de glucosa-isomerasa presente 
en las células por determinación de la cantidad de fructo­

sa formada a partir de la glucosa en condiciones normaliza 

das. Cuando ya no se observa aumento alguno de actividad, se 

cosechan las oélulas.

Si se desea un producto ensimático soluble, será 

posible conducir la fermentación de tal manera que la mayor 

parte de la enzima se separe de las células, pasando al cal 

do de fermentación. Esto puede hacerse, por ejemplo, elevan 

do la temperatura de fermentación a 60"C durante el periodo 

total de fermentación o sólo durante la última parte del mis 

mo.

A partir de este oaldo se puede producir una pre 

paración de enzima utilizando los métodos usuales para la pre 

paración de enzimas extracelulares, esto es, purificando el cal 

do por centrifugación o filtración y concentrando la solución 

que contiene la enzima por evaporación o por ósmosis inversa, 

obteniéndose asi un producto de enzima liquido, o por precipji 

tación de la enzima separándola del caldo o del caldo concen­

trado por medio de sales o de disolventes solubles en agua, y 

secado final del precipitado.



Se puede preparar también una enzima soluble a 

partir de las células aisladas dejando que las mismas su­

fran la autolisis, por adición de enzimas Uticos, p.ej. 

lisozima, o por adición de agentes tensioaotivos, así como 

por ruptura meoánica de las células por medios tales como 

ultrasonidos, o por el empleo de dispositivos mecánioos de 

homogenizaoiÓn. Se pueden producir preparaciones de enzimas 

a partir de células tratadas de este modo por los métodos 

arriba desoritos.

Normalmente, los microorganismos producirán cier 

to ndmero de esporas durante la fermentación. Si se desea 

una preparación exenta de esporas, deberla utilizarse un mu 

tante asporogénioo para el cultivo. Los métodos para el ais 

lamiente de mutantes asporogénioos son bien conocidos en la 

técnica y ea fácil aislar este tipo de mutantes.

Si se desea, la preparación de enzima de acuerdo 

con la invención puede estar embebida en una matriz o insolu 

bilizada por cualquier método conocido en la técnica que no 

destruya la actividad enzimática.

La enzima de la presente invención posee propie­

dades que son muy favorables para la isomerización de la glu 

cosa en las condiciones comerciales favorables de pH 5 a 7* 

Puede utilizarse desde 55 & 35 sin merma sustancial de ac­

tividad hasta valores de pH tan bajos como aproximadamente 
5,0. Es extremadamente termoestable, reteniendo una gran parte



de su actividad a 85 ce dentro de todo el intervalo de pH 

comprendido entre pH 5 y pH 7. Por contraste, la glucosar-iso 

merasa de B. coagulans conocida pierde actividad para tempe­

raturas superiores a 70^C, no poseyendo casi ninguna actividad 

5 a 85 ce* La superioridad en las propiedades do la enzima hace

tanto más ventajosas las economías logradas por el cultivo de 

los microorganismos sobre nitrógeno inorgánico.

Para una mejor comprensión de esta invención, se 

presentan los siguientes ejemplos específicos de la misma.

10
Ejemplo I

Aislamiento de organismos isomerizantes de la glu­

cosa de sustancias naturales

Uha suspensión al 1(%j de tierra de jardín en agua 

15 esterilizada se extendió sobre placas que oontenían un medio

de agar de la composición siguiente en g por litro de agua des 

tilada:

('*1*4)2304 3

KJR'O. 
2 4

1

KgSO^HgO o,5

KC1 o,5

FeSO^ 0,01

Agar 20
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Se trataron en autoclave, por separado, 5 g de 

xilosa por litro, y se añadieron asépticamente inmediata^ 

nente antes de extender la suspensión de tierra sobre las 
placas.

Se incubaron las placas a 60-65 °C durante dos 

días, y las colonias que se desarrollaron se transfirieron 

a un medio de la composición siguiente en g por litro de
agua destilada:

Peptona 10

Triptona 5

Extracto de levadura 3

NagHP0^.12Hg0 18

HgSO^.^O 0,2

¡ay"! 7

Agar 20

Se trataron en autoclave, por separado, 10-20 g 

de xilosa por litro, y se añadieron asépticamente inmediata 

mente antes de verter las placas.

Si el cultivo resultó ser impuro, se extendió de 

nuevo en forma de vetas sobre el primer medio y se transfirió 

de nuevo al medio rico. Se repitió este procedimiento hasta que 

se obtuvo un cultivo puro.
Los cultivos en el medio rico se incubaron durante
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1 a 2 días a 60°C y se ensayaron luego en lo referente 

a su aptitud para isomarizar glucosa en fruotosa de la 

manera siguiente:

Se pusieron en suspensión las células en NaCl 

5 al 0,9%. Se incubé 1 mi de la suspensión de células a 70°C

con 1 mi de la solución siguiente:

Glucosa 80 gramos por litro

TRIS 0,1 mol por litro

cloroformo 2 mi
10

MgS0^.7Hg0 5 gramos por litro

CoClg.óHgO 0,5 gramos por litro

31 pH se ajustó a 6,5 utilizando HC1*

Después de cuatro horas de incubaoión, se trans
15

firió una gotita de la mezcla de reacción a una hoja de pa­

pel cromatogr&fico (Hhatman Ns. l) por medio de una pipe­

ta Pasteur. Las gotitas se dispusieran de tal manera que que 

dase espacio para 50 a 100 gotitas por hoja de papel. Después 

2o de secar, se humedeció el papel en la solución siguiente:

25

naftalindiol 250 mg

etanol 250 mi

HC1 concentrado 20 mi

Después de secar durante al menos 30 minutos a la
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temperatura ambiente, el papel se oalentó a 600C durante 

1 a 20 minutos. Si la mezcla de reacción contenía al me­

nos 0,5% de fructosa, se hacia visible una mancha parda des 

pude de este tratamiento.

Se aislaron 18 cultivos que daban reaociones po 

sitivas de fructosa utilizando este método. Los cultivos se 

depositaron en el Northern Regional Research Laboratory, 

Peoría, Illinois, EE.UU. (NRRL) bajo las denominaciones 

NRRL &J5649 a NRRL B-5666.

Estas cepas tenían en común las propiedades si­

guientes!

Morfología!

Similar a la de las especies en el grupo de

B. subtilis.

Reaociones Bioquímicas:

Temperatura para el desarrollo: 40 a 65 °C, ópti 

ma de 55 a 60"C.

El desarrollo es inhibido por concentraciones ele_ 

vadas de proteínas (superiores al 3%) e hidratos de carbono 

(1%). Se produce ácido a partir de glucosa, xilosa, fructosa, 

ribosa y glicerina (no se forman gases); la arabinosa no sufre 

fermentación.

No se produce desarrollo alguno en NaCl al 3%. 

Desarrollo a pH 5t7: Positivo.
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Desarrollo sobre glucosa-agar nutriente, mejor 

que el desarrollo sobre agar nutriente. Desarrollo satisfao
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torio sobro agar de semilla de soja.

La hidrólisis de caseína y almidón fue positiva 

cuando se ensayó a 40°C, paro fue dÓbil o negativa cuando se 

ensayó después del desarrollo a 5O0C.

La hidrólisis de la gelatina fue negativa.

El desarrollo anaerobio en medio de glucosa, fue 

negativo (débil).

Ejemplo II

Producción de glucosar-isomerasa en matraces vibran 

tea

En matraces Erlenmeyer de $00 mi provistos de pía 

cas deflectoras se prepararon 100 mi de un medio que tenía la 

composición siguiente (en gramos por litro de agua corriente)!

líquido de maceración de maíz 80

extracto de levadura 5

K^HTO^ 1

5

xilosa 4

HgSO^.YHgO 0,2

MnSO^.HgO o,c5

La xilosa, el MgSO^ y el MhSO^ se trataron en auto
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olava por separado y ae añadieron asépticamente después de 

enfriar a la temperatura ambiente. Se ajustó el pH asépti­

camente a 7?0 utilizando NaGH 4N esterilizada.

Se inocularon loa matraces con 1 mi de una sus- 

5 pensión de células en agua destilada esterilizada preparada

por rascado da las colonias desarrolladas a partir de culti 

vos en pico de flauta en el medio rioo desorito en el Ejem­

plo I.
Los matraces inoculados se incubaron en una ma- 

10 sa vibrante rotatoria (220 revoluciones por minuto) a 50"C.

Después de 40 horas de incubación, se centrifugaron los con 

tenidos de los matraces y las células obtenidas en el preoi 

pitado se utilizaron para la isomerizaoión de glucosa dé la 

manera siguiente:

1-5 En un reactor provisto de medios para mantener

una temperatura constante, atmósfera de nitrógeno, control 

de pH y agitación, se pusieron 0,5 litros de una soluoién 
al 40% (peso/peso) de dextrosa monohidratada en agua desti­

lada a la que se hablan añadido 0,5 g de MgS0g*7Hg0 y 0,Q5 g 

20 de CoSO^.HgO.
Se añadieron a la solución células que contenían 

glucosar-isomerasa procedentes de 1 litro del medio, y se llevé 

a cabo el procedimiento de isomerizaoión en las condiciones 
siguientes: Temperatura, 80"C; pH, 6,2; tiempo, 10 horas.

25 La cantidad de fruotosa fornada se determinó por
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polarimetría, y se determinó el grado de isomerización oo 

mo % de fructosa formado/% de dextrosa inicial. Se obtuvie 

ron loa resultados siguientes:
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Cepa NRRL NC % de Conversión

5649 35
5650 44
5651 42
5652 44
5653 47
5654 44
5655 50

5656 42

5657 42

5653 38
5659 38
5660 42

5661 42

5662 51
5663 42
5664 44
5665 42
5666 47
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Ejemnlo III
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Se cultivó Bacillus termófilo I1RRL NC. 

durante una noche en caldo nutriente a 48°C. Se transfi 

rió 1 mi de este cultivo a un matraz Erlonmayer de 500 

mi provisto de placa deflectora que contenía 100 mi del 

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

Nâ IiP0̂ .2Ĥ 0 9

KH P0 72 4
MgSO 7IL04 ¿ o,5

KCl o,5

FeSO4 0 ,0 1

antiespumante 0 , 1

<""4)2=°, 3

Se trataron en -utoclave, por separado, 5 gra 

mos de xilosa por litro, y se añadieron asépticamente an­

tes de la inoculación.

El matraz se incubó en una mesa vibrante ro­

tatoria a 48^0 durante 1 a 2 días.

Se ensayó la actividad de isomerización de glu 

cosa como se ha descrito en el Ejemplo II; el resultado 

fué una conversión del 32..
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Ejemplo IV

Aislamiento de bacterias mutantes que son ca- 

paoes de producir actividad de isomerizaoión de glucosa 

en medios exentos de xilosa.

Se cosecharon células que se desarrollaban 

logarítmicamente en caldo nutriente, y se suspendieron 

en tampón de TRIS-maleato de pH 6,0 que contenía 100 mi- 

crogramos de N-metil-U'-nitro-N-nitrosoguanidina por mi. 
La suspensión se incubó a 37 °C durante 30 minutos, des­

pués de lo cual las células se lavaron, se diluyeron y 

se extendieron sobre cápsulas Petri que contenían agar 

nutriente.

Al cabo de 1 a 2 días a 90-600C, las colonias 

de cepas mutantes se transfirieron a cápsulas Petri que 

contenían un medio exento de xilosa de la composición 

siguiente en gramos por litro de agua destilada!

extracto de levadura 30
20 agar 20

Se incubaron las placas hasta que se obtuvo un desarrollo 
satisfactorio (1 a 2 días). Se determinó entonces la aoti 

vidad de gluoosa-isomerasa de las colonias utilizando el 

método sencillo descrito en el Ejemplo I.

25 El número de mutantes encontrado fue elevado,

-  19 -
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2-1-75

aproximadamente uno en 2000 a 3000 colonias ensayadas.
La presente solicitud, que corresponde a 

la presentada en Gran Bretaña, el 12 de Enero de 1973, 
bajo el NS 1773/3 (Provisional), se acoge a los benefi­
cios del Artículo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad 
Industrial.

- REIVINDICACIONES -

Los puntos de invención propia y nueva, 
que se presentan para que sean objeto de esta solioitud 
de Patente de Invención en España, por VEINTE años, son 
los que se recogen en las reivindicaciones siguientes: 

1 8.- Un mótodo para la isomerización de 
gluoosa a fruotosa, que oomprende el empleo de una gluco- 
sa-isomerasa producida por una cepa de B, coagulans atí- 
pioo capaz de desarrollarse con una fuente de nitrógeno 
inorgánico, llevándose a cabo la isomerización en condi­
ciones anaerobias a pH comprendido entre 5 y 7 y a una

- 20 -



5

temperatura de 55̂  a 85so.
2§,- Un mátodo para la isomerizacidn 

de glucosa a fructosa.
Tal y como se ha descrito en la Memo­

ria que antecede, y para los fines que se han especifica­
do.

Esta Memoria consta de veintiuna hojas 
escritas a máquina por una sola oara.

2-1-75VGD.
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