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Esta invencién se relaclona con la produccién de

igomerasa de glucosa y con la conversién enzimétice de glu-

cosa g fructosa,

En los dltimos aflos se ha dirigido una gran inveg-

tigacién hacia el desarrollo de procedimlentos paras la con-
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varsién de glucosa a fructosa puesto que la fructosa es consi-

derablemente mds dulce. Los procedimientos mas adecuados son

aquellos en los cuales la conversidn se lieva a cabo median-

te la enzima isomerasa de glucosa. De éste modo, se ha pres—
tado une atencidn considerable s los métodos para la produc-

cibn de ésta enzima. Hasta el presente, log métodos sugeridos
para la produccién de la enzima han gido discontinuos.

Se ha encontrado shora que cuando se produce 1s0-
merasa de glucose mediante fermentacién continua utilizando
condiciones adecuadas, pueden mejorarse el rendimiento de
enzime- (tanto en términos de la cantidad de enzima producida
por gramo de fuente de carbono y en términos de produccién
de enzima por unidgd de volumen de fermentador) y su activi-
dad en la isomerizacién de glucosa a fructoss.

Segtin la presente invencién, se proporciona un
procedimiento para producir enzims isomerssa de glucosz o
un preparado enzimltico que contiene isomerasa de glucoss
mediante cultivo continuo de un microorganismo productor de
isomerass de glucosa en un medio de cultivo gue comprende una
Tuente de carbono asimilable y nutrientes inorgénicos, bajo
condiciones apropiadas para la produccidén de dicha enzima o
preparado enzimgtico, y mediante recuperacién continua de
dicha enzima o preparado enzimético, en donde la concentracién

de una fuente nutriente, especialmente la fuente de carbono,

en el medio de cultivo, se mantiene a un nivel tal que limite

el procedimiento.

Por otra parte, y segin la presente invencién, se
proporciona un procedimiento para isomerizar glucosa a fiue-
tosa utilizando uns enzima de isomerasa de glucosa 0 un pre—

parade. enzimdtico que contiene isomerasa de glucosa, que se
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ha producido mediante cultivo continuo de un miocroorganismo
productor de isomerasa de glucosa en un medio de cultivo que
comprende vna fuente de carbono asimilable y; nutrientes inor-
génicos,'bajo condiciones adecuadas paré la produccién de dichg
enzima o preparado enzimético y mediante recuperacidn conti-
nua de dicha enzima o preparado enzimético, en donde la con~
centracién de una fuente nuiriente, especialmente la fuente
de carbono, en el medio de cultivo, se mantiene & un nivel

tal que limite el crecimiento.

En la memorls, la fuente mtriénte cuya coneeﬁtra~
cidén se mantiene a un nivel tal que limite el orecimiento;
se denomina nutriente de limitacién,

El proceso de la invencién para la produccién de
isomerasa de glucosa se inicia cultivando un microorganismo
mediante un método discontinuo convencional., Cuando el cul-
tivo crece se inieis la adicién continua, sstisfactoriamente,
de nutrientes, slendo extraldo el cultivo del fermentador a
una velocidad similar g la cuasl se afladen los nutrientes.
Nutrientes adecuados son las fuentes de carbono, nitrégeno,
foaféro, magnesio, azufre, potasio y trazas de otros elemen~
tos. Frecuentemente, se incluye también una fuente de nitré-
geno orgénico que puede contener factores de crecimiento,
por ejemplo extracto de levadura o licor de maceracidén de
maiz. Los nutrientes se afinden preferiblemente al odltivo
en concentraciones (% p/p del compuesto de fuente) dentro de

las gemas (porcentajes en peso):

Fuente de carbono --0,05 - 10 %
Fuente de nitrégeno - 0,001 - 3%
Fuente de féaforo - 0,01 - 0,5%
Puente de magnesio - 0,001 - 0,2 %
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Fuente de azufre ~ 0,01 - 0,25 4

Tuente de potasio - 0,01 -~ 0,25 %

Fuente orgénica de nitré - 0,01 -5 %
geno

Trazas @e elementos - en exceso

En el proceso de ésta invencién para la produccién
de igomerasa de glucosa, el nutriente de limitaecibén, por
ejemplo la fuente de carbono, estd presente en concentracio-
nes tales que el incremento adicionel en el peso en seco de
los microorgenismos empleados, se limita solo por falta de
otras cantidades del nutriente de limitacién,

En el procedimiento de la invencién para preparar
la enzima o preparado enzimdtico, puede emplearse cualquier
microorganismo productos de isomerasa de glucdsa. Microor—
ganismos adecuados incluyen las cepas de los géneros Strepto-

myces, Arthrobacter, Mycobacterium y Curtobacterium. El dl-

timo género comprende cepas previamente clasificadas en los

@éneros Brevibacterium y Corynebacterium ¥y se define por

K. Yemada y K. Komagata en J Gen Appl Microbiol, 18, 417-431,
(1.972) en péginas 424-5, El empleo de cepas de género
Curtobacterium sge describe en la solicitud briténica copen-

diente n® 13.994/74.

Ejemplos de cepas adecuadas de Curtobacterium dti-

les en el proceso de la invencién, son cepas productoras de

isomerasa de glucosa, de Curtobacterium citreum por ejemplo

NCIB 10702, Curtobacterium pusillum - por ejemplo NCIB 10354,

Curtobacterium luteum - por ejemplo NCIB 11029, Curtobacterium

helvolum - por ejemplo NCIB 10352 y Curiobacterium alvedum -~

por ejemplo NCIB 11030, todas ellas previamente clasificadas

en el género Brevibacterium. También son Gtiles las cepas

Curtobacterium GS/4 y L¥/3 cuyas caracteristicas se describen
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en la solicitud britdnica n2 13.994/74 {correspondicnte m la
solicitud de patente neocelandesa n® 177,026, solicitud de pa-

tente sudafricena n® 1,898/75 y solicitud USA n? de serie

561.662) y cuyos cultivos han sido depositados con las sicuien-

tes colecciones de cultivos, habiéndo gido asignados con los

siguientes ndmeros:

1. The Nationsl Collection of Industrial Bacteria (NCIB),
Torry Research Station, Aberdeen, Scotland, UK -~ NCIB Ac—

cession Nos. NCIB 11072 § 11073 respectivamente.
2. US Department of Agliculiure, Agricultural Regearch Servi-

ce, Northern Regional Research Laboratory (NRRL), Peoris,
Illinois - NRRL Accession Nos., NRRL B-~80689 y B-8068 res-
pectivamente.
3. The Fermentacién Research Institute (FRI), Japan & Fpj
Accesgsion Nos. FERM 2975 y 2974 raspectivamente.
Ejemplos de cepas muy dtiles de otros géneros son
Arthrobacter nov, sp.cepas NRRL B 3724, 3725, 3726, 3727 y i
3728, Streptomyces albus sepa ATIC 21132y Mycobacieyium OG-

;t_j-.g cepa ATCC 1904200

En el método de produccidén de isomerasa de slucona
o de un preparado enzimftico que contiene isomerasa e glue~
cosa, el microorgenismo productor de isomerasa de glucosnsa

ge hace Crecer primero en un cultivo dlscontinuo antes do

transferirse sl cultive continuo. Por ejomplo, se prepuara un
indeulo que contiene una cepa productora de isomerasa de
glucosa, por ejemplo en un tubo inclinado de ager, y se uti-
liza para inocular un medio de cultivo adecuado, Alll, el
orgeniemo se hace crecer en cultivo discontinuo, preferible-

mente durante 4 a 48 hores, Se utiliza entonces una parte

alicuota o© todo el cultivo para inocular un volumen muyor de

POOR
QUALITY
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nutriente. Esto puede repetirse una o més veces antes de
iniciar el cultivo continuo. Ias células microbisles que con-—
tiene la enzima pueden separarse del medio de cultivo el cual

ge extrae continuamente del procedo de produccién de enzima

- por ocuglquier medio conocido.Préferiblemente, ge emplean

todas las 6élulas.para llevar a cabo la isomerizacibén de
glucosa a fructosa. Sin embargo, y si se deses, la enzima se
puede extractar de las células mediante oualquier método ade-
cuado o ge puede utilizar el cultivo final mismo sin la sepa-
racién de las células, en la conversién de glucosa a fructo-
sa. Utilizando el cultivo final mismo, puede llevarse a cabo
de éste modo la isomerizacién de glucosa a fructosa conti-
nuanmente, preferiendo el cultivo continuamente desde el pro-
cego de produccién de isomerasa al proceso de lsomerizacién.
El medio de cultivo pera la produccién de enzima o
preparedo enzimdtico, contiene preferiblemente, como fuente
de cérbono, un carbohidrato adecuado, por ejeamplo glucosa
y/o ®iloda, un dcido orgénico adecuado o una sal del mismo,
por ejemplo un acetato o un alcohal, tal como etanol, También
pﬁede contener nutrientes orgénicos complejos, tales como
un caldo rico en vitaminas que comprende extracto de 1evadu;
ra, extracto de carne, licor de maceracién de maiz, etc.
La fuente de nitrégeno es adecusdamente amoniaco, una sal de
amoniaco, un nitrato, un aminodcido o ureas, y la fuente de
fésforo es adecuadamente un fosfato. Otros elementos presen—
tes preferiblemente, incluyen magnesio, potasio y'azufre,
por ejemplo afiadidos como sulfato de magnesio y sulfato de
potasgio, y trazas de elementos tales como hierro, cobalto,
zine, cobre, mangeneso, calclo etc. Laé proporciones prefe-

ridas en las cuales estén presentes los diversos ingredientes
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ean el medio de cultivo para la produccién de la enzima, va-
riard en cierto grado en funcién del midroorganismo empleado
y de otros factores, Las proporciones adecuadas en cualquier
caso particular pueden determinarse facilmente por un micro-
bibélogo competente,

Durante la produccién de lsomerasa de glucosa, el
medio de cultivo se mantiene preferiblemente a una temperetu-
ro dentro de la gama de 20 a 559C, dependiendo la tempe-
ratura exacta del organismo utilizado. En el caso de una ce-

pa Arthrobacter, la temperatura es convenientemente de 25 a

. !
3720, en especial la de 25.a 332C y més especialmente la de |

28 a 329C. Preferiblemente, el pH del medio se mantisne -den-
tro de la gama de 4,5 a 8,5, especialmente de 6 a 8, dependien
do también del organismo empleado.

Convenlentemente, 1la tensién de oxigeno disuelto
en el medio se controla dentro de la gama de 0=-150 mm de merw
curio, prefiriéndose la goma de 1 a 100 mm de mercurio ¥y
siendo especislmente adecuada la gama de 30 a 100 mm de mer-
curio.,

El término tensién de oxigeno disuelto (DOT) sig-
nifica la presién parcial de oxigeno en el lfquido - véase
el articulo de Maclennan y Pirt, J. Gen Microbiol. (1.966),
45, 286-302, en particular pigina 290. La velocidad de di-~

lucibn es preferiblemente del orden de 0,05 a 0,4 hra“j

|
La velocidad de dilucidén D es la velocidad de inter-
cambio de medio en el fermentador y se expresa por la rela-
cién de velocidad de flujo P al volumen medio total V del
fermentador, es decir D=-£El y tiene la dimensidn de hrs”1.

Fn la isomerizaclén de glucosa a fructosa por el

método de la invencién, la temperatura de mantiene preferi-
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blemente dentro de la gama de 20 a 902C, especiglmente 50
a 752C, El pH del licor que contiene glucosa, qhe experimenta
la isomerizacién, se mantiene preferiblemente en la gama de
5 a 9, preferiblemente en la gama de 7 a 8,5, utilizando si

es necesario un sistems tempén adecuado, por ejemplo un tam-

- pén fosfato, Sin embargo, el empleo de sistemas tampones ha

de ger evitado en lo posible en los procesos a gran escala.

Otros activadores, tales como megnesio, cobalto o menganeso,

.en forma de ilones, pueden estar presentes. La actividad en-

zimética se puede incrementar al mlximo mediante el empleo
de un co~-factor enzimético, por ejemplo iones cobaltos afin-
didos en forma de una sal de cobalto, tal como cloruro de
cobalto. Muy convenientemente, la enzima o preparsdo enzi-
mético se puede inmovilizar, por ejemplo como se describe

eﬁ la patente briténica ne 1.368.650 en el proceso en el

cual se utilizan células microbiales floculadas que contienen
la enzima y se utiliéan ocomo parte de un proceso continmo

en columna.

La glucosa misma puede estar presente en el licor
en cantidades de hasta 70 %, preferiblemente 20 a-50%. Se
puede incluir en el licor como glucosa o como un jarabe de
glucosa que contiene otros azficares, por ejemplo maltosa,
maltotriosa y dextrinas.

La isomerasa de glucossa 0o el ppeparado enzimétido
que contiene dicha isomerasa de glucosa, se puede incluir
en uﬁ licor en cantidades comprendidas entre 4 y 20 GIU (uni-
dades de isomerasa de glucosa) por gremo de glucosa en la
solucién, Cuando se aﬂaden.cantidadeé eﬁ aumento de enzima
de hasta varios miles de GIU por gramo de glucosa, aumenta

la velocidad de la reaccién de isomerizacidn.
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Preferiblemente la enzime o preparado enzimético se
inmoviliza en wn lecho fijo a través del cual se puede per-

solar el licor que contiene glucosda y convertirse en jarsbe

{ . i1somerizado,

La isomerasa de glucosa de la presente 1nvenci6h
se puede ensayar con respecto a su dgetividad productors
de fructosa, po# el siguiehte método de ensayo:

Isomerase de glucose - Método;de ensayo

Se lleva a cebo un enseyo de la actividad de la

enzime de lsomerizacién de glucosa en la Siguiente;mezcla de

reaccidns
Tampén fosfato 0,2 M (pH 7,5) - 0,5 ml
Glucosa 2 M - 0,5 ml..
MgS0,.TH, 0,1 M . -0 ml
CoCl, 0,2 M | ‘ o - 0,1 ml
Solucién de enzims - 0,3 ml

Le solucién se completa a 2 ml con agus destilada
y 8e incuba & 7042C duranfe une hora., ILa reaccidn'se detiene
afiadiendo 4 ml de ééido perclérico 0,5 M y se determina
la fructosa por el método de cisteina-carbazol (Dische Z-&
Borenfreund E,, J. Biol. Chemi., 192,583 (1.951)).,

Los niveles de actividad de por lo menos 64 uni-
dedes por ml de cultivo han sido observados bajo condiciones
de ensayo normales.

Le cantidad de enzime necesaria perd producir un
ng de fructoss a partir de glucosa por horﬁ, a 702C, bajo
las condiciones de ensayo. enteriores, se define como una
unidad de enzima,

" Bmpleando el proceéo de la invencién, es posible

obtener buenos rendimientos de enzima, tanto basado en la
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cantidad de fuente de carbono utilizada como- basado en el
volumen del fermentador. Igualmente, la enzima producida
exhibe un elevado grado de activided en la conversidn de
gluocosa a fructosa, |

La invencién se ilustra por los siguientes ejem—
plos:

EJEMPIO 1

Se hace crecer continuamente la cepa Arthrobacter

nov, sp NRRL B-3728, bajo condiciones de limitacién selternati
va de carbono y nitrégeno, en medios de cultivo que contienen
dos fuentes de carbono alternativés: glucosa y xilosa. Se
evaluan los niveles de isomefasa de glucosa producida.por
el cultivo y se relacionan con las condiciones de cultivo.
El medio emplesdo es el siguiente: :

1.596 gns/1 P03~

2 ml 40 % Mg 804/11tro

0,075 &/1 Na, S0,

0,45 &/1 X, S0,

0,05 g/1 extracto de levadura

Trazas de elementos (en ppm): Pet =3; Cu2+ -0,0753
Mn®* -0,375; Zn®* -0,345; Ca®* -0,075; HyBO ~0,384; NagioO,
~-0,135. '

En los experimentos -utilizando limitacién de ni-
trégeno, este medio se suplementa con 2,5 g/1 (NH4) 50,.
En los experimentos con limitacién de carbono, el pH se
controle utilizando gas amoniaco el cual sctda también como
fuente de nitrégeno.

La fuente de carbono se suminigtra como una solu-

cién sl 40 % p/v de glucosa o xilosa y se bombea al fermen—

tador separadamente del medio de sales minerales, para dar
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una concentracién final de 20 g/1 cerbohidrato.,

Condiciones de fermentaoidn

(a) En todos los casos se utiliza un fefmeritador de 5 litros,|
con un volumen de trabado de' 2 litros aproximadamente.

(v) Velovided del agitador 1.500 rpm,

{c) El1 pH se controla en 6,9 por,adiciéﬁ automética de gas
amoniaco, cuendo se emplesn condiciones de limitacién
de carbono, y de Alcali (4N N;o;i, 4N KOH) ouando se
emplean condiciones de limitacién de hitrdgeno.

(8) La temperatura se controla autométicamente en 302C,

(e) La tensién de.oxigeno disuelto se mide continuamente,
se registra y se controla manualmente para que esté |
dentro de la gama de 50-150 mm de preai6n parcial
de mercurio.

(£) Antiespuma;'la'espuma se contiola sobre una base progra~
mada automéfica.'La velocidad de adicién de antiespuma
varia con las condiciones de cultivo utilizadas.

(g) Le velocidad de dilucién es.de O 11.4

Ensayo de la enzima' Se 11evé a cabo por el méto-

do de ensayo anteriormente descrito,

o Determinacionee de proteiggL Se expresan como
nitrégeno total x 6,25, ‘ ‘

Muestreo: Se toma una muestra de cultivo de 250 ml,|
las células ée centrifugan y se lavan y a cont;nuacién se
liofilizen, Sa efectdan ensayos con la muestra 1i0filizeda.
Se toman muestras a partir del recipiente depésito el oual
se enfria en la mezela de congelacidn, Es preferible tomar
muestras directamente del fermentador puesto que no implica
la separacién de una muestra grande de fermentedor.

Inoculacién: Se utiliza un inéculo que ha sido
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subcultivado solamente 8 horas antes de la inoculacidn.

‘ BEn la tabla 1 se ofrece un resumen de las conver-
siones de carbono y rendimientos enéiméticos, que se obtienen
en las diversas fermentaciones., A partir de la tabla 1 puede
verse que no existe una diferencia apreciable en el rendimien-
to enzimético, expresado como unidades/gramo de feso en seco,

cuando se sltera el sustrato.

TABLA 1

| Juente de Limitacién Conversidén| Rendimiento en
carbono de carbono | enzima (unidadesy
(%) /2 peso en seco)
xilosa Carbono 34 1.150
xilosa Nitrégeno 30 350
glucosa Carbono 46 1.150
glucosa Nitrdgeno 31 350

Ttilizando glucosa como fuente de carbono se lleva
a cabo un experimento de cultivo, discontinuo, comparstivo.
En éste experimento, el medio nutriente utilizado es idéntico
al utilizado para el cultivo continuo, con una concentracién
de glucosa inicial de 20 g/1, controléndose el pH en 6,9-7
utilizando gas amoniaco.

Condiciones de fermentacién

(a) E1 fermentador usado tiene un volumen de trabajo de 51.
(b) Velocidad del agitador, 750 rym.
(¢) E1 pH se controla en 6,9~7 por adicién automética de gas

amoniaco.
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(d) La temperatura se controla autométicamente en 3000,
(e) La tensién de oxigeno disuelto se mide ¥ registra,cpero
no se controla, - ' _
() Antiespuma. Le espuma sé controla por adicién manual de
| entiespuma, segfn sea necesario. '
(g) E1 tiempo de fermentacién es de 30-35 horas.
(h) E1 inéculo consiste en 1 % énrvoiumen de un cultivo-
en matraz vibratorio. . A
Se llevan a cabo los ensayos de énzimas y_deter.
mingciones proteinicas, en la forma descrita para el cultivo
continuo..
Tos resultados son los sigulentes:
.Conversién de carbono, 35 %,
Rendimiento enzimAtico (unidades/gramo Peso en se-
co), 730.
EJEMPIO 2
Se repite el ejemplo 1 utilizando la cépa Mycobac.
terium smegmatis ATCC 19420 con xilosa como fuente de carbo- i

diferencias menhores en las condiciones experimentalés:.

(1) Le temperatura se controla automaticemente en 372C,

(2) Se toman directamente mnestras;del fbrmentadof. No se
utilizé el método de muestreo'del'ejémplo-1 débido a
la neturaleza. eterogénea del cultivo de Mycobacterium

Smeggati

Los resultados se indican en la tabla 2. Todas las
cifres constituyen la media de por lo menos 4 determinaoione%

a régimen constante.
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TABLA 2 ;
i
Fuente de | Limitacibn |Rendimiento en Conversidn de !
carbono enzima (unida- carbono, ¥ i
' des/g peso en )
seco)
xilosa Carbono 350 40
xilosa Nitrbgeno : 95 ' 35
N O T A

Descrita suficientemente la naturaleza del inven-~
to, asi’ como la manera de realizarse en la préctica, debe
hacerse constar que las disposiciones anteriormente indica-
das son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto
no alteren su principio fundamental., Tambidn se hace cons—
tar que el invento corresponde a dos solicitudes de patentes
presentadas en Inglaterra con los nfimeros y fechas siguien~-
tes: 33578/74 de 30 de julio de 1.974 y 55994/74 de 30 de
diciembre de 1.974, que fue completada el 4 de julio de
1.975; acogiéndose por lo tanto a los beneficios que conce-
den los Convenios Internacionales en vigor , siendo lo que
constituye la esencia del referido invento por lo que se sO
licita Patente de Invencibn por 20 afios en Espafia. sobre:
PROCEDIMIENTO PARA FREPARAR ENZIMA DE ISOMERASA DE GLUCOSA;
caracterizindose por 1o siguiente:

le— Procedimiento para preparar enzima de isome-
rasa de glucosa, 0 wun preparadO'enzimético que contiene

isomerasa de glucosa, caracterizado porque un microorga-
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nismo productor de isomerasa de gluéosa sé éulﬁiva con-
tinvamente en un medio de cultivo que compronde una fuente
de ocarbono msimilable y nutrientes inorgénicos, bajo con-
diciones adecuades para la produccién de diche enzima'o
preparado enzimitico, y se recuperé continvamente la en~
zima o preparado enéimétiéo, menteniéndose la concentracidn
de una fuente nutriente en el medio de cultivo & un nivel
tal que se limite el crecimiento.

2,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque la fuente nutriente, cuya concentracion
en el medio de cultivo se maniiene a un nivel que se limi-~
te elvcrecimiento, es la fuente'de carbono,

3= Procedimiento segin la reivindicacion 1 ¢ 2,
ceracterizado porque al medio de cultivo se afiaden fuen-
tes de carbono, nitrdgeno, fésforo, magnesio,.azufre, po-
tasio y nitrdgeno orgénico en una concentracidn (% p/p del

compuesto de fuente) dentro de las gamass

fuente dc carbono 0,05 a 10 %
fuente de nitrdgeno 0,001 a 3 ¢
fuente de foaforo 0,01 a 0,5 %
fuenté de magnesio 0,001 a 0,2 %'
fuente de azufre 0,01 a 0,25 %
fuente de potasio 0,01 e 0,25 %

fuente de nitrdgeno orgé-~ 0,01 a 5 %
nico

4.~ Procedimiento segin cuaslquiera de las rei=
vindicaciones anteriores, caracterizado poryue el microor—

ganismo es una cepa de los géneros Streptomyces, Arthrobac—

ter, Mycobacterium o Curtobactefium.
5.~ Procedimiento segin cualquiere de las rei-

vindicaciones anteriores, caracterizado porque la fuente de
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carbono es glucosa o xilosa. )
6.~ Procedimiento segun cualquiera de las reivindl
caciones anteriores, caracterizado porgue el medio de cultivo;
se mantiens a una temperatura entre 20 y 552C, ’
7+~ Procedimiento segin cualquiera de las reivindi
caciones anteriores, caragterizado porque el pH del medio de
cultivo se mantiene entre 6 y 8.
8e= Procedimiento segin cuslquiera de las reivindi i
caciones anteriores, caracterizado porque la tensién de oxf=-
gono disuelto (DOT) dentro del medio de cultivo se controla
dentro de la gama de O a 150 mm Hg.
9.~ Procedimiento segdn la reivindicacién 8, carac-

terizado porque la tensién de axigeno diswnelto se controla dq?
tro de la gema de 30 a 100 mm Hg,
10,~ Procedimiento segin ouslquiera de las reivin-

'
.

b

dilucidén es de 0,05 a 0,4 horas -;.

11l.- Procedimiento pars preparar enzima de isomera-

sa de glucosa, tal y como queda sustancialmente descrito em

Esta Memoria consta de 16 hojas escritas a mdquina

por una sols cara.
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