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‘La presentec invencidén se relaciona con una enzima
apropiada para su utilizacidn en la isomerizacién de glucosa
a fructosa asi como también en la preparacidén de dicha éhzi-
ma y la utilizacién de la misma en dicho procedimiénto de

isomerizacidn,
*  Esto ha sido de conéideréble interés en los afios re-
cientes en la conversiSh‘enzim&ticavde,glucosa a fructosa,
. partlcularmente relaclonado con La producclon de jarabes
_que contlenen fructosa a partlr de almldon de maiz.» La glu-
- cosa isomerasa utilizada para esta conversidin puede obte-
<

nerse a partir de microorganismos pertenccientes a varios

+ . géneros inclusive Arthvobactef, Streptomyces, Bacilius y

Actinoplanes. Otra fucnte de "1ucosa isomerasa ha sido des-

crlpta recientemente en la patentc nortcamev;cana He \\

3.956.00606, que ensefia la produccién de glucosa isomerasa

por miembros de las especies Flavobacterium devorans,

- . La presente invencidn involucra el descubrimiento que

. .ciertas cadenas de las espccies Flavobacterium arborescens

son capaces de producir glucosa isomerasa en cantidades sig-

LN

nificativas. T —_—

R Esta ennima es eminentemente apropiada para ser uti-
lizada en el procedimiento ‘de isomerizacidn de glicosa,

Aunque los organismos aqui descriptos se icentifican
4 P

como mlembros de las espeeies Flavobacterium arbor:scens

debera notavsc que hay al presentc alguna controver51a en
la clasificacidn de cstos organismos. Las pdginas 362- 363
de la octava edicidén de Bergeyts M;nual of Deterninative

Bacteriology indican que las qspccics F. arborescens estan

impropiamente clasificadas cono miembyos deil génere Flavo-
haketas B : L. Con BEHReLeT L2ve

bacterium. Una nueva clasificacidén y una nomenclatura revi-
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sada no ha' sido establecida por estos organismos. Por lo

tanto, la nomcnclatura existente sc utiliza con el entendi- ‘

miento que otras designaciones de géaeros serin adoptadas .

.

‘ eventualnente e¢n la reclasificacidn de Flavebacterium ar- 1

5 borescens. También deberd notarse que Flavobacterium de-

.yorans referida a la patente nortcaﬁc;icana N° 3.956.066

no es un candidato para reclasificacidén y por lo tanto
acﬁualmente se refiere a ﬁn géﬁero diferente. T !
Los organismos preferidos utilizados en conexidn éqn i
10 la pfesente invencidén son cadcnas muténtes aisladas a partir .
de cultivos ATéC 4358 que estan disponibles de la American

. " Type Culture Collection.

Las cadenas preferidas .de F. arborescens capaces de
producir cantidades significativas de glucosa isomerasa han i

15, sido depositados en la ARS Culture Collcction of the USDA

Northerﬁ_Regional Research Laboraty en Peoria, Illinois per-

manente y estdn disponibles .como cultivos NRRL B-11,022 y '

.NRRL B-11,023. 7 .

Los microorganismos aqui descriptos pueden ser cul-

20 "~ tivados en una variedad de medios contenicndo fﬁ?ntés de

v
- - - —
emibeng rorounc Aovotain A e

carbén, nitrdgeno y sales inorginicas., Un medio tipico in- '

. - - .
cluye proteinas de animal hidrolizadas, licor de mcceracién K

de maiz, extracto de levadura de ccrveccéros, fosfalto de di-
hidrégeno '¥ potasio, Fosfato de monohidrdgeno y potasio y .
25 un carbohidrato apropiado. Los carbohidratos que piicden ser

utilizados incluyen xilosa, glucosa, maltosa, “sucrosa y lac-

tosa asi. como también hidrolisados de xilano, almidén y ce-

‘lulosa., Bl pH inicial dql medio -crecimiento es alrededor de

- ’

7 vy la fernentacidn se conduce cn forma aerdbica a aproxima- i

30 damente 30°C en un fermentador apropiado o en un frasco
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cén agitacidén. Actividad isomerasa méxima.generalmente se
logrq en alrededor de 48 a- 72 horas.

La actividad de isomerasa producida por los micro-
organismos se ensaya por incubacidén a 60°C durante 30 mi~-
nutos de una mezcla que céntiene 0.5-mi1ilitros de una pre-
paracién que conticne enzima y 1.5 mili;itros de una solu-

cidén que contieng suficiente dextrosa, bufer dc tricina

(pH 8) y cloruro de magnesio para dar una concentracién fi-

nal de 1.0¥, O.1M y 0.03H, reSpcctivamente. Al final del

- .
- )

periodo de incubacidn la recaccidén de isomerizacidén se ter-

.

mina por adicién de 0.5 mililitros de Acido clorhidrico

.
.

Luego de la centrifugacidn la fraccidén sobrenadante

clara es diluida y la fructosa producida se determina por

el procedimiento de L. Messinco y E. Musarra tal como se

describe en Int.,J. Diochem. 3(18), 691-699 (1972). La ac-

tividad isomerasa se expresa en microunidades con una micro-

"
v

unidad de actividad definida como 1a cantidad de enzimas que

pvoduciré un microorganismo de fructosa por minuto bajo las
M L4
condiciones de ensayo arriba descriptas., - .

La cantidad de isomerasa producida por las cadenas

:preferidas bajo condiciones de cultivo favorables ha sidohallado

como substancial y significativamente mayor que con otros

microorganismos productores de isomerasa descriptos cn el arte

anterior. La produccidén de isomerasa por la variedad de ca-
denas preferidas depende considerablemente de las condicio-
nes de cultivo utilizadas. Un resultado particularmente sor-

prendente ¢ incsperado cs la produccidn de isomerasa mixima

que ha sido encontracda quaﬁdo se ubiliza dactosaren el medio’

N LY

de crecimiento. Por cjemplo, el cultivo dé NkRL‘B~11;022 cn
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anﬁéAio que contieno 2% de lactosa proporciona 2892 micro-
unidades de isomcrasa por mililitro de-caldo de fermentacidn.
Por lo tanto las cadenas prcfe?idas.éstén ademas caracteri- -
zadas y distinguidas de los organismos del arte antorior

por cl hecho que son capaces de producir cantidades subs-
tanciales (por ejemplo 500 microunidades/mililitros de cal~
do o mis) de actividad igomcrasa cuando son cultivadas en

un medio nutriente due_cohtienc lactosa como dnica fueétc

de carbohidrato. ' *

La produccidn de enzima muy suﬁst&ncial también ocurre.
cha?do no se adicionan carbohidratos al medio. Esto se de-
muestra por los datos ilustrados en la tabla 1 basados en el
cultivo a 30°C de cadenas de F. arborcscens en un medio, gue
conticne proteina animal hidrolizada al 17 (Bacto-triptona
obtenida a partir de Difco Laboratorles en Detvont, Mlchlgan),

1% de llcor de maccraclon de maiz, 1 de extracto de levadu-~

ra, 1% de¢ fosfato de monohidrégeno y potasio, 0,5 de fosfato

«de dlhldrogcno y potasio y 28 de carbéhidrato.‘

Produccidén de isomerasa por F.-arborescens

Carbohidrato Actividad isomecrasa cn microunidaces/ml,

en el medio  Horas ATCC 4358 NRRL B-11,022 KRRL B-11,023"

. Ninguno .72 o 1042 1480
Xylosa 72 . 546 - 892 775
Glucosa <. 72 o 8 - 1123
Lactosa ,' _ 72., o 2892 1679
Maltosa 2 . 1314 L
’Suqrosa ' 72f. i é

a0 e

La isomerasa producida por F. arborescens exhibe activi-

-
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dad dtil en el rango de pH de alrededor de 6 a 10 y una tempe-
ratura de alrededor de 45 a 90°C. La tabia 2 ilustra los efcc-
tos del pﬁ ¥y la.tabla 3 ilustra el efecto dg la tcemperatura
sobre la actividad isomerasa asociada con células obtenidas
por cultivo de NRRL D~11,022 en un medio nutriente que contie~
né lactosa a 30°C durante'72 horas. La esﬁabili&ad de la en-
zima sc indica-en los détos de la tabla- 4. for los datbs de
las tablas 2 y 3, células de recoleécién fueron lavadas y.re-
suspendidas en agua a- la concentracién'origiﬁhl de las células
en el caldo de fermentacidn. Los procedimientos de ‘ensayo
standarts descriptos anteriorﬁen@e fger;n utilizados pm'a'me-~

. L4
dir la actividad isomerasa excepto que el bufer se varid en

- los estudios de pl,la temperatura fue variada-en los experi-

mentos sobre efecto de la temperatura. Los estudios de estabi-
lidad se resumen en la tabla 4 que involucra incubacidn de cé-

luld - Tavadas en bufer tricina (pll 8) de 0.05M conteniendo
cloruro de magnesio (0.004M) y ensayos de las células incuba-

das a intervalos especificados utilizando los procedimientos

de.ensayo standard.

TABLA 2

* Efecto del pll sobre isomerasa & partir de NRRL B-11,022

Bufer ' Bg Actividad isomerasa en microunidades/ml.
PIPEST 6.0 SR 1T &

prpest 6.5 T 1204 )

preest 7.0 . 1782

PTPES 7.5 .. 2202 .

TRICINE? 7.5 ' 2624 \
TRICINE® 8.0 ‘ . 3016

miciNe’ 8.5 UL o hagase s .-

15

TRICINE® 9.0 | .. 4408 L.

r
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lPIPES es dcido monodosio 1,4-piperazindietanesulfdénico.

?TRICINA es Nﬁl"z;hidroxi—l,1-bis§bidroximctil)ctil_7-
glicina,
TABLA 3 ¢
5 Efecto Ac la temperatura sobre isomerasa a‘partir de i
NRRL B-11,022 a pli 8.0
_Tcmnefagyra cn-°é ’ Actividad isomeras? en mierounidades/mi.
- 45 - .. 775
~50 S BEETEY )
o - 55 . e
60 , o 3500
65 - ' 4400
70 . 5104 ‘
75 o . 5960 :
s 80 o C T 6592 _ K |
85 . 7088 ' |

" TABLA 4

Estabilidad de isomerasa a partir de NRRL B-11,022

20 . ' a_temperaturas elegidas
| Tiempo de incubacién Actividad isomcrasa en microuniaades/ml.
total con horas‘ Incubacidn a~G0°C Incubacidn a 70;C
24 o 2340
25 . 96 : | 2276 ' 2244
" 168 2276 ) 2036
. 240 - ) _ 2262 . 2092

. EBs evidente de los datos de la tabla 4 que la enzima

v

es esencialmente estable parda al’ mencs-200 horas a’un pll 8

<

y a 60°C tal como se determina por los ensayos con células

30 lavadas que conticenen la enzima. La preparacién de enzima de
q !

.
f
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.células lavadas es ademis caracterizada como que retienc al

mcnos- 359 de su actividad cuando sec calienta durante 200 horas
a 70°C y a un pH de 8.

La isomerasa producida por F. arborescens es muy cfecti-

va para convertir glucosa a fructosa y'varios procedinientos

descriptos en.cl arte anterior pueden ser utilizados para di-
chas conversiones. Por cjemplo, la totalidad de las celulas
puede ser directamente utilizada en una operacidn batch cn la

cual la preparacidn de cnzima comprende material cclular deri-
vado de microorganismos o las células pueden pueden ser inmo-
. . N . .

vilizadas en un bafio fijo por operacién continua. Alternati-

-

S . . e
vamente, un extracto libre de células pucde ser utilizado

donde la isomerasa es liberada de-la célula pér medio de

.

métodos conocidos y utilizadas como énzima soluble en un

sistema de batch o inmovilizado para su utlllzacién?en un

'procedlmlcnto continuo, Wetodos pava utlllzar enzimas en ta-

-

les formas son bien conocidos tal como se indica, por ejem- "

plo, en'la revista de-W.R. Vieth y K. Venkatasubramanian pu-

.bllcada en CHEMTECH 3, 677- 684 (1973) vy 4, 47- -55, 309 320 y

434~444 (1974). T - PR R

. =
.

Con respecto a la forma cn la cual _sc utiliza isomcrasa

para la 130ﬂer17ac10n de nlucosa, la reacc1on se lleva a cabo

a una temperatura entre 45.y 90°C preferentemente entre al-

rededor de 60 y 75°C El pH de la soluclon que contiene glu-
cosa deberi scr mantcﬂldo entre aldedor de 6 y-0 y prefcreu-
temente entre alrededor de 6.5 y 8.0 de orden de minimizar la

formacidén de productos de degradacidén a altas temperaturas,

La enzima es cfectiva con soluciones de glucosa relativamente

puras asi como con hldPOlL?adOS de aLMl&Oﬂ prcparauos por tra-

A oA om . . ‘-. -
B - L . -

_ tamiento &cido y/o de ‘enzima. Las concentraciones de glucosa

re »

[P
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de 30 a 60% en peso son preferidas para la ctapa de conversién,

La actividad de cnzima se mejora por adicidn de pequeiias can-

tidades de ions de magnesio a la solucidn que contiene gluco-

sa. . \

A

La solucidn que contiene fructosa obtenida de la isome~
rizacidn puéde ser refinada utilizando métodos convencionales '
tales como tratamiento con carbdn activado y resinas intercam-
biadoras de iones. . '

Los sigdientes ejem?los ilustrarin la utilizacién‘y ven-

tajas de la presente invencién.

EJEMPLO 1 e

-

En un frasco Erlenmeyer de 500 mililitros se colocaron

100 mililitros de medio nutriente que contiene lo siguiente:

. ) . _ i . Porcentaje
.proteina de animal hidrolizado . 1.0
licor de maceracidn de maiz .“ ' 1.0
extracto de 1qvadﬁra ' 1.0
"-leipo4 | C - . 1.0
Kil, PO, ‘ . ' , 0.5 Co

. lactesa ~ : 2.0

.E1l medio arriba mendionado fue inoculado con inocula-

cién recientemente preparada de F. arborescens NRRL B-11,022

y el medio inoculado fue agitado a 30°C utilizando un agita—l

-

doir de rotacidén., A la finalizacidn de '72 horas las células

fueron cosechadas y lavadas. Un ensayo reveld la presencia de
. . .

actividad isomerasa equivalente a 2892 microunidades por mili-

litro de caldo total. .-

EJEMPLO 2

. . : ’ e 7
La isomerizacion ‘de.glucosa ‘a fructosa- sc.llevd a ca-

bo adicionando 10 gramos de células totales laﬁddaé obtcni-

S et

| oiahdls -

. B
—— §— i e




das por el procedimiento del Ejemplo 1 a 500 mililitros de
un jarabe de glucosa a 50% (peso/volimen) que era 0.01& con
PeSpecto.al cloruro de magnesio. i

El pll de Jarabc se ajusté a 8.0 por medio de hidréxido
de sodio y el Jarabe fuc lncubado a 60°C con agitacidn suave.
Luego de 20 noras el jarabe se analizé para la fructosa y sec

-

encontrd que 455 de glucosa fue convertido a fructosa. -

EJE{PLO 3
El pPOCGdlmlenLO del Ejemplo 1 se repitid, excepto que
?0 “la xilosa fue utilizada en el medio nutrlentc en lugar de
. }actosa y 1a inoculacién se prepard a partir de E. arborescens
. ATCC 4358. Luegco de 72 horas las células fucrén cosechada; y

el ensayo indicé la presencia de actividad isomerasa equiva-

.lente a 546 microunidades por mililitro de caldo tbtall

;15 EJEMPLO 4

_El procedlnlento del Bjemplo 1 se repltlo, excepto que.
1a lacto sa se reemplazo por-glucosa en el medio nutriente y
la inoculacidn se obtuvo a partir de F. arboroscéns NRRL
B-11,023. Al final de 64 horas las células cosechadas sc en-

’ o . "
sayaron y se encontro una actividad isomerasa equivalente

i  a 580 microunidades por mililitro de caldo total. ~:"

EJEMPLO § =

. La conversidn cnzimética de glucesa a fr&ctosa fue

25 eféctuﬁda por introduccidn de 9 gramos de célulasg nimedas
‘ obtenidas por el procedimicento del Ejemplo 4 en S0 milili-

tros de una solucidén de glucosa a 507 (peso/volumo) que era

e s gt bt o it

0,005} con respecto al cloruro de magnesio. El pH del jarabe

se aJusLo a 8.0 pov medio de hidPOXLdO dc uod;o y la solucidn

.\,

30 . se incubé a 60°C con anltn01on suave._El anallsls de la solu-

s s i e e = [}

.
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cién luego de 27 horas reveld wn contenido de fructdsa del
38,0.
EJEMPLO 6
Se cultivé F. arborescens NRRL B-11,022 a 302C du-
rante 70 horas en un fermentador New Brunswick de 10 litros

utilizando el medio nutriente descripto en el Ejemplo 1, Ias

¢élulas fueron cosechadas e -inmovilizadas por el procedimien

o de flocula.cidn descripto en la patente norteamericana N¢
3,821,086 para da;r un agregado de células seco, floculado
gue exhibe 75 microunidades por gramo de actividad :Lsome—
rasa. Una columna de v:.dr:x.o de 2,54 cm de didmetro que con-
tiene 5 gramos del agregado seco fue utilizado para la iso~
merizacién de glucosa continua. La columa se mentuvo a 60¢C
¥y una solucién de glucosa al 50% (peso/voiumen) que es 0,005
M con respecto a cloruro de magnesio ¥ ajustade a w pH ‘
8,0-8,4 se pasé a través de la columna a unz proporcidén de
flujo de 26 mililitros por hora. El efluente de la colwma
se analizé para fructosa y el grado de conversién de gluco-

sa a fructosa so encontré como de aproximademente 45%.
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Imo es Flavobacterium arborescens ATCC 4358.

|mo es Flavobacterium arborescens NRRL B-11,023.

_|glucosa con una enzima de isomerizacidén de glucosa que exhi-

24107

Hoja ntm. 12

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién ﬁroPia ¥ nueva que 8e pre-
,'sen'ban para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencién en Espafia, por VEINTE afios, gon 10S que se reco-
gen en las reivindical,ciones siguientes:

18,~ Un proéedimiento para preparar una enzima que
isomeriza la glucosa, caracterizado por cultivar un mic\roor—-

ganismo perteneciente a la especie Flavobacterium arbores-

cens en un medio nutriente bajo condiciones apropiadas pa-
ra producir dichs enzima por dicho mieroorganisﬁlo ¥y recupe-
rar dicha enzi:ﬁa. |

- 28,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindica-

cién 18, caracterizado por el hecho de que el microorganis-

2,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindica-
c¢idn 12, caracterizado por el hecho de que el microorganis-

mo es Mavobacterium arborescens NRRL B-11,022,

42,- Un procedimiento de acuerdo con la reivindica~

cién 12, caracterizado poxr el hecho de que el microorganis-

58.~ Un procedimiento para convertir glucosa a frug

tose, caracterizado por contactar uwna solucidén ‘que contiene

be actividad Gtil a vna temperatura de 45 a 902C y un pH de
6 s 10, dicha preparacién es 'derivada de un microorganismo

pertencciente 2 la especie Flavobacterium arborescens, y re-
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»

cuperar dicho licor que contiene fructosa.

fuere

8.- Un procedimiento de acuerdocon la reivindica-
cibn 58, céracterizado por el hecho de que la enzima com~
prende un extracto libre de célula del microorganismo.

T8ew Un procedimieﬁto de acuerdo con la reivindice~
ci&n 52, caracterizado por el hecho de que la enzima com-
.prende ’ma:l:ez-'ial celular obtenido a partir de aicho microor-
 ganismo. .

82.- Un procedimiento de acuei'do con las reivindica
ciones 52 a 78, caracterigado por el hecho de que el microor
genismo es F. arborescens ATCC 4358, NRRL B-11,022 o NRRin
B-11,023. '

92,~ Un procedimiento de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 52 a 82, caracterizado por el hecho
de que se lleva a cabo en wna temperatura de aproximadamen~
te 4520 a aproxiﬁaﬂamen’be 902C y a wn rango de pH de aproxi-
madamente 6 a 10. '

108,- Un procedimiento para preparer wna enzima que
isomeriza la glucosa.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que antece-
de y con los fines que se han especificado. _

Esta Memoria consta de TRECE hojas escritas a miqui
na por una sola cara. ,
Madrid, 27.0(1.1977

"~ P.A

- Alberto de Elzabu

Por

C e ame o ———
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