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. MEiORT BESURTPTIVA
 Ia pxesente inveﬁcién hé';oﬁééguido oomposlolo=
nes & base de glucoéé:-isomerasé v 1a wtilizeoldn &6 lesr
miamas para la isomg@.zaoion de la glu.ooaa on levulosa.

) Es muy cmnooidp el empleo de la glucosauisome—
rasa para 1a”i.aom9r.l,§aoion de 1l glucosa en hvmea. En
géhernl He u*gi'_;.liz'g ':I.g“glzdcééa:iswb:;ééa ﬂ:.nmqvilizzada para
obtener bue_z_mé gr.egul;i:ados j,ndusbxialeé ;y', espacialmente
para poder trebajar en comtinuo. Bsta enzima es producida
por divergoé xiﬂ.emorgaqaismos. Se la :puqde_e:_ctraer del cal;v
do de culbivo y. purificarila eventuglmeﬁj,-e; 0 bien 1o pueden
wbilizar directamente les eélules que la contiensn, separg
das del ealdo, 10 QU 8 meNOs GoSHOSO,

Se han _propuesto diversos mé%odoé paré inxfd’ﬂli-

zer las enzimas en general T la glucosa—:.somerasa on par-

tioular. Se pusds reallzar esta immovilizaclén por abgczv

* olén sobre soportes minerales, como oarbén motivo o diver-

@08 carbonatos w éxidos alcalinote’moé: Asi; de confor;-
nidad con la pa'ben'be francese 2 201 341, se absorbe la glu.-

coaa~1somerasa_ gobye carbongto magndsleco basico. Sin .emu

bargo, oste procedimiento golemente se puede aplica;:_ Aézla

~
-
LR

glucosamisonerasa extiacelulars )
Tamb:t.en se ha propuesto i:rbmdue:.r las enz::mas 0
las oélulas que les contlenen, exn substanclas polimeras
somipermegbles, como poliamidas o los derlvedos de la cow
lulosa, puﬂiéhdoée_ comunicar Seguidapzepte & las oomposie
clones obbenidas la forma de pelfculas, £ibras o partiou
las (patentes franceses 1 306 640, 2 016 102, 2 169 105).
Asimiemo se ha propuesto inelulr las célulase que -
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comtlenen la enzima en precipitados en forma de oopos de
polielectrolﬂ:_boé (pq%e:rbe francess 2_1&5 486) y awmentar
la reslztencia méé:a;!.oa de las composiclomas obbenides de
esta menera por medioc de la adiolon de compudstos mine ras-
les de magnesio, calclo, hierro y mangamso (patente fran-

cosa 2 295 966). L
SL blen estos diversos procedimientos permlten

‘obtenaxr compesiciomss de wia actlvidad enzimitios setls—

factorla o que presenten busna resistemcia a la abrasién,

on oambio no contribuyen en absoluto a alargar 6l perfodo

de vida de estas prepareciones, desde el punto do vista de

su getivided eiiziméféica. Gengralmente agto per:_ﬁodo de vida
sobzepaea los quince dfes.

Se_gabe, por otra parbe, que leg glucosaiSomera-
gas quo so uti}izan_hgbitualmente y para dar busnos xv?gugL—
tados exigen la presencia de Llomes magmosio y eventualmen~
te una pequofia cantldad de iones cobelio on el jarabe, de
glucosa que e ha do isomerizar. Bsto exlge que el ;Iare;.be
de levulosa obbenido sufra un tretamiento de d.esionizapién
mediante :ert;eroambiadoma de Lomes, 1o oual immmnte. e:L

:pmcio de oos‘be de la 1evulosa. -
 lhors me ha encontrado que se :puaden obte,ngr
oomposicionea de gluoosa—isomeraaaa in*sraoelular, que "’
presentan wn pg:c'.(odo de vida aumntadp ¥ que solamente
necesitan (0 no mecesitan) wna pequefie edleién de Lones
msgneslo en ol Jarehe de glucosa que se va a Lsemexizer y
ninguna adicién de lomes cobalto, imcluyendo lae células
de micxpoxganismos que conblenen glucogawisomerssa en plos
quetas o filementos de éstares de la oelulosa quP enolew
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TYEn, oomo oqrga;n:pbr 1o memos m compuesto de magnesio po=
co soluble en agua y; eventusluente, un compuesto do oo-
balto tambien _poco aolu.ble en agua.

Se en'bn.ende por compuesto de magnes:.o poco solue
ble en sgum, cualquier compussto de magmesio ouya solubi-
lided ses :i_:al que libere 1 mg y; a lo sumo 50 mg de lomes
megnesio por cada lLtro de ague.

_ Bor compussto de cobalto pooo soluble en ggua 0
en’ciende cualquier ocxnpues’co ds oobalto cuya golubllidad
geg 'bal que libere de 1 a 20, cuando més, mg de lomes co-'
bal't:o PO la.-bro de agua. i

Ios mle xoorganilsmos cuyas célu.las 58 wtllizan
en las oompos:.clonas de eata imrencion, son los que pro--

ducen u.na gluoosa-:i.somerasa cuya acoidn enzimgtica eo” ma--

A=,

nifiesta en presenoia de Lones megnesio e iones co'ba'i'!:o.
Sa.n limltar asba 1ista, e puede citar ol aerobactex t\:f.oa— ‘
cae, los Arthrobac'te:r:, Baeilus coagulans, Iactobac:.llua"
brevis, Stmp'bonvces S’_p. (echinatus, flavovirens, achromo-
genes, albu.s, oliV'aceus, ol:.vochromo enes, violaceoniger,
bikiniensis, veneznelae, e‘bc...), Act :Lnoplanes m.ssbvﬁ;—
ensis, efo... El mlcroorganlemo preferido para emplegr.en_
la presente invemiéil as el Strep’sonwoes phae.ochrombgatgxes;
Los_ es-bexes de oelulosa u-b:.l:.zados para consw )
-t;:l.-buir lag ;plaqaetas o los :Eilamen-bos, son oon pre:f.’ezanoia
ol diacetato o 'una_mazcla tecnica de diacetato y trxiace=
ta‘bo; oomo la que se emplea en la fabricacldn del eolodidn.
Se ollge prefemblemente la carga de magnes:l.o
entre ol &zido de magnsas:.o, hidréxido magnésico, foafato
megnésico y carbobato baslco de magnesio o sus mezclas,
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por ejemplo;, mezclas téonicas como el hidxoxiearbonato
de magnesio. Se preflere como carga el fosfato trlbéeleco
de magnesio. o

Se olige preferentemente la carga de cobalto,
ontre los oompueg’coé_gg cobalto II, aomo el hidxéxido
de cobalto IL, eaonato, orbofosfato u oxalato de cobal-
to II. Ademds, del lastrado de la gz@pamgién; estas carw
ges tlenen la misién de aisorber la enzimg y suminiletrax
los lomes magnesio y oobalto que mecesiba. ‘

. Aglmismo 89 pueden ubllizar on estas cargas

como compusato ingoluble de magnesio (y oobalto ), xesinas
1ntemambiad9rag de ogtlonesAqua contengan grupos gulf dni-
cos saturados ds Lomes Mg'™* o bien Mg*' y co™, secades al
alre a una temporatura de eproximedamerte 502 C y pﬁix::;'xi?-
zades finalmente para obtener.parb:’.culgé il;gerioms';%-'d;s
m de dlémetro. Se desorlben emplismente estes resiiss’ sul-
fénleas en la liberatura (Ion exchenge Technology F.0w
NACHOD, Jecl: SCHUBBRT Academlo Press Ln New-Toxk 1956).

En lag cmposi.cionas enzimaticas de egha Lluvenw

c:l.on exis”sen, por consiguien'be, células de un mic:cdo:rga-*
niemo gue conmtlene la glucosa-isomerada, un éster ce;L_u'J.osi;-
0000 ¥ una carga on las oantldades que se definen g‘?pnti:-
nugoién. o ‘
) La centidad de éster celulésico empleada on di-
chas composicionss, expresada mediente el porcentaje en
peso de producto seco respecto a lad cflulas seces do mi-
crooxganismod, puade variar emtre el 25 al 100 % ¥ con
preferencla alzeaedor del 50 %. o

In carga, tamblén calouleda como ma'ber,l.a seea,
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puede representar del 5 al 100 % en peso d cdlulas seces
¥ con preferencla un 50 ¢ eproximadamente. Ia proporoidn
relativa del ooupuesto magnésico y del compussto de co-
balte que fomma la oarga, puede varlar mépgei:ivmgh‘g; ;
de1 50 al 100 % y de 0 al 50 % del peso de la carga Gobal.

 Ias proporolones miximas de lad caxgas y del
ésﬁe;_ veluldsico pueden sumembarse mbs allé de los 1fmites
indlogdos anterloxmente, poro ovidentements a expensas de
la actividad ep"'a:}’._m‘éfbiqamdrel conjunto qb;bc'anido: Si se wbilie
za, por otra parbe, demasiado poco éster 88 obtione un
producto que pmsenta muy mela oohesion. .

A oon-!:inuac:!.on 0 definen lag propoxciones de
células de m:.croo:.ganismos, ésber oelulosico ¥y carsa.gue
inmtexrviens en las composiciones enzimaticas prefezem}iaa-
les de la luvencién. Las proporcionss ponderales se :rsafie;-
™n e ma-berl.a seoa de los difemn’ces olementos de las com-

ALY
”

:posi.c:.ones enz:.ma'bicaﬁ' o
- 40 g 60 % e:o. peso de cdlulas de m:.cmomanismcia»
- 20 a 30 % on peso del Sster de la colulose »1s
- 20 g 30 % en_peéo de carga que mpreéqni;a 6163,5_":‘&
20 % en peso de-un compuesto megnésico y 61'5 a 10 %“pofnde;-
ral de wn compues-t;o do eoba:l:!:o.
Se pusde llevar a la prao’cica el procedimiento
de 1a J.Ilvenci6n ventajesamente, de la manera que ®e indice
a conbinuaoidn, L
Se separan poT oen'tm.fugaoion las célules del
substrato que se han desarrolledo a expensas del mismo, .
despuds de sufriz un Yretemiento térmico del qus resulfe,

entre otrad cosas, una osterilizacién de la mega colular
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vy la destrucolén do clertas enzimas indeseables (como las
proteasas) que son mengs resistentes al calor que la glu~
cesa-lsomerasa. Seguldamonte se seca 61 caldo obtenido
hasta que alcance un contenldo de mgteria_wéeca del 20 gl
95 % (preferentements elrededor del 30 #).

‘ Se mezcla ilrbimamente el caldo regultante con la
qarga de oompusas’uo magnésico ¥, eventualmente, del eompues-
%o de cobalto, sieprlg_;_Lg proporeién de esta carga total del
5 al 100 % del peso total de las cdlulas y preferentemente
el 50 %.

Se ediciona a la mezela obtenlds de este nenera,
o1 éster de velulosa (por ejemplo, la mezola téonioa de
dle y triecetato mencionsda emtes), a resén del 25 al 100 %
(con-preferencia el 50 % aproximedamente) del peso dla:'c_xélum;
las secas y oen forma de Sol al 5 = 20 % (;prequiblemér}"bé ale
rededor del 10 %) on un disolvente misoible en agaa;“i%&“ta—

v

. @
<«

farentemente acetona.
Se afiade al oaldo obtenldo que corxt:.ene eldea-ber

de celulosm, una mezcla de agua y disolvente, parecida*a la

que se amplea para foxmar 6l gol del és‘cer q.e _cglgldsa,

fin de commlcer a la mezola Final J.a_qqnisi.g'l;lmia adgcuada

pars derle la foma con la que se pretende emploax. {J’:"g}oan'hi;

ded de disgolvente qus-;e sabe gfiadir pusde mexr de 1 a 10

veces gl peso de lag célulss emplendes.

. Ta oantlided de sgua que se mazola praviamente

eon 8l disolvente debe sor ae mgnexra qu_e, teniendo en ouenw

%a la humedad de las célu.;Las, ol agua contenida en la meze

ola filnal rapr@@erfbé de 0,6 a 8 veces (e_qn pmfe;enoia unas

:3 veces) el posoe ded dster de celulosa ubillzado, siendo



5.

10.

15.

20.

temblén conveniente que la relacién pondaral flual agus/diw
solvente - ses inferl.or a 0; 2.

Estos lf{miles do lag pmpo:cciones mlafbivas de
agua, disolvente y éa'bar de celulosa oondioionan las pro-
pledades del producto finagl : agl con.__un’defec‘bq de agua
la porosided 4o la estwuctura obtenida es dépili slendo
por tanto les ospacidades de intercemblo ma_alas; por otra
parte, con un exceso de agua (o una cantided de disolvenw
te no suficlente) la Zalta cohasién sl producto final o
retlens mal la enzi.ma

, E1 orden Dare el empleo de :Los ¢lementos no es
necasariamen-be el qus se acaba de :Lndﬂ.car, sino que pusde
modifloarse para una meyor comodidad de 1la fabricacion.
Ba preferible que les oélulas su.fran un lige;'e

oy

'tra’bamn.en'to oon glu‘aax-al&ehn.ao en el oaso, bastan’ae Lros

v

ouente, de que ol modo de preparaca.én'dau_lgs células-§uo
contlenen la enzims dé luger a paredes de célulad que’.de=
Ban que la enzima difunda intensamente (segﬁnlas oom}icio;
nes del eultivo de los mioroorgenismos, 'éu bretamiento b8
mlco o su aeparaoién) So puede llevar a osbo este tra'ba-- _
miento al final del oultJ.Vo o bisn sobm el oaldo ce?fﬁiar,
pmfemntemanta con el éster de oelu.losa pero e:d;es»de, “ine
$roducir la carge (que entonces se he do in’cmducir on &~
¥imo 1u€ar),_ o blen Pinalmente, como se vord més alelente.
despubs de haber dalo Pomma & la mezola. En el caso de que
e afectio ol tratemlento con glutarglda@idb.gob#_las_cé;
lules o sobre 6l oaldo de las eSlulad y ol éster, se whLlde
] del__O;B al 6 % (ocon preferencia wn 3 % gproximedementoe)
do glubareldchido Teapecto sl peso 46 oélulas seoss. e meze
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ola con glutaraldehido debe sexr profexiblememte {ntims y
80 deja qua aeacolons durente 10 mlnutos a 1 hora; entze
0y302c. | ..

_ E‘;!.nag.mengébe , puede homogensizarse la pasta £lul-
da_obtenida, por ejemplo, mediante un sglisdor do hélice
o ‘turblna, conteniendo aquélla las oélulas, la cama; ol
éster do celulosa, agua, dlsolvente y eventuglmento glutaw
raldehido. ;

En-bomes 8o pusde ex‘hender est:a pasba en oapa
£ing, (J. a 3 m de esmsor) y dejarla seoa:r.' el alre a una
-bemperatura de 15 a 308 c Una vez gue ha trensourrido
aproximedamente une hora, ouanio todavia no es quebradiza,
se pusde corbar en yequefios elementos de algunos mi]imetms
de laflo. Se proaigwa el secado, después de degpegar® 1a pas-.-
‘ca, poro evitanlo slcanzer la fase Quebradiza. ,:‘

BEn egte esgtade de la praparaoion, s:L ge desea,

go puede reallzar el tratemlento oon glu’baraldehido, hume-

Fl

.22

deciéndolo en una ‘golucién scuosa de este cuerpo. -
En:tonces g0 pusde whl 1lzar el pmduoto obtentdo

- 3

parg isomerlzar las goluclones de glucosa. _
La febrloselén de plaqueties de dster de oelulosa,
cargaio del compuesto magnésico y de oobalto ¥ que Contiens
la glucoaa;d.ébmergéq_en forma imbraceluler como la que se
ha desorito entes, oonstituye wna fomms preferida de la
invenolén, Pero eg posible der Porma a la pesta obtenids
por cualquier otxo medlo conocidos concretamente por extrue
alén sl so ﬁeéea{_oﬁi:_aner filamen'toé‘en‘va_z de plaguetas. An
tes de proceder & un eventual secado de la masa de filaw
men'tos; ge cosgula au superficie inmediatamente despuds de
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la extrusién por medio de wna corrlents de sire caliente

o por imergién en agua durente algunos minubos. Pueden con-
Servarse lag _p_lag_ue"&éa ¥ fllamentos en estado seco o bien

suspendidos en un liguido que, con preﬁéx\?nbg,a; 63 agus oon

wr antisdptico adecuado (por ejemplo fommol).

Las plaquq:l_:ga y filementos de la invencién pre=
sentan numeros:as ven:baaas, especia:lmen*be Para su emplep en
oontinuo en u:na oolumna

 Ia es"abuidad meoanica es muy buena, hasta al
'bérnd.no de un pariodo muy largo de su. util:.zacién. Ia pére |
dide de carga, ouando pasa la goluclén que Se.ha de isomes
rizay a_ ’aravéé da la colunma; es muy poquefia y os estaeble
con el 'b:t.empo. .

La vidg de osbas preparaca.ones o8 muy laxga;,"»la
senlectlvidad ) tiempo al -bemino del cu.al la pxeparaaion :
posee la mz.'tad de su. ac'bividad, exceda facn.lmsnte las~

1000 horas. Adams, al degcenso de su setlvidad 'biensa lpgar

- .

progresiva ¥y mgulamsnte. 7 ves

La veloc:.dacl nedia de produccion de levulesa‘apor

4 L

unidad de paso es alevada,. ) R
No es necesario afiadix iones magnesio N cobglto

en forma de sales solubles a lag soluclones que se "‘??Z‘f’a

lsomerizax, yg que go:;x_ suflolentes el m_agneaio ¥y cobalto

de 1a ogrge pera sotivar la enzime. Sin embergo, en cier-

%os casos e posible efladir hasta 10 ms do lones magnesio

por 1itro de soluoidn a les solucionss que 6 han de isomei~

zar. Como quiera que sem, la oantidad de iones megmesio en

el jarabe de lesr_qloéé; obtenldo no sobrepesa los 10 mg/ 1 lo

eual o8 botalmonte acoptable desde el punto de vista alimenm
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‘Eici_q. En oua{r_r:té al. contenldo de cobal:l;o; no exceds (s 1
ng/ litzo. Bstes pequefias cantidades d¢ Lomes magnesio y
cobalto, por consigulente, 1o necesj.‘!:an_la:ggés ¥ costosas
opersolones de purificacion, estando; ;}o;'_o%ré parte,
é . exenmto de impurezad el jarabe Lsomerlzado.
- Se pueden gmplear las pmparacioms de la inm-
vaneién para isomerl.zar 1s glucosa del modo que se sefigw
la seguldamentas o
} ~ 8¢ oolocan 1os elementos de las preparaoioms
10. ?nzmé’cioaa,_‘plaql}atgs o £ilamentos mmy_gorbos, en un
ollindro vertical, por ejemplo de vidrlo, rodsalo de una
envoltura recorrida por una corrdente de agua que pormite
nantener la ‘temperatura de 50 & 759 ¢ (con preferencla, 608
c aproxi.madamaxrba) Se alimenta este ollindxo, pzeferem;ea-
15, mente desde ax':c'Lba, con ung soluaién acuosa de glucosa que
tiene una concentraoilén méxina del 60 % en_peso (prgfa:ggj.;
blemente alrededor dol 45 %), encontréndose sums gl da
preparaciin enzmimética en el lfguido. §é~ ajusta pmv’iSa‘an#-
. te ol pH de esta gbluciélfl alimenticla é~8_:'€9_ (con prefeiens
2.  cia 8,5 eproximedemente), verbigracia con sosa. Es venta~
joso regular el caudal de la allmentaoldn pare menteney
un cosficiente de bransformacién de la glucosa que ‘g8& cons-
tante a lo largo de la operscién. Para una buena rentabiw
_ 1llded de 1la qurépiép; dicho coeficiente ey generaluente
25,  del oxden del 40 al 50 ¢ (preferentemente del 42 % EDTOX L
mado). Por comigu;gy:be, debe raduoirse de modo progreslvo

el candal de aJimenrbacion a modida que ve dismlnuyendo la

actividad de la pzeparaeion.
Como se ha menclonado antezﬂ.ormante, o8 indtil
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adicionar iones cobalto a la solucidn de glucoss. alimen~
$lcia y no es Lndispensable sfiadir lomes _mégpssio; POTO
puede considergxég deée_aable una, adiqiéﬁhque_.glcancef 10
ng por ltro da é’oluciéil, Ia soluclon sé}iq#@ehoonﬁem
on general de 2 a 10 mg/lltro de iones magndeicos y el
contenldo de ﬁ,qmé cobaltd me sobrepasa nunca 1 mg/litro.

© Ya no e8 nacesaric eajustar el yH dursnte ol
curdo de la oparééién; El pH de la solucidn sallente es
del oxden de T5.

No ge observa la apanoién de ninguna eolorao:.on
anoxmal en las Aso:‘mg:_.ones salientes isomerizedad, excepto
en las pza‘.meraé hbréé del DX0Ce 80, 4 fin de impedir eerbo;
durante las pnmeras horas, ge puede aumen“har el candal

de alimentsoldn de la solucion de glucoSa, de fomaoqke
ge lave la columna, El aumento de la coloracion de l’i éo-.
luoién entre la entrada y la salide del reactor permatides,
en una mereha normel, inferior a 20 APHA. (NORMA ASTiE D

n

1209+54). o ‘ -1
Bn los eaemplos s:t.gm.en-bes la levulosa Ffoxmada

se valora por medio de un método colorimétrico oon*g;ffsﬂm-—
na; refiridndose a éolaciones de titulo conooldo. [HAQL,-—
HOOL y ICI.EINBERG» Analy'tical Biochemistuy, 50, P 33:7*'-343
(9121 | o

_ Ies actividades enzimiticos, expresadas en U/g
reprogentan el nimexo do mloromoles de levulosa fommados
on 1 minuto a pH 7,5 ¥ a 608C,
EIENPTO 1

Se utiliza un caldo del 16 % de materla seca

procedente de la centrifugacldn de una cuba de producoidn
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del Strermomynea phaeochxomogenea. La antividad de las
eélulag os do 150 U por gramo de matexla ge_ga. Se colo-
aa oste caldo on tna estufa ventilada a 35-408 C y se
deja_alll hasta obtener wia pasta con un 30 ¢ de materia
seca. Se mezolan 52 g de_ ea'ba pasta oon 1,1 g de hidroxi—
oarbona-bo de maghesi.o Sa affaflen a la mezola 69 an3 do
unqﬂsglucﬁ.én. aoqtgpj,gz_a__c_ie celulosa de 100 g[:l.i.-b_n_:i Se ad:p-}
olonan 60 om3 de epotona y se homogemsiza_todo oon la ayus
da do wn sgitalor & hélice (11 000 revoluclonos/min) du~
rente algunos miﬁuﬁgé:‘Sq oxtiends el galﬁé gbbre las pla~
oas de vlidrlo de manera quo form® una ompa de 2 a 3 mm
de espesor con la ayula do un aparato para la preparscién
d6 plecas de oromstografia en capa fina. S0 dojen secar
lag placas =l alre duran-be 2 hores ¥ después 80 oorbd Ia
preparaclon en plaque't:as de 3 a 5 mn do lado. Se despegan
estas plaguetas y ae oonﬁinua el secado hasta un conﬁenido
del 80 al 90 % demgaﬁeria ssca. Se obtlem la oomposicién
anzimética siguiente: (los % ge expxesan on poao e mad;e--
rla soca). X
- 66 % de odlulas de micmorganiamos [
7% de hidroxioarbonato magnésioo, °=:
29,3 de acatato de oeluloaa , P
Ia medidg de la gotlvidad de es-b'aa plaque'baﬁ
da 52 U/g que corresponie a wn rendimlento de Fijaolén
préximp &1 50 4. .
. Se oargen 25 g de la composicién enzimaﬁiaa
obtenida de esta manara, en un cLlindro vem%ieal de
vidxlo de 25 m do diann%xn, provisto de una envoltura

'''''

doble por la oual eircula ague a 60-~618C, Se elimonba el

t:'s.
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cilindro px?paradonasi; con una Solucidn de glucosa de

450 g/1i%ro, 9n99n3cz-éndose sumergide la composicidn en~
zimgtica en 1a'é0151c161.1. Se ajusta el pH de la solucidn
de glucossg haéta_8,5——8,7 con la gyuda de sosa. Se regula
ol candal alimentlclo de forma que o mentenga un cos- .

ficiente de transformacién congtante del 42 %. Por con-

siguiente, debe reducirse progrosivemento el caudal duran-

te la operacidén. Al principlo este caudal es de 65 cm3/hora.
Al $érmino de 900 horas ha disminuido hasta la mited y so xg
duce a la cuarta pario cusndo hen branscurrido 2200 horas.
Si se para la operscidn on esto ingtante, s va-
Yora la proc'lucqgén media de levulosa en 4:.80 kg de la com-

pogiicion enzimé"&_;i.ca emplesda.

&
2 A‘?

1 gon%enido de iones magmeslo en la soludifn’

PL I

seliente varfa, en el curso de la operacién, emtre J:Ofy:

o mg/l. u‘_:‘q ~

o

ELl i de la solucién saliente es préximo a 5.
_Ia egbabilidad mecénica de 1la cqmposicién*r_io

ge modifica y la péxdida de carga sigwe infexior a i.om

% T

de agua por metro. A

PP

-

BIEMPIO 2 oL 5’11”"‘

Se prepara una composleidn enzimética corc;se ha

LT Y

descrito en ol ajomplo 1, exceptuando que se x‘eemp;l.aza ol
hidroxicarbongto do magrosio por 2;2 ¢ do fosfato triblsico
de magnogio [Mg3 (®0 4) o1 SH,00, ¥ que_lég ¢6lalas whill-
zadas prosomteben we activided enzimfbica por wnidad do
pogo do matoria soca doblo quo la do las células dol ojome
plo 1. Ia composicldn enzimética obbenida es la sigulentes

(los % egtén expresados en peso de materia sSoca)
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- 63 % do oélulas de mioroorganiamoa
9 % de foedfa‘bo magnésico trdbéeloo
= 28% do gootato de oslulose

.":

So ut:!.l:!.Za 1la ocmposioﬂ.én ta:L como 50 ha desor.!.’uo

on a:L ‘ejemplo 1. BL caudel inlclel os de 65 am3/hora. DL g
m:Lm;ys haeﬂia la mi"h'ad a.l -b&mim de 1300 horas v se reduoe
a la ouarte parto ouendo hien trensourrido 1700 hores, Bl
aceflolento do Lomes magndslcos en la soluclén saliomto
e del ml.emo orden que én ol ejemplo ambterlor.

~ Se prepara una c,omposioicSn enzimatioa oomo g6
ha descrlito on ol o;]emp:l.o 1, con la ex::epoion de quo se
ublliza como oarga l,l g de hidroxioarbonato magnésico
y1l,lg do carbonato do cobalto I (00003) So obtiene* 5
la si.guiem;e composioion onzimética ¢ ( los % so oxpx;e dan

RO

en peso do metorla seoa)

PR I )

"' 53 % de oélulas de m;f.croorgamamns o
" 4-:5 % de hidmxioarbonato magnésioo g
- 4.5 % do oarbonabo de oobal‘bo IT
“ 28% do acotate de aelulosas 3.

Se_wtlliza la composioién del modo descxrl.ﬁo ‘on
el ejemplo 1, Bl caudal inlclal es do 75 om3/hora.'0uan-
do han -bmnscur:ﬂ.do 1000 hoz-as ha disma.nuido la nﬂ.“ad -

. B con’cenido de R ionaa magnaaio en la solunion
saliente varia, durante 1a operacién, entxe 9 y 2 mg/l

E1 contenido do Lomes ocbalto permsmsce inferlor a 0,9 mg/la

w,

S prepara, para comparacin unas plaguetas
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del modo deseri.-bo en el eaemplo l,_ a parh:!.r dsl miamo oal-
do, poro sin afiadir ninglma caxga. .

ne W s -

L S oargan 1as ;plaquﬂ'bas -beminadas en u:a. :r'eao-
for tubular, Les plaquetes se egrupen mel, pues ‘tlenden

& flotar on la soluokén ezucarsda. Ta soluwoién elimentiocls
no_somsdens megneslo, S debe ajuster el pf de la solu-
ei&h‘a;imgh'bicj_.a a9-9,3y para asegurar a_la é,cjllic}a un_

P 7,5, Por estg razén, la soluwclén seliente es un pooo_
coloreada. A fin de_obtensx un coefloiemte do oomvpgién
461 42 %, dsbe limitavse ol candal imlolal 3 30 omd/hora
para wa solucién de glucosa de 450 g/litro. EL cawial

es infexlor a 15 om3/hora despu.és de 100 horas de umgrcha.
BIEMPIO 4 - Pu n

~ . - .. ,.,wﬁ ~1

Se prepara uns oompoaio:t.én enzuné-bica oomo. doge

* a2

orlbe el ejemplo ,1, excep’cuando que s :r.eamplaza ol hld’rom

1&"1 ~ .

xloarbonato magnés:!.oo por 2,2 g de fosfa'bo magnesico 'brl.-
béslon [Mg3(?04) 218801 ¥ 1,1 g de oarbonabo d8_cobelto
IL (00003), ¥ que 1as oékulag ut:i.lizadas pxesentaban

ux;a ac'bividgd enzimftioca por unidad de pese de matexld”
seca dos veces meyor que la de las oélulas del é;}enf’_r)fé}

b}
10 “5,‘.:

- PO - -

B Ig oamposioién enzima-b:l.ea ob-ben:Lc’La g la s

gu:l.em:e t ( los % ogtén expresados en peso de maberla

seca) '

.- - -

- 50';5 % de oélulag de mioroorgenismes
8,5 % do foafato magnéslco tribéeioo
492 % do carbonato de cobalto LI
, 2648 % de ace't;a'to de celulosa. a
Se ubtiliza la oomposicidn tal oomo se he desw

t't ~f=.1 :
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erlo en el ejemplo 1, Bl caudel inleisl og da 65_‘ on3/nora,
Disminuye g Iz mited el tdxmlno de 1500 horas ¥ go reduce
a la ouarta perte guende hen transourride 1900 horas.

Las proporcionss de megnesio ¥ cobalte en la

solucidén saliemte son del mismo oxden que en el ejemplo 3

Se humedeoen 25 g de plaque-Bas de oomposioién
enzimatioa, pmparadas del modo que se describe en el e;jem-
plo 1, en un vo:u}mn de agus suflolente para“ga\;menggi:‘o:l,as ‘
¥ que contenga 0“5 g de gltxtamldehidof Se dé,:ja on eon“l:ao;-
to durante 30 minutos & 208¢. .

Seguidaman'be 86 secan lag plaque'haa Y se u-b:!.li-
za la composﬂ.oién_‘tj:;a"l':ada asl pare una omraoién de :Lao-
me:ﬁ.zacion de gluoosa, ojecutads en lag mismas eondioio-
neg que en el e;]emplo L, El caundal iniclel es de 45 cm3/ho-
re. Desciende hasta la mited al térmlno de 1500 horas. ,

~ les pmporciones de magneslo y aoba:l:bo en la N
aoluoién seliente son del mlsmo oxden que on 6l e;]emplo 3.
BJENMPTO 6 . — v

) En una, ou.ba de pmducoién del Stxapbomaroes’%phaeo-
chmmogenes, heola ol final de la produocién, se adiotona
glutaralaehid};_'a rezon de 6 g pare 100 g dg_ma‘chiga "saqe
Se deja en corrtaé%& daz'éii;be 1 hora; a 7:5 Y a %8 0

_ Se oen‘hzifugan lag cdlulas y das,puéa ge -bra'ban

como Be describe en el ojemplo i. Bl cauwdal inio:l.al es
de T om3/hora, Dleminuyo hagta la mltsd ouando hen trans-
curr.i.db 1100 horas y go yeduce a la cuarta perte al £6 1
mlno de 1600 horas. . N
Lgs :pmpomiones de magnsaio y qobal'to ds la
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soluslén sellente son del miswo orden qus en 1os ejemplos
pmoedbhtes:
EMM -~ .. . - .
Se prepara una enmpoaioion enzimal:ioa de la naw -
nerfamdgsc?iﬁg gn ol eaamplo 1, pexo gln aé.ggoi.gna; carga
¢ imbroduclendo O 15 g da glubaraldehide ( en forma de som
luelén seuosa comexoiel el 25 % ), al mismo tlempo que
se ‘mezela la soluoion de aoe'ba'bo de celulOSa al oaldo de
1as célu.las. Se txbilizan 25 g ds la composiclén obtenidg
pare isomer.'.zar, on o1 m:.smo oilinire'que el del ejemplo 1,
una soluoion de glucoaa de 450 g/li‘bro a 1& qus, ae efisde
1,23 g/litro de [lSL 804, 7H20] Se obseva oierka diﬁ.-
cultad Para cargar el -l:ubo ¥y asegurar la buena oimula-

,

cidn de la solucldn, pues las plaguetas tlenden s :E:Lo

-\..1
~6 0

-bar. . . e o .. . [ _ a
_ El oaudgl inlolal es de 48 om3/hora. Disnﬁ.niz,: -
ye la mlhad ousnde han ‘transourrido 1500 hores y e rol

duce a la ouarta. parte al_ término de 2300 hox-'as.: 2
Se valora la p:oduccion de 1evu.losa en 56@«35:@

por kg de oomposiaion. Pem la proporolén de :Lones még-

nesio en la soluoldn saliente es de 100 mg/l, por 15 -qpe
se nocesiba purdficar esha solucién medlante imterceres
biadores de Lones,

Opersndo como ee describe en el ejemplo 1, e

prepara un oaldé de oélulas__del 30 % de maitexﬂ.z'a_‘seoa Cllme
ya activided sea de 250 U/g. Se mezolan 100 g, de_este
oaldo con 13 g do__DMgy(R03) oy BHOT , 125 oud ds wia
soluoidn de aceteto de celulosa de 100 g/litro y 60 cmd
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de moetona, Se homogenalza ol oaldo obtenide y se introduoce

en ol ollindre do wma ;]e:r.'i.hga ( bomba para_ Lubrifioaclén )
p:mvista de un o:::Lf:Loio de 2 mm de diame-b:m. La xosca,
obtenldg de esta manem por axtm&ﬂ.on, va 8 parar e wn ’
roolplente qus o,on't_sﬁ,ezge 2 Litros de agua a 254 C, Ios pro=
ductos extrusionades g0 dejen dos minutes on el ggua;_se
dejan esourrir y S evoen en estufa ventilede a 358 O,
Cuendo pasien a ser qggbradigos; lo cual.%:!.ef:e 1ugar ovgns=
do el comtenido de materle seca es del 85-90 %, se tril=
‘buren grosoramente para obtener bastonoilles de 3 a 8 m
de longltud y ouya oomposio:l.on es la siguiente 1 ( 108
% g0 expxesan on paao de materia geca Y,

~ 54 % de oélulas de miomorgan:f.smoé N

- 23"5 % do trifostato magnésioo béslce ~

- 22,5 % da goetate do celulosa, R

Un onﬁayo de ac'biv:f.dad demuastra que pmsentan

una eotividad de 85 U/g, sorrespondlendo g wn verdimEornto
do- fljaoldn del 70 %. L . "“.“

- oew - v

Se i.n*t;:mducen 25 g de estos bastonou.llos on.-un

’cubo de ensgyo de a.uraoi.on y oon un oaudal :Lnia:t.al“de 120

1313/hox_-a.d9'soluci.g$z"1 de_glusosa de 450 g/}us, 1o pqpﬁon;frng
do magneslo, permite obtenoxr un coeflolemte de converslén
a levulosa del 4%. Dospubs de 600 horss do trebajo, 6l
caudsl es todavia de 60 om’/hora. ]

Fi.nalmerrbe go observa que la pmducoién glo—-
bal es_r}e 525 kg de :L?vu.losa vor kg de bgs’aoygilloa on
pleados, a la velocidad media do 15 kg al dfa.

BEE0 8 L

' Se propara una composilolén enzimftica ocomo
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50 desoriba en al e;jem:plo 7, axoapbua.ndc quo 50 emplosn

como oarga 10 g do_ [ Mg3(PO )21 8H,0 ] ¥ 3 g de oarbonsto

do Qobal'bo (00003) Ios :produc'bos extmsionaaes que s8

ob'kiemn ¥ que poaeen un oontenido de matber.!.a seoa del

85-90 %, se -brd.-turan para obtenexr bas’uoncillos de 1 a 8

m de Longiltud, qus :pmsenban la siguiema oomposn.oién ¢

( los % ge expmsan on paao de maberia seca),

54 % de odlulas de microoxganiamos

1833: % do foafato megndésico tribisico

“ 5,4 % de oarhonato de oobalto

- 22,5 % de ape'ha’bo de celulosa. ) ,
_En un ensayo de aefividad se aemmaai:ra que_ pm-

.tt.'t

sen'ban una eetividad de 100 U/g, que oorresponds - un mn»
dimierto de f:.jacﬂ.én del 90 Be ) 3 - “'“_'

o Se caxgan 25 g do estos pmduc-bos erbmsiona-’-
dos en un tubo de enaayo de dursoldn y se al:.menta este
ubo con 120 om3/hora de una solucién de glucosa de 450
&/1 que mo oontiens lones oobalto ¥ que con’ci«.eng,lo._r_qg/kg
de soluclomes de Lomes maznésloos en forma do .ij'oéfa‘lm*;
ol coeflolente de hrangfomaciin es del 4%. Despuds. do
950 hores de maroha, todavia se tlems un oceficiente, de
;}:;gr_lgfomacifén dol 42 % para un oaudal de 60 om3/h61§au En tal
caso, la produceidn glebal es de 865 kg de levulose oT
kg de bas-honoilléé empleados, a la velocldal medla de 14
kg/dia, sl ge para la ggqogucoién cuando e alca:aza el 25.%
del caudal inic:l.a,‘l., manteniendose ol coef:l.oiente de -brans~
formselén en un 42 %. Ia valoraclén de log lomes LT
1ico# del javebe efluente sefiala un contenido do Lones
magnesio de 10 mg/l do Soluoidn Lsomexizads y 0,8 me/l
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de iones cobalto de la misma solueidn isomerizada.
EJEMPLO 9 )
So prepare la misme composicién enzimdtica, co-
mo le descrita oen ol ojemplo 8, pero sin adicionar ol com-
5: puesto de cobaltos
So isomoriza une soluecidn de glucoga con 13
gyudsa de gé g do productos extrugloncdos y operando on
lns condiecioncs duseritos cn ol cjomplo 8. El caudal ini
_ cicl os de 115 cm3/hora.
10« ~ Despuos ao 600 horag dc trabajo so tibéo~un

Voot

cocficionte do trensformucion del 42% pors un oculsl do
58 om?/hopa; ' »
~.So nlotnze ol 25% dol ccudal inieinl, Mo~
toniondo el cocficicnte de tronsformocidn ol 42%, dos—
15 puds do'ij;oo horag's
- Lo produccién glotel os do 620 Kg do Lovilo-
sa por Kg do bastoneillos cmploados, 2 1o velocidad, mo—

dia do 9 Kg/dia. <
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REIVINDICACTONES

Descrito ol objoto del prosonto invonto, so do=
clarcn nucvas y de propis invencidn. los siguiontos roivin-
dicacioncse

1. P;dcodimicnto do prop-racidén dc composicionos
enzigﬁticas para 1o isomorizacidn do 1a glucosc cn lovue
losa, quo comprondon ﬁlaquotas o filamontos do Gstor do cg
lulosa cn las quec so ineiuyen célulosas dc un microorgo-
nisno guo conticnc glucosa;isomcrcsa capagz do isgmgrizar

-

la glucose on levulosa, c¢orictoerizodo porgue para-su rog~

- e . ‘:"q
liznecidn sc soporan las eflulas do los microorgonisros dol

substrato o ocxponsag dcl cuel so hon descrrollado, sc do-
al
- o

sca ¢l caldo obtenido hasta un contenido on moteris Ecoa
dol 20 ol 95% so mezela ol caldo desceado con un 5 <l 100%

on rolacidn con el poso dc las eflulcs, dc unc cargd quo

4

conpronde un conpucsto magnésico poco soluble y overitual-

.

nonte wn corpuosto do cobolto poco solubles o la'éoméo-
sicidn rosultentc sc afiedo ol Gstor coluldsico, = pagdn
del 25 « 100%, dol poso do lag odlulas on Fforma do sol

dol 5 2l 20%, on un disolvonto miseiblc on agus, adicio-

néndoso una eontidad do disolvente igusl & 1 - 10 vocos

" el peso do log cdlulas socos y un: cantidad do agua tol

que la composicifn finol contongn unc proporeidn de agun
quo roprosonto 0,6 a 8 voses ol poso dol Sstor go dolulo-
sa, siondo la roloeidn pondoral final sgus/disolvonto ine
fordor a 0,2, so da forwa a la rozela obtonida y sc soca
ovontualmonio;

2. Procedimicnto do conformidad con la reivin-

dicacidn 1, corncterizado porguoe on una forma proferonte
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de su roslizacidn. sc soparcn lus edlults de los microor-
ganispOs dol substroto o oxpongas dol cual sc han destrro
1llado, sc dogoen cl caldo obténidg hogtc un contenido on
notoria soen do clrodc?or del 30%, sc mozcla ol calde do-
socado con aproximedanontc ol 50% on rolacidn con ol poso
do laos cdlulag, do une carge que compronde del 50 al 00%
de un corpuosto nogndsico poco solublc y 0 &l 50% do un
corpuosto de cobolto poco solublos a la conpogicidn ro-
sultonte so aficde ol detor coluldeico, o razdn dol 50%
dol poso do cdlulas soccs; on fdrga dc gol del 5 él,io%
on un disolvonte nigcible on agua; nds concrctamcnﬁp;aco-
tons, adicionindose une eontidsd do disolvonte igusl a

1 ~ 10 veces ol peso de las células socds y une contidad
do ngua tol quo le composlcidn final contenga una'éfopor-
cidn do ague quo roprosonte umas 3 vocesy ol poso dcl Gs~
ter do celulesa, sicndo la rolacidn pondersl finel agun/
disolvonto inforior a 0,24 sc da forun o la mozclajb%toni—

’

. 2 \ S
da y so scet lontanento la composicion la confornzdg. o una

9
7w

tomporatura do 15 a 308C.
3s Procodimionto de conformidad con 1a roivine

dicneidn 1, carcetorizcdo porquo so gomoto 2 leos cdlulas
o un tretonionto con glutsroldchido, bien ol férmino do
su produceidn o bion on cl gono del ccldo de odlulas y
o Sstor coluldsico, ontos de oficdir la carga, o bion on
lo composicidn conforncde y scche

g. Progodimionto do conformidad con las reivin~
dicaciones 1 2 3y carcctorizodo porgque 1o confornaeidn do
la conpogicidn so verifien por'oxtonsién sobro'una plaooct

o copa do 1 o 3 mn do esposor, sceado poreial, cortado
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on plaquofas y'complomontado de scecdos

~5o'Progcdi;ionto de conforridad con lag roivin-
dicaciones 1 2 3, corceterizude on una varitnte del nmisno
porque lo conformmcidn de 1o composicidn se vorifica no-
dicnte oxtrusidn} cosgulacidn do lo superficio do los fi-
lonontos oxtrusiénados por ficdio Go aire culicnte o por
innersidn on ague y posterior scccdos '

6+ Procodiriento do conforiidad con la roivin-
dicacidn 1, caracteorizodo en su roalizacidn porquoe los,ég
tores do colulosa quoc congtituyon lgs p%aquot&s ogfiianog
$0s on quc s¢o incipyo ol microorgpnismo; con diaog§2to
dc coluloss o une mezeld téenica do diseetato y trimcotato

de colulosce o,

Te Procodinionto de confornidad con la reivine—
dicceidn 1, corcetorizado on su roclizacidn porque los

eflules quo conticnon lo glucosa-isomerass, capaz-dc.iso=

I

norizer lo glucosa .on lovulosc, son célulss do mieroor—

N’.s'l

genisnos ologidos ontre ol Acrobactor cloacaes Arthpo~bac—
tcf, Bacilius coagulong, pactobaciligs brevis, Stréﬁ%ony~
ces sp;;(pﬁaooghromogonos? ochinatus, flevovirens) archro
noggncs} olbus, glivaéeué, olivochronogones, violacoionie
.gory bikinionsis, vonoZuélas) y Actinoplemes missourionsise
3 8¢ Procediniento do confornidad con le reivindi-—
coeidn 1y cornctorizedo on su realizacién porque ol cor=
pucsto do nagnesio poco solublo on oguas que p:rticipa‘co

ro ecorgh cn le composicidn dol ccldo doscendo sc clige en
tro ol $xifo do mognesio, fosfote nogndsico, ol carbonato
bésico de mognesio y sus mozclass

9. Procediricnto do confornidad con 1o roivine—

 POOR
QUALITY
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dicocidn 1, coractorizodo porque ol compucsto do éobalto
poco solublo ¢n agut, que 2l ndsio porticipa coio cargo
on la conposicidn del cable dosccado se clige entre ol
hidrdxido dc cobulto II, cirboncto do cobolto iI, 0rto=-
fosfoto de cobalto IT o ¢l oxalate do cobalto IT.

10es Procodinionto dc conformidad con unc de lasg
relvindicacionecs 1 2 74 caracterizade porgue on uns Lor-
ne particular do su realizaoeidn, 1o cituda carge os una
rogina intorcarbiadora de cationos que comporitn grupos

sulfdnicos, que he aido soturcdn Ce irmos Mg*t o blen Mgt

y Go**y scends y triturada.
1l. Procodinionto do prcparacién dc corpogicio-
nes onzindticas pare 1 isoncrizacidn de glucosa cn-levu-
losaa
Segﬁn ge desceribe y reivindiea on lo prescnte
nonoria descriptive quo constc do 25 phgins folizdss ¥ og
critos o ndquine por unt pols cart. . ;}

Modrid, & 9 ¢ JUL, 1978
pedy - QQATSERN
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