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M Ó RIA DBSdRIPTIYA

La presente invención há conseguido oomposioio- 

nes a base de glucosa-isomevasa y  la  u tiliz a c ió n  dé la ?  

mismas para la  isomerizáoión de la  glucosa en levhlosa.

5¡ Es muy conocido e l  empleo de la  glucosa^isome—

rasa para la  isomerizaoión dé la  glucosa en levuloáa. En 

general se u t i l iz a  la  glucoSa-isomerasa inmovilizada para 

obtener buenos resaltados in d u stria les y , especialmente 

para poder tra b a ja r en continuo. E sta enzima es producida 

10. por diversos microorganismos. Se la  puede extraer d el o al-* 

do de c u ltiv o  y  p u rifica rla  eventualmente, o bien se pueden 

u t iliz a r  directamente las célu las que la  contienen, separa 

das d e l caldo, lo que es menos costoso.

Se han propuesto diversos métodos para in m óvili-  

15. zar la s  enzimas en general y  la  glu co sa-is orne rasa en-'par­

tic u la r . Se puede re a liz a r  e sta  inm ovilización por absor­

ción sobre soportas minerales* como carbón activo o d iver­

sos carbonatos u óxidos alcalinotérreos. A si, de confor­

midad con la  patente francesa 2 201 341, se absorbe la .g lu -  

20, cosa—isomarasa sobre carbonato magnésico básico. Sin  em—

bargo, este procedimiento solamente se puede aplicar a^la 

glucosa-isomerasa extraoelulari

También se ha propuesto introducir las enzimas o 

las célu las que las contienen, en substancias polímeras 

25. semipermeables, como poliamidas o lo s derivados de la  ce­

lu lo sa, pudiéndose comunicar seguidamente a la s  composi­

ciones obtenidas la  forma de p elícu la s, fib ra s  o partícu­

las (patentes francesas 1  306 640, 2 016 102, 2 169 105).

Astmjawip se ha propuesto in c lu ir  las célu las que
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contienen la  enzima en precipitados en forma de copos de 

p o lie le c tr o lito s  (patente francesa 2 145 486) y  aumentar 

la  resisten oia meoánioa de la s  composiciones obtenidas de 

e sta  manera por medio de la  adición de compuestos minera-* 

lea de magnesio, c a lc io , hierro y  manganeso (patente fran­

cesa 2 295 966).

S i bien estos diversos procedimientos permiten 

obtener composiciones de una actividad enzimática s a tis ­

fa cto ria  o que presenten buena resisten cia  a la  abrasión, 

en cambio no contribuyen en absoluto a alargar e l  período 

de vid a de estas preparaciones, desde e l  punto de v is t a  de 

su actividad enzimática. Generalmente este período de vida  

no Sobrepasa le s  quince días.

Se sabe, por otra parte, que las glucosaisomera­

sas que se u tiliz a n  habitualmente, para dar buenos resu l­

tados exigen la  presencia de iones magnesio y  eventuaímen- 

te  una pequeña cantidad de iones cobalto en e l  jarabe^ de 

glucosa que se ha de isome rizar. Esto exige que e l  jarabe 

de levulosa obtenido sufra un tratamiento de desionización  

mediante intercambiado res de iones, lo  oual incrementa e l  

precio de coste de la  levulosa. /  * *'.

Ahora se ha encontrado que se pueden obtener 

composiciones de gluco sa-isorne rasa in t race lu la r, qué* 

presentan un período de vida aumentado y  que solamente 

necesitan (o no necesitan) una pequeña adición de iones 

magnesio en e l  jarabe da glucosa que se va  a isomerizar y  

ninguna adición de iones cobalto, incluyendo la s célu las  

de microorganismos que contienen gluc osa-isome ras a en pla­

quetas o filamentos de ¿stares de la  celulosa que e n cie -
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rran, como carga, por lo menos un compuesto de magnesio po- 

oo soluble en agua y , eventualmente, un compuesto de co­

balto también poco soluble en agua.

Se entiende por compuesto de magnesio poco so lu -  

5. ble en agua? cualquier compuesto de magnesio cuya solubi­

lidad sea t a l  que libere 1  mg y , a lo  sumo 50 mg de iones 

magnesio por cada l i t r o  de agua.

T?or compuesto de cobalto poco soluble en agua se 

entiende cualquier o empuesto de oobalto cuya solubilidad  

10. sea t a l  que libere de l  a 20? ouando mas, ng de iones co­

balto por litr o  de agua.

los microorganismos cuyas célu las se utilizan, 

en la s composiciones de e s ta  intención, son los que pro- 

ducen una gluoosa-isomerasa cuya acoión enzimátioa se má- 

15. n if ie s ta  en presencia de iones magnesio e iones cobalto;

Sin  lim ita r e sta  l i s t a ,  se puede c it a r  e l  aerobacterlyloa- 

dae, los Arthrobacter, B acilus coagulans, lactobaoilíus^  

b re v is ,  Streptomyoes sp. (echinatus, flavoviren s, aohromo- 

genes, albus, olivaoeus, olivochromogenes, violaceonige.r, 

20. b ík in ien sis, venezuelae, e t c . . . ) ,  Actinoplanes m issburi- 

en sis, e t c . . .  E l  microorganismo preferido para em plearen

la  presente invención es e l  Streptonyoes píiaeochromóganes.
* ** "   ̂ ^ ^ ^

lo s  ésteres de celu losa u tiliza d o s para cons­

t i t u i r  las plaquetas o los filam entos, son oon preferencia  

35* e l  diacetató o una mezcla técn ica de diacetato y  tr ia c e -

ta to , oomo la  que se emplea en la  fabricación  d e l colodión.

Se e lig e  preferiblemente la  carga de magnesio 

entre e l  óxido de magnesio, hidróxido magnésico, fo sfato  

magnésico y  carbobato básico de magnesio o sus mezclas,



por ejemplo, mezclas técnicas oomo e l  hidroxicarbonato 

de magnesio^ Se prefiere como carga e l  fosfato  trib á sico  

de magnesio.

Se e lig e  preferentemente la  carga de cobalto, 

entre los compuestos de cobalto I I ,  como e l  hidróxido 

de cobalto I I ,  carbonato, ortofosfato a oxalato de cobal­

to I I .  Además, d el lastrado de la  preparaoión, estas car­

gas tienen la  misión de adsorber la  enzima y  suministrar 

los iones magnesio y oobalto que necesita.

Asimismo se pueden u t i liz a r  en estas cargas, 

como compuesto insolabio de magnesio (y oobalto ), resinas 

interoambiadoraS de ostiones que contengan grupos s a lfó n i-  

cos saturados de iones Mg** o bien K g^  y  C o ^ , secadas a l  

aire a una temperatura de aproximadamente 503 c y  pulveri­

zadas finalmente para obtener p artícu las in ferio res =a&, 25 

mm de diámetro. Se desoriben ampliamente estas resin as"sal-  

fónicas en la  lite ra tu ra  (Ion exchange Teobnology F.O.-; 

NACHOD. Jack SCHUBEKC Académic Press in  New^ork 1956).

En las composiciones enzimáticaS da esta  inyen- 

ción existen , por consiguiente, c é la la s  de un micr&oxga-' 

nismo qae oontlene la  glucosa-isomerasa, un é ste r c e la ió s i-  

coco y una carga en la s  oantidades que se definen á "conti­

nuación.

la  cantidad de é ste r  oelalósioo empleada en d i­

chas composiciones, expresada mediante e l  porcentaje en 

peso de producto seco respecto a las cálalas secas de mi­

croorganismos, puede v a r ia r  entre e l  25 a l 100 % y  oon 

preferencia alrededor d el 50 %.

La carga, también calculada oomo materia seca,



puede representar d el 5 a l  100 % en peso de cá la la s  secas 

y  con preferencia un 50 % aproximadamente, la  proporción 

r e la tiv a  d el compuesto magnésico y d el compuesto de oo- 

ba3to que forma l a  carga, puede variar, respectivamente, 

d el 50 a l  100 % y  da 0 a l  50 % d el peso de la  carga to ta l.

la s  proporciones máximas de la s  cargas y  d e l  

á ste r  celu lósioo pueden aumentarse más a llá  de los lím ites  

indicados anteriormente, pero evidentemente a expensas de 

la  actividad enzimática d el conjunto obtenido. S i se. u t i l i ­

za, por otra parte, demasiado poco áster, se obtiene un 

producto que presenta muy mala cohesión.

A continuación se definen la s  proporciones de

célu las de microorganismos, á ste r  celu ló sico  y  carga ̂ que
:* i : * ' * i. -*\ ^

interviene en las composiciones enzimáticas preferencia^

le s  de la  invención, la s  proporciones ponderales se r a f ia -

ren a materia seca de los diferentes elementos de las 'com-
. . . .  '<< * 

posiciones enzimáticas:

-  40 a 60 % en peso de célu las de microorganismos*

**20 a 30 % en peso d el á ste r  de la  oelulosa

-  20 a 30 .% en peso de carga que representa e l  3-5Ja

20 % en peso de-un compuesto magnésico y  e l  5 a 10 %'-ponde­

r a l de un compuesto de cobalto.

Se puede lle v a r  a la  p ráctica  e l  procedimiento 

de la  invención ventajosamente, de l a  manera que se indica  

a continuación.

Se separan per centrífugaoión las células del 

substrato que se han desarrollado a expensas d el mismo, 

después de s u fr ir  un tratamiento térmico del que resulta, 

entre otras cosas, una e s te r iliz a c ió n  de la  masa ce lu la r



y  la  destrucción da cierbas enzimas indeseables (como las  

proteasas) que sen menos resisten tes a l  calor que la  g lu -  

cesa-isomerasa. Seguidamente se seca e l  caldo obtenido 

hasta que alcance un contenido de materia seca d el 20 a l  

93 % (preferentemente alrededor d el 30 %).

Se mezcla intimamente e l  caldo resaltante con la  

caiga de compuesto magnésico y, a ve ni Raím ente, del compues­

to  de cobalto, siendo la  proporción de esta  caiga t o ta l  del 

5 a l  100 % d el peso t o t a l  de la s  cá la la s  y  preferentemente 

e l  50 %.

Se adioiona a la  mezcla obtenida de e sta  manera, 

e l  áster de oelalosa (por ejemplo, la  mezcla táonioa de 

d i -  y  t r i  acetato mencionada antes) , a razón d el 25 a l  100 % 

(con'pieferancia e l  50 % aproximadamente) d e l peso do'oálay- 

las secas y  en forma de so l a l  5 -  20 % (preferiblemente a l­

rededor del 10 %) en un disolvente misoible en agua, 

fe  re ntemente acetona.

Se añade a l  caldo obtenido que contiene el^ áster  

de celulosa, una mezcla de agua y  disolvente, parecida^a la  

que se emplea para formar e l  s o l d el á ste r  de celaldsá^ a 

f in  de comunicar a la  mezcla f in a l  la  consistencia adecuada 

para darle la  forma con la  que se pretende e m p l e a r . c a n t i ­

dad de disolvente que se sabe añadir puede ser de 1  a 10 

veces e l  peso de las cálu las empleadas.

La oantidad de agua que se mezcla previamente 

con e l  disolvente debe s e r  de manera que, teniendo en cuen­

t a  la  humedad de las c á la la s , e l  agua contenida en la  mes­

óla f in a l  repjpesenia de 0,6 a 8 veces (con p:pefeienoia unas 

3 veces) e l  pese d e l áster de celu losa u tilizad o , siendo
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también conveniente que la  relación  ponderal f in a l  agua/&i- 

solvente sea in fe r io r  a 0,2.

Ibtos lím ites de las proporciones rela tiva s de 

agua, disolvente y  á ste r de celu losa condicionan la s p ro -  

5. piedades del producto f in a l  : así con un defecto de agua 

la  porosidad de la  estructura obtenida es d éb il, siendo 

por tanto las oapacidades de intercambio malas, por otra  

parte, con un exceso de agua (o una cantidad de diso Iven?- 

te  no su fioien te) la  f a l t a  cohesión a l  producto f in a l  o 

10. retiene mal la  enzima.

E l orden para e l  empleo de los elementos no as 

necesariamente e l  que se aóaba de indicar, sino que pueda 

modificarse para una mayor comodidad de la  fabricación.

Es preferible que la s  célu las sufran un H^egp 

15. tratamiento con glutaraidehido en e l  caso, bastante fre<? 

ouente, de que e l  modo de preparación de la s  cé lu la s  ̂ ue  

contienen la  enzima dé lugar a paredes de célu las quS\dé- 

#an que la  enzima difunda intensamente (según las oondicio- 

nas d e l cu ltivo  de los microorganismos, su tratamiento ^ á r -  

0̂ . mió o o su separaoión). Se puede lle v a r  a oabo este t r a ta -

miento a l f in a l  d el ou ltivo o bien sobre e l  oaldo celu lar,. .  . . . . . .  .

preferentemente con e l  á ste r de celu lo sa pero antes^de^in­

trodu cir la  carga (que entonces se ha de introducir en ú l­

timo lugar), c bien finalm ente, como se verá más adelante.

25* después de haber dado forma a l a  mezcla. En e l  caso de que 

se efectúe e l  tratamiento con glutar^dahido,sobre las c é -  

lu la s  o sobre e l  oáldo de la s  célu las y  e l  áster, se u t i l i ­

za d el 0 ,5  a l  6 % (oon preferencia un 3 % aproximadamente) 

de glutaraidehido respecto a l  peso de oélulas secas. La mez-
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c ía  con glutaraldehido debe se r  preferiblemente íntima y  

se deja que reaccione durante 10 minutos a 1  hora, entre 

10 y  30* C¡.

finalmente, puede homogeneizarse la  pasta f l u i -  

5. da obtenida, por ejemplo, mediante un agitador de h élice  

o turbina, conteniendo aquélla las cé lu la s, la  caiga, e l  

é ste r  de oelulosa, agua, disolvente y  eventualmente g lu ta -

raldehldo. . ................

Entonces se puede extender esta  pasta en oapa 

10. fin a  ( l  a 3 mm de espesor) y  d eja rla  secar a l aire a una 

temperatura de 15 a 303 c . Una vez que ha transcurrido  

aproximadamení;e una hora, cuando todavía no es quebradiza, 

se puede cortar en pequeños elementos de algunos milímetros 

de lado. Se prosigue e l  secado, después de d esp egar'lá 'p as-  

15. ta , pero evitando alcanzar la  fase quebradiza. '

En este estado de la  preparación, s i  se desea,
. . .  .  .  t, , V

se puede r e a liz a r  e l  tratamiento oon glutaraldehido, hume­

deciéndolo en una solución acuosa de este cuerpo.

Entonces se puede u t i liz a r  e l  producto obtenido 

20. para ísom erizar las soluciones de glucosa.  ̂  ̂ /

La fabricación de plaquetas de. áste r de o'elulosa, 

cargado d el compuesto magnésioo y  de cobalto y  que ^clártiene 

la  glucosa-isomerasa en forma in tra ca lu la r como la  que se 

ha descrito antes, oonstituya una forma preferida de la  

25. invención^ Pero es posible dar forma a l a  pasta obtenida

por cualquier otro medio conocido, concretamente por extru­

sión  s i  se desea obtener filam entos en vez de plaquetas, ^n 

tes de proceder a un eventual Secado de la  masa de f i l a ­

mentos, se coagula su superficie inmediatamente después de
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la  extrusión, por medio de una co n te n ta  de aire calien te  

o por inmersión en agua durante algunos minutos. Pueden con­

serrarse las plaquetas y  filamentos en estado seoo o bien  

suspendidos en un liquido que, con preferencia, es agua con 

un an tiséptico adecuado (por ejemplo fpanol).

la s  plaquetas y  filam entos de la  invención pre­

sentan numerosas ventajas, especialmente para su empleo en 

oontinuo en una columna.

la  estabilid ad  mecánica es muy buena, hasta a l  

10. término de un periodo muy largo de su u tiliza c ió n , l a  pér­

dida de carga, ouando pasa la  solución que se. ha de isome- 

riza r  a través de la  columna, es muy pequeña y  es estable  

con e l  tiempo.
.........  * ' ^

l a  vida de estas preparaciones es muy larga ,̂ <La

15. semiactividad o tiempo a l término d e l cual la  preparación

posee la  mitad de su. actividad, excede fácilmente las^

1000 horas. Además, e l  descenso de su actividad tiene*Ipgar

progresiva y  regularmente. . ... .

la  velocidad medía de producción de levulosaApor

20. unidad de peso es elevada. ............  % ^

No es necesario añadir iones magnesio y  cobalto
. . .  ^

en forma de sales solubles a laS soluciones que se vi& ta  

isomerizar, ya que son su fioien tes e l  magnesio y  cobalto  

de -la  oarga para a ctiva r la  enzima. Sin embargo, en o ie r -  

25. to s  casos es posible añadir hasta 10 mg de iones magnesio

por ILtro de solución a las soluciones que se han de isom ei- 

zar. Como quiera que sea, la  cantidad de iones magnesio en 

e l  jarabe de levu lcsa obtenido no sobrepasa los 10 mg/ 1  lo  

eual es totalmente aceptable desde e l  punto de v is ta  alimen-



tio io . En cuanto a l contenido de cobalto, no excede de 1  

mg/ l i t i o .  Estas pequeñas cantidades de iones magnesio y  

cobalto, por consiguiente, no necesitan largas y  costosas 

operaciones de purificación, estando, por otra parte, 

exento de impurezas e l  jarabe isomerizado.

Se pueden emplear las preparaciones de la  in -  

vención para isomerizar la  glucosa del modo que se seña-* 

la  seguidamente;

Se colocan los elementos de la s  preparaciones

enzimátioas, plaquetas o filamentos muy oortos, en un

cilind ro v e r tic a l,  por ejemplo de vid rio , rodeado de una

envoltura recorrida por una corriente de agua que permite

mantener la  temperatura da 50 a 753 C (con preferencia 60S

C aproximadamente). Se alimenta este cilin d ro , prefereáte#-

rnente desde arriba, con una solución acuosa de glucobá que 
..  ̂ ' 
tien e una concentración máxima d el 60 % en peso (p r e fe r í-

blemente alrededor d el 45 %), encontrándose sumergida l a  

preparación enzimátioa en e l  líquido. Se aju sta previamen­

te  e l  pH de e sta  solución alim enticia a 8*9 (con preferen­

c ia  8,5  aproximadamente), verbigracia con sosa. Es venta­

joso regular e l  caudal de la  alimentación para mantener 

un coeficien te de transformación de la  glucosa que "sea oons 

tante a lo largo de la  operación. Para una buena rentabi­

lidad de la  operación, dicho coeficien te es generalmente 

del orden d e l 40 a l 50 % (preferentemente d el 42 % aproxi­

mado). Por consiguiente, debe reducirse de modo progresivo 

e l  caudal de alimentación a medida que va disminuyendo la  

actividad de la  preparación.

Como se ha mencionado anteriormente, es in ú t il
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adicionar iones cobalto a la  solución, de glucosa-.aliman?- ' 

t l c i a  y  np es indispeiisable aSadir iones magnesio, pero 

puede considerarse deseable una adición que alcance 10 

mg por litr o  da solución. La solución salien te oontiene 

5, en general de 2 a 10 m g/litro de iones magnésicos y  e l

contenido de iones oobaltó se sobrepasa nunca 1  m g/litro.

Ya no as necesario reaju star e l  pH durante e l  

curso de l a  operación. E l  pH de la  solución salien te es  

del orden de 7 ,5 .

10. No se observa l a  aparioión da ninguna coloración

anormal en las soluciones sa lie n te s  isomerizadas, exoepto 

en las primeras horas d el proceso. A f i n  de impedir esto, 

durante las primeras horas, se puede aumentar e l  caudal 

de alimentación de la  solución de glucosa, de forma* que'

15. se lave la  columna. E l aumento de la  coloración de ia"so­

lución entre la  entrada y  la  sa lid a  del reactor permanece, 

en una marcha normal, in fe rio r  a 20 APHA. (NORMA ASTM 

1209-^4).

En los ejemplos siguientes la  levulosa formada 

20. se valora por medio de un método colorim étrico opn^&átro- 

na, refiriéndose a soluciones de t ít u lo  conocido. &&AIr 

HOOL y  EBEINBERG- A n alytical Biochemistry, 50 , p 3^7^343 

(1972)] .

Las actividades enzimáticos, expresadas en U/  ̂

25. representan e l  námero de mío romo le s  de levulosa formados 

en 1 minuto a pH 7 ,5  y a  60SC.

EJEMPLO 1 .

Se u t i liz a  un caldo d el 16 % de materia seoa 

procedente de la  oentrifugaoión de una cuba do producción
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del Streptonyoes phaeochromogonaa. La actividad de las  

célu las es de 150 U por gramo de materia saca. Se c o lo -  

oa este caldo en caía esto fa  ventilada a 35-403 C y  se 

d e j a a U Í  hasta obtener ana pasta con un 30 % de materia 

seca. Se mezolan 52 g de esta  pasta oon 1 ,1  g de h id ro x i-  

oarbonato de maghesio. Se avaden a l a  mesóla 69 om3 de 

ana solución aoetóníca de celulosa de 100 g / litr o . Se adi­

cionan 60 cm.3 de acetona y  se homogeneiza todo c e n i a  ayu­

da de un agitador a h ólice (11  000 revoluciones/mtin) da* 

10Ü rante algunos minutos. Se extiende e l  caldo sobre la s  p ía*  

oas de vid rio  de manera que forme una capa de 2 a 3 mm 

de espesor oon l a  ayuda de un aparato para ía  preparaoión 

de plaoas do cromatografía en capa fin a . So dejan saoap 

la s  plaoas a l aire durante 2 horas y  despuás so oorba'la  

15. preparación en plaquetas de 3 a 5 mm de lado. Se despegan 

estas plaquetas y  se continúa e l  secado hasta un contenido 

d el 80 a l 90 % de m atera seca. Se obtiene la  oomposición 

enzimátioa siguiente: (los % se expresan en poso de mate­

ria  seca). . . . .

30. -  66 % de oólulas de miojcoorganiamos '-L-**

' -  4 7̂% de hidroxioarbonáto magnásico

-  29,3% de acetato de celu losa _ ^

La medida de la  actividad de estas plaquetas 

da 52 U/^ que corresponde a un rendimiento de f ija c ió n  

25. próximo a l 5 0 %̂

Se caigan 25 g  de. la  composición e^ im átioa  

obtenida de esta manera, en un cilin d ro  v e r tic a l de 

vidrio de 25 mm de diámetro, provisto de una envoltura 

doble por la  cual circu la  agua a 60* )̂1PC. Se ¿limenta e l
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cilindro preparado así, con una Solución do glucosa de 

450 g/litro., encontrándose sumergida la  composición en- 

zimática en la  solución. Se ajusta e l  pH de la  solución 

de glucosa hasta 8,5-8,7  con la  ayuda de sosa. Se regula 

5. e l  caudal alimenticio de forma que se mantenga un coe- . 

fic ien te  de transformación constante del 42 %. Por con­

siguiente, debo reducirse progresivamente e l  caudal duran­

te la  operación. Al principio este caudal es de 65 cm^/hora. 

Al término de 900 horas ha disminuido hasta la  mitad y se re 

10. Ruca a la  cuarta parto cuando han transcurrido 2200 horas.

S i se para la  operación en este instante, se va­

lora la  producción media de levulosa en 4S0 kg de la  com­

posición ensimátioa empleada.

E l contenido de iones magnesio en la  soludidn*

15- saliente varía, en e l  curso de la  operación, entre l & y  

2 mg/1.

E l pH de la  solución saliente es próximo a *7-̂ 5 .

la  estabilidad mecánica de la  composición^0

se modifica y la  pérdida de caiga sigue in fe rio r a

20. de agua por metro. % ^

EJEMPLO 2 Ü!, . . .  . . . .

Se prepara una composición enzimática coaiojse ha 

descrito en e l  ejemplo 1, exceptuando que so reemplaza e l 

hidroxicarbonato do magnosio por 2,2 g do fosfato tribásico 

25. de magnesio pMgg (P O ^ , 8Hg0j, y que lás células u t i l i ­

zadas presentaban una actividad onzimética por unidad do 

poso do materia soca doblo que la  do las células dol ojom- 

plo 1. La composición enzimática obtenida es la  siguiente; 

(los % están expresados en peso de materia seca)
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10.

3$ +

20.

25.

-  63 % do oólulas do microorganismos

^ 9 % de fo sfato  magnésico tribásioo

-  28 % do acetato de oelalosa

. . So u t i l iz a  la  oomposioiÓn t a l  como se ha deaoxtto 

on e l  ejemplo 1. E l o a u d a l.in ic ia l os de 65 om^/bora. Uta-* 

adsHHyo hasta la  mitad ¿1 tópaino do 1300 horas y  se reduoe 

a la  onarta parto cuando han transcurrido 1700 horas. E l  

ooeficiento do iones magnésicos en la  solución saliente  

os dol mismo orden que en o l  ejemplo anterior.

TMEMPm 1

Se prepara una composición enzimátioa o orno se 

ha descrito  en o l  ejemplo 1 , con la  excepoión de que se 

u t iliz a  como oarga 1 , 1  g de hidroxioarbonato magnésico 

y  1 , 1  g  do carbonato do cobalto I I  (OoCO^). So obtiene" 

la  siguiente composición enzimética : ( los % so expresan 

en peso do materia seca)

*  63 % de células do microorganismos - ^

?* 4-̂ 5 % do hidroxioarbonato magnásioo "t-"

4-̂ 5 % do oarbonato de oobalto H  

28 % de acetato de oelulosa. ^

So u t il iz a  la  oomposioiÓn del modo dosoritoren 

o l ejemplo 1 . El caudal in ic ia l  es do 75 om3/hora.^0uhn  ̂

do han transcurrido 1000 horas ha disminuido la  mitad ... 

y  se reduce a la  cuarta parte a l  término de 2250 horas.

E l contenido de * iones magnesio en la  solución  

salien te va ria, durante la  operación, entre 9 y  2 mg/1.

E l contenido de iones oobalto permanece in fe r io r  a 0,9  mg/l.

n§n.Q-..A ., . . .

Se prepara, para comparación unas plaquetas
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d e l modo desoxido e n e i  ejemplo 1^ a p a r tir  d e l mismo o a lr  

do, pero sin  aSadir ninguna canga.

Se caigan la s  plaquetas terminadas en u¿ reac­

t o r  tubular. Las plaquetas se- agrupan mal* pues tienden  

5. a f lo t a r  en la  solución azucarada. La solución alim enticia  

no Contiene magnesio. Se debe aju star e l  pE de la  solu­

ción alim enticia a 9*9,3, para asegurar a la  salid.a un 

pE 7 , 5 * ?or esta  razón, la  solución salien te es un pcoo_ 

coloreada. A f i n  de obtener un co e ficien te de oomfpiaión 

10. d e l 42 %, debe lim itarse e l  caudal i n ic ia l  a 30 cm^Aora 

para una solución de glucosa de 450 g / litr o . E l oaudal 

es in fe r io r  a 15 am3/4).ora despuós de 100 horas de marcha. 

EJEMPLO 4  .

Se prepara una composición e n s i^ t ic a  oomJ..^s- 

15. cribe e l  ejemplo ;1, exceptuando que se reemplaza e l  M d ro -  

xioarbonato magnésico por 2,2 g  de fo sfato  magnésico' t r i ­

básico EMg (̂B0 )̂ sySE^OÜ y  1 , 1  g de oarbonato de cob ayo  

I I  (CoCO^), y  que la s  oéHulas u tiliza d a s presenbabá¿' 

una actividad enzimática por unidad de pese de m ateria  

20. seca dos veces mayor que la  de las célu las d el ejemplo-?

i .  ................. . .... ...............  ' . M

La composición enzimática obtenida es la  " S f  

guíente : ( lo s % estén expresados en peso da materia 

seca)

25. -  60,5  % de oálulas de microorganismos

-  8,5  % de fo sfa to  magnésico trib ásico

-  4 ,2  % de carbonato de cobalto I I  

26,8  % de acetato de celu losa.

Se u t i liz a  l a  composición, t a l  oomo se ha d o s-
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c r ito  en e l  ejemplo 1 . E l caudal i n ic ia l  es da 65 cm^/hora. 

Disminuye a la  mitad ^ té rm in o  dé 1500 hoyas y  se reduce 

a la  ou.aita parte ouando han transcurrido 1900 h o w .

Las proporcionas de magnesio y  oobalto en la  

5  ̂ solución salien te  son d el mismo orden que en e l  ejemplo 3.

M MEAP.-á

Se humedeoen 25 g  de plaquetas da composición 

enzimátioa, preparadas d el modo que se describe en e l  ejan&- 

plo 1 ,  en un volumen de agua su ficien te para sumergirlas 

10. y  que oontenga 0 ,5  g de glutaraldehido. Se deja en contao- 

to  durante 30 minutos a 20^0.

Seguidamente se secan la s  plaquetas y  se u t i l i ­

za la  composición tratada así para una operación de i s o -  

merLzación de glucosa! ejecutada en la s  mismas condioia**

15. nes que en e l  ejemplo 1. E l caudal in ic ia l  es de 45 om3/ho<- 

ra. Desoiende hasta la  mitad a l  término de 1500 horas."

Las proporciones de magnesio y  cobalto en la  _ 

solución salien te son del mismo orden que en e l  ejemplo 3 .

20.  En una ouba de producoión d el Streptomyoes ̂ á e o -

chromogenes, hacia e l  f in a l  de la  producción, se adiciona
...  ̂  ̂

glutaraldehido a razón de 6 g  para 100 g de materia *se<ya.

Se deja en contacto durante 1  hora, a pH 7 ,5  y  a 25* 0

Se centrifugan la s  cé lu la s y  después se tra tan  

25. como se describe en e l  ejemplo i .  E l oaudal i n ic ia l  es

de 77 om3/hora. Disminuye hasta la  mitad cuando han trans­

currido 110Ó horas_y se reduce a la  cuayta parte a l té r ­

mino de 1600 horas.

Las proporciones de magnesio y  cobalto de la
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solución salien te son d el mismo orden que en los ejemplos 

precedentes.

ENSAYO B. ...... ..

Se prepara una composición enzimátioa de la  ma-* 

5l ñera d escrita  en e l  ejemplo 1  , pero sin  adicionar oarga 

e introduciendo 0 t 5 g  de glutaraldehido (en_ forma de so** 

lución acuosa oocsroial a l  25 % ), a l mismo tiempo que 

se mezcla la  solución de acetato de celulosa a l  caldo de 

la s  c á la la s. Se u tiliz a n  25 _g de l a  composición obtenida 

10. para isomerizar, en e l  mismo cilindro-que e l  d el ejemplo 1 ,  

una solución de glucosa de 450 g / litr o  a la  que. se aSade 

1,23 g / lit r o  de [Mg SÔ .) 7H2pH¡ Se obseva o ierta  difi-^  

cuitad para cargar e l  tubo y  asegurar l a  buena o ircu la^  

ción de la  solución* pues la s  plaquetas tienden a f í o r l  

15 . ta r . . . .  _ _ /

E l oaudal in ic ia l  es de 48 om^/kora. Dismi^ír 

ye la  mitad ouandc han transourcido 1500 horas y  se re^ 

duce a la  cuarta-parte a l  tórmino de 23OO horas. "

Se valora l a  producción de levulosa en 560'dcg 

20. por kg de composición. Bero la  proporción de iones snági 

nesio en la  solución salien te es de 100 mg/l, por ío*-*q̂ e 

se n ecesita p u rifica r  e sta  solución mediante in te r c a ^  

biadores de iones.

EJEMPLO 7

25* Operando como se describe en e l  ejemplo 1* se

prepara un oaldo de oálulas del 30 % de materia seoa cû < 

ya actividad sea de 250 u/g. Se mezolan 100 g, de este  

oaldo con 13 g de [Mg^(P0^) g* 8Hg03  , 125 om.3 de una . 

solución de acetato de oelulosa de 100 g / l it r o  y  60 cm-3
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de aoetona. Se homogeneiza e l  caldo obtenido y  se introduce 

en e l  oilindro de wia je ^ jig a  ( bomba para lu b rifica ció n  ) 

provista de un orM ioio de 2 mm de diámetro. la  rosca? 

obtenida de esta manera, por extrusión? va a parar a un 

5  ̂ reoipiente que oontiené 2 31tro s de agua a 35  ̂ C. los pro­

ductos oxt rugí onados se de j  an dos minutos en e l  agua? _ se 

dejan esourrir y  se secan en estu fa  ventilada a 353 0. 

Cuando pasan a ser quebradizos, lo  cual tiene lugar ouan- 

do e l  contenido de materia seca es d e l 85*30 %? se t r i r  

10  ̂ tm?an groseramente para obtener baston cillos de 3 a 8 mm

de longitud y  cuya oomposioión es la  siguiente ! ( los  

% se expresan en peso de materia seca ),

-  54 % de oólulas de microorganismos 

** 23,5 % de tr ifo s fa to  magnésico básico 

15 -  22, 5 % da acetato do celulosa.

Un ensayo de actividad demuestra que presentan 

una actividad de 85 U/g, correspondiendo a un rendimiento 

de fija c ió n  del 7 0 %; ............

Se introducen 25 g de estos baston cillos ^en un 

20̂  tubo de ensayo de duración y  con un oaudal in ic ia l  Üda "120 

cm^Aora de solución de glucosa de 450 g / l ,  no contenían?-' 

do magnesio? permite, obtener un coeficien te de conversión 

a levulosa del 4^ .  Después de 600 horas de trabajo, e l  

oaudal es todavía de 60 on^Acra.

25¡¡ Finalmente se observa que la  producción g lo ­

b a l es de 5 25 kg de levulosa por kg de baston cillos em­

pleados? a la  velocidad media de 15 kg a l  d ia.

T̂EMPLO 8

Se prepara una oomposioión enzimática oomo
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se describe en e l  ejemplo 7 , exoepbuandc que se emplean 

como carga 10 g do_ L 8Ĥ 0 3 y  3 g de carbonato

de cobalto (CoCOg). lo s  productos extrusionados que se 

obtienen y  que poseen un contenido de materia seca d e l " 

85-90  %, se trituraa_para obtener basto n cillo s de 1  a 8 

mm de longitud, que presentan la  siguiente composición :

( los % se expresan en peso de materia seca),

-  54 % de célu las de microorganismos

-  18 ,1  % de fo sfato  magnésico trib á sico

10. -  5 ,4  % de oa3rbonato de oobalbo

-  22,5 % de acetato de celulosa.

En un ensayo de actividad se demuestra que pre­

sentan una actividad de 100 U/g, que corresponde a un ren­

dimiento de f ija c ió n  del 90 %.

15. Se cargan 25 g de estos productos extMisiona­

dos en un tubo de ensayo de duraoión y  se alimenta eate 

tubo con 120 om^/hora de una solución de glucosa de 450 

g / l  que no contiene iones oobalbo y  que contiene 10 ng/kg

de soluciones de iones magnósioos en forma de fosfato *:
 ̂ . .................  .  -** * .   ̂ -

20.. e l  co eficien te de transformación es d el 42%. Después, de

95D horas de marcha, todavía se tien e un ooeficiante, de 

transformación d e l 42 % para un oaudal de 60 cm^/^Óí^. En t a l  

caso, la  producción global es de 865 kg de levuloSa por 

kg de baston cillos empleados, a la  velocidad media de 14 

25. k g / lia ,  s i  se para la  producción cuando se alcanza e l  25.% 

d e l oaudal in ic ia l ,  manteniéndose e l  coeficien te de trans­

formación en un 42 %. La valoración de los iones metá­

lic o s  d e l jarabe efluente señala un contenido de iones 

magnesio de 10 mg/L de solución isomerizada y  0,8 mg/l



\J1

de iones cobalto do la  misma solución isomerizada.

EJEMPLO 9

Se prepara la  misma composición onzimática, co­

mo la  descrita en ol ejemplo 8, poro sin adicionar ol com­

puesto de cobalto.

So isomoriza una solución de gluoosa con la  

ayuda do §3 g do productos oxtrusionados y operando en 

las condiciones descritas en ol ojomplo 8. El caudal in i 

c ia l os do 115 cm-3/hora.
"'J ^

10 . -  Después do 600 horas do trabajo so tiene un

cooficionto do transformación del 42% para un caudal do 

58 cm-3/hora,

-  So alcanza ol 25% dol caudal in ic ia l , man­

teniendo el coeficiente do transformación ol 42%, dos-

15. pues do 1 300 horas'. - '

-  La producción global os do 620 Kg do lovulo-

sa por Kg do bastoncillos empleados, a la  velocidad mo­

dín do 9 Kg/dia. "

-  21 -
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5.

10.

15 .

20.

25.

REIVINDICACIONES

Descrito el objeto dol prosonto' invento! so de­

claren nuevas y do propia invención.las siguiontos reivin­

dicaciones.

1 .  I^ocodimionto do proparacien de composiciones 

enzimatioas para la  isomorización do la  glucosa on leva- 

lo sa , quo comprondon plaquotas o filamontos do éstor do ce 

lu losa on las  que so incluyen celulosas do un microorga­

nismo quo contieno glucosa-isomcrasa capaz do isomorizar 

la  glucosa en levulosa, caracterizado porquo para-su rea­

lizació n  so soparan las  células do lo s  microorganismos dol 

substrato a exponsas del cual so han desarrollado,, se do-

sea ol caldo obtenido hasta un contenido on materia soca 

dol 20 a l 95% so mezcla e l caldo desocado con un 5 a l 

on relación con el poso do la s  cé lu las, de una carga'quo 

comprendo un compuesto magnésico poco soluble y ovcntual- 

monto un compuesto do cobalto poco soluble; a la  compo­

sición resultante se añado ol éstor celulósico, a'rasen 

dol 25 a 100%y dol poso do las  cédulas on forma do sol 

dol 5 a l 20%, on un disolvento misciblo on agua, adicio­

nándose una cantidad do disolvente igual a 1 - 1 0  voces 

e l poso do las células socas y una cantidad do agua ta l 

quo la  composición fin a l contonga una proporción do agua 

quo roprosonto 0,6 a 8 voces ol poso dol éstor ao dolulo- 

sa, siondo la  rolaoión ponderal f in a l agua/disolvento in­

fe r io r  a 0,2, so da forma a la  mezcla obtonida y so sooa 

Gvontualmonto,

2. Procedimiento de conformidad con la  reivin­

dicación 1 , caracterizado porquo on una forga proforonto
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do su. roalizaoión so soparen la s  células do los mioroor- 

ganisnos dol substrato a oxponsas dol cual so han desamo 

liad o , se dosooa ol caldo obtenido hasta un contenido en 

materia soca de alrodclor dol 30%; so nozcla e l caldo do- 

5* socado con aproximadamente ol 50% on rolación con el poso 

do las células; do una carga que comprendo dol 50 a l 100% 

do un conpuosto magnésico poco soluble y 0 e l 50% do un 

coopuosto de cobalto poco solublo; a la  composición re­

sultante so añado ol óstor oolulósioo, a razón dol 50%

10. dol poso de células socasi on forma de sol dol 5 al,Í0% 

on un disolvontc a iscib le  on agua; mós concretamente ace­

tona; adicionándose una cantidad do disolvonto igual a 

1 - 1 0  voces e l poso do la s  células socas y una cantidad 

do agua ta l quo la  composición fin a l contenga una propor- 

15.. ción do agua quo roprosontc unas 3 voces; d  poso dol és- 

ter do celulosa; siendo la  relación ponderal f in a l agua/ 

disolvonto in ferior a 0;2; so da forma a la  mozcle obtoni- 

da y so soca lontamcnto la  composición la  conformada.a una 

tomporatura do 15 a 303(3.

20 . 3. Procodimionto do conformidad con la  reivin­

dicación 1; caracterizado porque so somoto a les células 

a un tratamiento con glutaraldohido; bion a l iórmino do 

su producción o bion on ol sono dol caldo de células y 

do éstor oolulósioo; entes do añadir la  carga; o bion en 

25. la  composición conformada y soca.

4. Procedimiento de conformidad con las reivin­

dicaciones 1  a 3 ? caracterizado porque la  conformación do 

la  composición so v e r ifica  por oxtonsión sobro una placa 

on capa do 1 a 3 mm do espesor; socado parcial, cortado
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on plaquetas y complomontado de socado.

-5* Procodi.-ionto do conformidad con las reivin­

dicaciones 1 a 3, caracterizado on una variante dol mismo 

porque la  conformación de la  composición so v e r ifica  mo-

5. diento oxtrusion$ coagulación do la  suporficio do los f i ­

lamentos oxtrusionados por medio do aire caliento o por 

inmersión on agua y posterior socado.

6. Procedimiento de conformidad con la  reivin­

dicación 1 , caracterizado en su realización porque los óg.

10. toros do oolulosa quo constituyen las  plaquotas o^fiiamon 

tos on quo so incluyo ol microorganismo, oon diacofato 

de celulosa o una mezcla técnica do diacotatc y triacotato 

do celulosa.

7 . Procedimiento do conformidad con la  roivin- 

15. dicación 1 ,  caracterizado on su roalización porquo los

ocluías quo contienen la  glucosa-isomcrasa, capaz de-iso­

norizar la  glucosa.on 1 ovulose, son células do microor­

ganismos ologidos ontro ol Aorobactor oloacae, Artbro-bao- 

tor, Bacillus coagulans, Lactobacilíus brovis, Stróptomy- 

20. eos sp. (phaoochromogonos, ochinatus, flavovirons) arehro 

régenos, albus, oliváceas, olivochronogonos, violacoioni- 

-ger, bikinionsis , vonozuólas) y Actineplanos missourionsis 

- 8. Procedimiento do conformidad con la  reivindi­

cación 1 , caracterizado on su roalización porquo ol com- 

25 . puosto do nagnosio pooo solublo on agua, que participa co 

no carga en la  composición dol caldo dosocado so oligo en 

tro ol óxido do magnesio, fosfato magnésico, ol carbonato 

básico do magnesio y sus mezclas.

9 . Procodimionto do conformidad con la  r e iv in -
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dicacien 1 , caracterizado porque ol compuesto do cobalto 

poco soluble en agua, que asi mismo participa cono carga 

on la  composición del cabio desocado so oligo entro ol 

hidróxido do cobalto I I , carbonato do cobalto I I , orto- 

5*. fosfato do cobalto I I  o e l oxalato do cobalto I I .

10 . Procedimiento de confornidad con una do las 

reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque on una fo r­

ma particular do su realización, la  citada carga os una 

rosina intorcanbiadora do cationes que comporta grupos

10. sulfónlcos, que ha. sido saturada do iones o "bien Ms** 

y  Co**  ̂ socada y triturada. . ' _"

11 . Procedimiento do preparación de composicio­

nes enzinóticas para la  isonorización do glucosa en lovu- 

losa*

15, Según so describo y reivindica on la  presento

' monoria doscriptiva quo consta do 25 páginas foliadas y es 

critas a máquina por una sola cara. -

Madrid t a 2  6 JUL
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