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FURDACTWTO Y TECNICA ARTERIOR

La glucosa—isbmcrasa ¢s una enzima quc puede eunle
arse pora catalimar la conversidn de glucosa (Cextrosa) en
fructosa {levulosa), ¥s sabido que la glucosa~-isonerasa -
puede yroducirsc por Termentacidn de cicrtos organisuos, ta

les como Streatomyces Llavevirens, Strentomyces echinatur,

!

Streatounvees achromorenus, Strentonyees albus, Strentonyces!

olivoceus, Dacilius coagulans y similares, en medios nl-——-

T3/5917. Las 7patentes de Ustados Ualcos arriba mescionndas,

-

trientes apropiados. La glucosa~isomerasa sc forma denﬂf&
de Low células bacterinnas que se desarrollan duranto St -
produccidn, Las células pueden ser sceparadas por filtraglén
de la cerveza on fernmeutacidn, y pueden ser utilizadas di--
rectamente cowo fuente de glucoso-isonmerasa. Sin emhargo; -
el uso comereiazl directo de tales células bactefianas‘qﬁe -
contienen enzima, se ha visto estorbado por una desvéutaja
principal. Las células perdian su actividad enzimdtica cu-
rante el uso y, por lo tanto, se reducia la vida dtil de -
las células,. Esta desventaja fue superada megia te el trata
miento de las cédlulas hacterianas coun aldehido glutdrico, -

cono se¢ deseribe en la patente de Istados Unidos 3.779,869,

Téonicas adicionales para la inaovilizacidn de la actividad
enzizdtica en las células bacterianas, asi como para la for

.2 ~

macion de agregados de tales eélulas bacterianas que contie
nen enzima, se descerilt:en por ejemplo, en la patenle ce Ista
dos Unidos 3.821.086 y en sus reeciciones, patentes de ista

dos Unicos 29.130 y 29.136, y en la paténte sudafricaua -

se recficren al uso de cicrtos agentes de floculacidn poli-
electroliticos, auidaicos y catidnicos. La patente sudafri-

cana describe diversas combinaciones de aglutinantes, agen-—
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|_tes reforzantes y agentes e reticnlacidn. Aungue 1as técJé
nicas arriba mencionndas proporcionshan arsrezedos de célu—;
las bacterianas quc 00uservuhqu sereraluente su actividng !
enzindtica durante el uso, existia todavia la necesicod de!
auentay la durcza de los agregados, de tal aonera e nu-
dieran ser utilizados co:iercial..cnte eb lechos de reacto--

res de profundidad creciecnte, Lo patente de Lstados Unddos

3,035,469 describe la adicidn de ciertos compucstos netdli
cos, en coisbinceidn con agentes floculantes polielectioli-
ticos, para mejorar lo dwreza, Si. eabargoe, esta téenica -

ticne nno utilidad licitada.

RESILUST s LA TEWLICTLH

De acuerdo con la presente inveneidn, sc creca un
bacterianas, que tiene una cureza mejorada. uste procedi--
miento iuplica el emplco de un pfoduclo‘de reaccidn rbticL
lante de dcido glutdrico y/o halogeruro ciaumtrico y wit po-
limero vurticular de eplhalohidrina-polinmainn, ln portic:
lar, esto Lnvepoldn se yellore o wn procoditdento paro pro
Aol un agregio de odlnlog baotorkoans que ovaprende pos
ner en contacto una masa de células hacteriansg con un pro
ducto de reacecidan retic&lante_ﬁc (1) un material seleccio-
nado de la clasc que consiste en aldeunido zlutdrico, halo—
genuro ciandrico y coubincciones de los wismos, y (&) un -
poliuero catidnico, soluble en agia, obtenido por polimeri
zacidn de una epihalohicrine con una aleonilenpolianing -
que tiene 1o féraula Rlnzﬁfﬁﬂn, donde It es ua alcohileno -

b~

inferior que ticune de 2 o aproximadicicnte 6 dto.os do ear-

hong, ¥ n] ¥ I, son ondd ano e ellos, un leohdlo inferlor

de 1 o aproxinadamente 6 dtoaws de carbono, uiendo la relp

-y
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te 0,00:1 a aproximadaucute 2,7:1, comprendiondo dicha po-
limcrizéciéu hocer reaccionar con la alcohilennolianing de
anroximzdonente 50 a anroximedamente 907 de la cantidad de
epibalohicrina que ha de ser polimerizada, permitiendo cue
la reaceidn continue hasta que el medio de reaccidn alcaii-
ce une viscosicad sustancialmente uniforme, y hacer reaccid

nar la worcidn restante de la epihalohidrina por incre:len~

tos pars ohtener cl polimero catidnico, siendo la tcmpérn~
tura de polimerizacidn de aproximadamente 602C¢ o mproxiﬁa-
donente 1208C, y reecoger el arregado resultante, leta in--
veueidn es espeecialucnte 1ttil cuando el agregado resulian-
te sc seca y seguicamente sc rehidrata vara su uso subsi~-
guiente, N . Co

DESCRIPCIOY IE LA INVIWCIOH

El procedimientio de la presente invencidn pucde -
ser utilizado con diversas célul#s bacterianas que contie-
nen la enzima, 31 resto de lo memoriaz estard enca.ainado a
la utilizacidn del procedimicuto con células bacterianas -
que contienen actividad de¢ glucosa-isojierasa.

Las célulns bacterianas que coutienen actividad -
de glucosa~isomerasa utiliza.les en el procedimieuto_de la
presente invencidn, pueden ser producidas por métodoé Ly
conocidos, Las células preferidas que contienen enzima se
producen cultivaado en condiciones aerohias sumergidas un'

cultivo de Strentomvees olivaccus WIRL 3583 o mutantes del

miswo, en un nedio gue coutiene agentes nutrientes apropig
dos. Zsto se describe eu la patente de Istados Unidos -
3.625,828, Las células bacterianes resultantes se separai

de la cervesa cu fTermentacidn, mediante filtracidn o cen—-

-
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Los ingredienles eapleados cu céte nroeediiziento
pueder adguirirse con facilicad. X1 nldehido glutdrico y -
el haloge.uro ciondrico, tal como triecloruro cianirico, -
tribroauro ciandrico, triyoduro ciandrico y similares, pue
den adqui%irse el el couercio o puedcenr ser procucidos nor
téenicas muy conocicas. El polimero porticular de epihclo
nidrina-poliaminag utilizade en este procediniento, puede -
adquirirse en el co.:ercio bajo la norca LETZ 1188, de la -
firma Letz Laboratories, Inc, Trevose, Pensilvania. L1 BETZ
1180 tiene un peso molecular inferior a un milldn, contie-
ite aproximadamente 0,288 milinoles de grunos anino por grg
mo de solucidn (basado en un ensayo con ninhidrina) y'sé -
vende e forma de solucidn que contienc un 3357 en peso de
sélidos, hasado en el peso total de la solucidn. Este con-
puesto sdé desceribe ce¢n la patente de ;stqdos Uhidos 3.915.90
El coupuesto se deseribe en clia como un polimero catidni-
co, solublo on agua, ohtenido nor polimevizaoldn de unn epl
hnlohddring con una aloohiloupoiinuinn que tlene la Ldr.au-
1o RlRZNnﬂuz, donnde 31 os un alcohileno inferior aue tieuc
de 2 a aproximadamecate 6 dto.os de carhono, ¥ Rl ¥ Ra gon,
cadin uno de dlos, un alcohile inferior de anroximadamente
1. a aproximadanente 6 dtomos de carbono, siendo la roiaciéu
molar de la epihalohidrina a polianina ce asroximadancate
0,00:1 a aproximadamente 2,7:1, coupreudiendo dicha polime
rizacidu hacor reacclonur com Lo aleolilenpoliamina, desde
nproximﬁdnnontc 50 hesta aproxinadanente 90 de la cantided
de epihalohidrina que ha de ser poliuerizada, peraiticndo
que la reaceidn continte hista que el nedio de reaccidn al

cance unn viscosidad sustancialmentce uniforiie, y haciendo

4.
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-reaccionar la poreidn restante de la epihalohidrina, por ~|

increitentos, nora ontencr el volimero cotidnico, sicaio 1a
temperatura e polimerizacidn de aproximadamehte 60¢C g -
aproxiuadamente 120¢C, Iste naterial se denouinard én lo -
gue sigue "polfmero de poliamina®, 7

El producto de reaccidn»de reticulacidn eupleado
en la prescite invencidu para formar cl agregado de céliu--
las bacterianas, puece ser una de las tres posibles conmo-
sicionecs. El polimero ée poliaaina pucde hacerse rcacéibﬁax
coun aldehido giutdrico o con halogenure clandrico, o tanto
con aldohido alutdrico couo con halogenuro ciandrico.

Il aldechido glutérico y/o el halogenuro ciauﬁrico,
que se identifica colectivameute como cowmponeitte (1 ); ge
hace reaccionar con cl polimero de noliamina, el cualzéef—
identifica como componente (2), a un pIl comprendido edtré
aproximadancnte 6 ¥y 10 y a un@ tenperatura oomprandida?eu~
tre anroximodunentc 0 y 3022, durante aproximadasmente G,5-
2,5 horac. Bl producto de reaccidn de retipulacién zlobal
contiene desde aproximcdomente 12 hasta aproximadamente -~
77% e peso ae componente (1) y desde aproximadamente 23
hasta aproximacdamente 88% cn peso de componente (2), basa-
do en el peso total de inéredientes activos en 10s cOmMDO-=
nentes (1) y (2). El contenido de aldehido glutdrico del -
producto de reaccidn estd conmprendido entre aproximadanen-
te 0 y aproximadamente T7% en peso, y el contenido de halo
genuro.cianﬂrioo estd comprendido entre aproximedameute O
y aproximadazente 22¢ en peso, basado en el peso total de
los ingredientes activos en los componentes (1) y (2).

La reaccidn entre el aldehido glutéricé y el poli
méro de nolianiuna se realiza prcferiblementeAa pil 8-9, y a
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~una temperatura de aproximadaoniente 18 a 252C, durante a»ro
ximadaneute 0,5 horas. il aldexido glutdrico debe estar -
presente ea una rclacidn molar de por lo nmenos un nol por
mol de grupo amino en el polimero de poliamina, con el fin
de evitar una reticulacidn iudeseable del polimero de poli
amina con el aldehido glutdrico.

La reaccidn entre el halogenuro ciandrico sdlo y
el polimero de poliauwina se recaliza preferiblexcnte & nil
8-9 y a 0-10%2C, durantec aproximadanente 1 a 2 horas, Fl hza
logenuro ciamirico debe estar presente en una relacidn mo-
lar de'por lo menos. 1 mol por cada mol de grupo amino en -
el polimero de poliamina, con el fin de evitar una reticu-
lacidn indeseable cel polimero de polimnina con el heloge-
nuro ciandrico. El halogenuro ciantdrico, tal como el tri-—-—
cloruro cianﬁrico,_tiene tres sitios reactivos halogenados
Uno de astos sitios reaccionard a OQCAo\mﬁs, nespuds de la
reaccidn en el primer sitio, reaccionard el segundo sitio
a 30-50°C y, el sitio final, reaccionari a 90-1002C, Is -
descable hacer reacclonar inicialmente solo el priuer si-
tio del halogenuro ¢iandrico con el polimero de poliauina.
Cuando el producto de reaccidn de reticnlacidu resultante
se hace reaceionar subsiguientciente con las células bac-

- terlanas y se calienta a teaperaturas mils altas durante el
sccado, reaccionardn cutonces los sitios reactivos rostau;
tes del halogenuro ciamdrico con el polimero de polianina,
para proporeiopar una reticulacidn adicional al agregado -
“de céiulas bacterianas. |

La reacecidén entre el polimero ée nolianina y lo
conbinaeidn de aldehido glutdrico y halo;enuro ciandrico,

se realiza por etapas. Primeraanente, se hace reaccionar cl
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| halogenuro ciamirico con ¢l polimerc Ge polianina a un il
8-9 y a 0-102C, durante aproximadawente 1-2 horas, Preferi
blemente, eu esta situacidn los reaccionantes tienen una re
lacidn nolar de 1 wol de halo_enure ciandrico por 2 moles

L]

de grupos aumino del polilmero de poliauina. Segnicawvente, -
se ailade una contidad en exceso de aldehido glutﬁrico, y -
se coutinda la reaccidn, en las mismas condiciosnes de I y
temperatura, durante aproximadamcite 0,5 horas..

El producto de reaccidn de reticulacidn emplead&
en la presente invencidn, no es un polielectrolito catiéﬁi
co, ya que los grupos amino del polimeroc de poliamina'qué
proporeionaban inicialmeate la caracterisfica catiéniéa?i—
hah sido hechos reaoccionar con el alcehido glutdrico y/o -
halogenuro cianfrico y, por lo tanto, no se cncuentrah~§d
disponibles. ' L

Los agregacdos devcélulas bacfcrianas Se¢ preparan
poniendo et contacto una masa deuqélulas bacterianas con el'
producto de reaccidn de reticulacién preparado como se ha
&escrito antes a pi de apfoximadamcnte 8 a9y auna tempe
ratura de aprbximada@ente 0 a 302C, Curante aproximadamente
0;5~1,5 horas. El producto de reaccién de reticulacidn se
emplea en tal cantidad .y concentracidn gue las células bag
terianas son puestas en contacto con aproximadansiite 4,5 -
hasta aproximadanente GOﬁ‘eu peso de los ingrgdientéé acti.
vos Cel producto de reaecidén de reticulacidn, basado en el
peso cn seco de las células.

Una vez que ha tenido lugar la reaccidn anterior,
el agregado de células bacterianas resulténte se extruye'-

preferible..ente, o se conforma de otro modo en las confign

raciones deseables, y se seca a -unos 65¢C durante varias -
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Lloras., Il agregado seco'resuitante puede almacenarse hasta
que se le nécesite subsiguienteuente para utilizarlo en un
procedimiento enzimdtico, En este mouento, el agregado se=-
co se rehddrata y sc acondiciona pora el uso. Un procedi;—
miento de acondicionamiento ilustrativo se deseribe en la

patente de Estados Unidos 3.974.036.

Una ventaja principal de la presente invencidn cs
un aumento de la dureza cel agregado de células bacteriam-
ﬁas, después de la rchidratacidu, en comparacidén con los ;
agregados de células bacterianas de 1la téenica anterior;b—
La dureza sc expresa en relacidn con la resistencia a'1a°-
6ompres16n de las particulas de agregado de células bacté—,
rianas. Se empled un aparato de ensayo de traccidn Insﬁfqn;
utilizando una celdilla de carga de coumpresidn N¢ CCT, de
una manera siimilar a la descrita en la patente de Estados
Unidos 3.935.069. Este instrumento puede adquirirse a = =
Instron Corporation, Canton,.uassachusetts.

Lo que sigue es el métoco de -ensayo de la -dureza
despuéds de la rchidratacidn:

Se prepara una solucién para rehidratacidn, uez-
clando 9,68 g de CoCl,.6l,0, 28,0 g de }.Ig(OI-I)2 y 56,0 g de
deido eitrico anhidro en 600 ml de agua destilada a 45°C.
Se agita la nmezcla y se calienta a 60°C, para disolver to-
das las sales. Seguidamentc, se enfria a 259C y se ajusta
a pH 8,5 con hidréxido sédico. A continuacidén, se filtra y
se lleya hasta un volwaen de 1,0 litros, con agua destila-
da. Una porecién de 2,5 ml de la solucidn anterior sc mez-
cla con 130 ml de agua, 70,3 g de dextrosa, 24,228 g de ~
tris(hidroximetil)aminometano y se ajusta a pil 8,55 a 252C,

con hidréxido sdédico. Seguicamente, se lleva hasta 200 nl

B I T T R T ’fy‘;r"e'y»,v";;;&:g?&j e
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| con agua destilada.

Cinco partfculas de agregado de células hacteria
uas scco, sc cibren con 2,5 ml de la solucidn de rehidrg-
tacién auterior enn una placa petri y se calienta o GOeg o
en un bafio de agua, durante una hora, cejdiidolo en reposo
seguidamente a la temperatura aubiente, hasta que se ef--

trie. las particulas se scparah de la solucidn, se Separa
el exceso de licunido superficizl y, seguidamente, se SOmel
ten a ensayo en el instrumento Instron. 51 instrumentoigé'
calicnta moderadamente durante por lo menos 30 minutos, -
con la deldilla de carga acoplnda, aintes de ser ntilizédo
para las deterninaciones, Se ajusta 1A %eloeidad t;nnééqg
sal a 5,1 ma/ainuto y la velocicdad del gréfico‘a Loy /mi-
nuto. Sec ajusta lz "wuelta" al puato de deteucidn a G,Qﬁs
wm, para la superficie de la celdilla de carga, Se ajustg
la “distan&ia entre trazos" para salvar el bofde de la co
pa de muestra. Este es, usualiente, de 4,54 kg. Se norma-
liza el aparato registrador haéta léer cero kilogramos, co
la copa de nuestra sobre la celdilla ce cérga y 0,454 &g
con la copa y la pesa patrdén de 0,454 kg sobre la celdilla
de carga. Se coloca una sola particula rehicratada sobre
la copa de uuéstra, centrada con la cruccta, Se hace des-
cénder nanualnente la cruceta hasta la parte superiof de
la particula y se oprime el botén de "puesta en marcha®,
Sobre el aparato registrador se lee.la fuerza en kilogra-~
nos a una cGistancis de 0,762 mm desde el punto cn el cual
la cruéeta toca a la particula. De e¢ste modo, se expresa
la dureza coiio la fuerza en "kKilogramos" necesaria para -
comprimir la particula 0,762 mm, Se repite el ensayo para

varias particulas, y se saca el promedio de los resultados:
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- La invencidn se describe con mayor detalle en los
siguientes ejemplos ilustrativos.,

EJIPLO 1

Se obtuvo un producto de reaccidn de reticulaecidn,
afladiendo 2,25 g de colueidn BLYZ 1180, que contenia 0,675
g de material active y 0,648 milimoles de grupos amino, a
100 ml de aldehidd glutdrico al 1,25% (»eso con relacidn ~

!
t

—

al volumen), que countenia 13,24 milisoles de material act

vo a pil 9. Se agité la mezcla durante unos 30 minutos 'y la

te gse forud a partir de una mezcla Ge reaceidn que conﬁpQ-
nia 64,9% cn peso de aldehido glutdrico y 35,1% en peéd‘de
polimero de polianina, con relacidn al peso total del”aldg
hido glutdrico- (componente 1) y del volimero de poliamina
(componente 2), '

Un cultivo de un mutanté de Stireptomyces olivaceus
NRRL 3583 se.desarrolld en un fermnentador aireado y agitaddg
que contenfa un medio nutriente aprbpiaao descrito e. la -
patente de kstados Unidos 3,.0625.828, Ll caldo resultante -
en ¢l fermentador, que contenfn una masa de células bacte-
rionas, se ajustd a pil 8,2, moediante la aateidu ce nateria
les tampén apropincos. Una po?cidu ce la solucid.: arriba -
preparada se aladid a una porcidén del caldo del feruehtado1
en la cantidad necesaria para proporcionar el eaunivalente
de un 1455 de aldehido glutdrico (21,6% cn peso del nroduc-
to de reaccidn total), con relacidén al peso en seco de las’
célula§ bacterianas, Al cabo de 36 minutos de tiempo de -
reaccidn, a 252C y a pH 8,2, se £iltrdé el caldo tratado. -
La torta dc filtracidn se extruyd seguidamente a través de

una abertura de jerinza de 2,2 wm. Los Filamentos extruicos
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l.resultantes se cortaron en tramos individuales de 30 mnm, ¥y
se sccaron durante la noche o 65eC, en una cstufa de aire
calicnte de tiro forzado. Una porecidn simi}ar del caldo =
“del fermentador se traté con alcdehicdo glutdrico solo, con

una ooucentfacién de 14% en peso con relacidn al peso en -
seco de las células bacterianas. Seguidamente, se Liltra--—
roh las c¢élulas tratadas, se cxtruyeron y se sccarou de la
wisma manera para producir particulas testigos. Se ensayd
la dureza, tanto de los materiales testigos cono de 1Qé,m§
teriales tratados con el producto de reaceidn de'reticuia—-
cidn. La muestra de control tenfa una dureza de 0,364 Qg}
mientras que el proéucto preparado de acuerdo con la p;§~~
sente invencidn, teuia la dureza mejorada de 1,27 kg.... -
EQ&ELO 2

cve

Porciones dc¢ caldo del fermentador de Strentoryscs

olivaceus similares a las del Ejemplo 1, se trataron con -
aldehiéo glutdrico solo (test;go) y con diversas comhiﬁ;--
ciones de productos de reaccidn de fetieulaeiéu, apd9y
29eC, Los diversos productos de reacoién de reticulacidn -
se prepararon como se describe en el Ejesplo 1 anterior, =i
utilizando diversas cantidades de aldehido glutdrico y de
polimero de poliamiua; Seguidamente, las cédlulas bacteria-
nas tratadas se filtraron, se extruyeron, se secaron y se

sometieron a ensayo de dureza. Los resultados se muestran

en la siguiente.Tabla I.
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. solucidn, con agitacidn, a T0 ml de agua y shielo, para :ob-

tHo)a nam. 12

TABLA T

sezela de reacoidn para la composicidn
del producto de reaccidn de reticulacidn
(tanto por cieanto cn peso)

Canticad afin

Aldehido glu- Polinero de dica (tanto por Dureza,
tdrico noliamnina ciento en neso) A
100 (Control) 13,9 0,82
76,7 23,3 13 1,28
40,0 | 60,0 34,7 1,23
44,4 55,6 18,7 1,5
65,1 34,0 29,8 1,64

Puede verse que el uso del producto de reacci&hl¥
de reticulacidn permite obtener convenientcnente una dure-
za mayor eu comparacidén con ol uso de aldehido glutéricb'-
solo, de la téenica anterior.

EJEPLO 3

~Se .obtuvo un producto<de reaceidn de reticulacidn
Gisolviendo 0,188 ¢ e tricloruro ciandrico (0,64 wilimo~—

les), :en 10 sl de :acetona y aliadiendo, seguidamente, :esta

+tener.un precipitado finaménte dividido. Una poreidn de -

12,25 g do soluoidu LETZ 1180 (que countenfa 0,675 g de mate
rioal aoctivo y 0,648 wilimoles de grupvs amino) se diluyé -
con 20 ml de agua y se ailadid a la suspeusidn de tricioruro
ciandrico., La mezcla resultante se agité y se mantuvo a plf
9 y a 0-52C, durante 1-2 horas y, seguldanente, se diluyé -
a 100 ml. El trieloruro cianirico disueclto indicaba la reag
cidn cén la poliamina. Iste producto de reaceidn resultd -
de una mezcla de reaccidn que contenia 21,8% en peso de -
tricloruro ciaudfioo'como componente (1), y 78,2% c.i Deso

de polimero de poliamina como componente (2). Una poreidn

del caldo del fermentador de Streptomyces oliviaceus, simi-
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.lar al del Ejeaplo 1, sc uezeld con unu poreidn del produg
to de reaccién anterior, para obtemer una concentracidn de
32,0 por ciento en peso dc¢ yproducto de reaccidn hasado en
el peso en seco de las cdélulas bacterianas., Se afadid una
solucidn acuosa de bicarbonato sédico al 0,2 por ciento =

(peso con’ relacidn al volumen), para mantener el pila 9, -

tado, se riltrd, se extruyé y se secd couo se deseribe en

el Ejeuplo 1.0tra poreida del caldo del fermentador se‘%ﬁé
té como antes, durdﬁtg 0,8 horas. Iniecialmente, no se éﬁ;-
did wvicarbonato sddico, pero las células filtradas se iavg

ron con solucidn de bhicarhonato sédico al 1 por ciento e

peso, a pil 9, antes de la extrusidén y del scecado., Para la

seporada del caldo dél Terméntador, con una concentracidn
de 14 »nor ciento en peso con relacidn al peso én seco ée =
las células bacterianas. Las células se trataron co:n alde-
hido glutdrico durante 30 minutos, a pd 8,2 y 25°C, antes
de la filtracidn, de la extrusidn y del seéado. La muestra
testigo did una dureza de 1 kg, miehtras.que el tratamien-
to con el producto de reaccidn durante 0,5 horas, produjo
una dureza de 1,73 kg, y el tratamiento con el producto de
reaccidn durante 1,5 horas, produjo una cdureza de 1,62 kg.

EJEPLO 4

Se obtuvo un producto de reaccida de reticulacidn
afladieudo 4,5 g de solucidu DETZ 1180 (que contenia 1,35 g
de matérial activo y 1,296 milimoles de grupos amine) a -
0,118 g (0,64 milimoles) de tricloruro ciandrico finamente
dividido eh agua y hieclo, Se a;usté el pila 9 y se mantuvo

a pH 9, eu un baflo de hielo (02C), durante 2 horas. Segui-~

Al cabo de 1,5 horas a pil O y 252C, se filtrd el caldo tra

muestra testi_o, se afindid aldehido glutdrico a una poreidl

3
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L damente, sc¢ afladieron 1,25 g (13,24 milimoles) de aldehido
glutdrico a nl 9, y se mantuvo la temperatura baja durante
aproximadamente 0,05 horas. Sc¢ desarrolld un coloxr auarille
oscuro. Bl producto de reseccid: resultd a vartir de una nes
cla de reaccidn que contenfa 4,3% en peso de tricloriro -
ciandrico, 46,0% en peso de aldehido glutfrico (total de -
50,3% c; peso de cowponente 1) y 49,7% en peso de polinmero
de poliamina como componente (2). Una poreidn de un caldo

del fermentador de Streptomyces olivaceus similar al del -

Ejemplo 1, se mezcld con una porcidn del producto de rqég~
cidn anterior, para proporcionar una concentracidn ce»éb;it
en peso de prodicto de reaccidn con relacidn al peso en‘sg
co de las células hacterianas, Al cabo de un periodo déi -
reaccidu de 0,5 horas, a pil 9 y 252C, el caldo tratado s
filtrd, se lavé con solucién necuosa de bicarbonato sécico
al 5% a piI 9, se extruyé y se secé. Se prepard unn mnesira
de control de la maner# descrita en el Ejemplo 3, La umues-
tra testigzo produjo una dureza ce 0,304 kg, micntrns gue el
producto de reaccidn dec retienlacién produjo una dureza de
1,73 kg. ,
EJELPLO &

Porelones de caldo del fermentador de Strentonveoed

olivacous sinilar al del Bjemplo 1, se trataron con aldehl
do glutdrico solo (testigo) y con diversas combinaciones -
de productos de reaccidn a plI 9 y a 259C y 52C, Todos los

productos de reaccidn de reticulacidn emplcaron 1 ol de -
tricloruro ciandrico por cada 2 moles de grupos amino del

polimero de poliamina. Las canticndes globales de aldehido
glutdrico y de polimero de polianina se ajustaron seguicda-

mente para produclr las combinaciones expuestas en la Tabla
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L 11 siguiente. Sepuidamente, las cdélulas baecterianns trata-
das se Liltroron, se cextruycroun, se scearou y sc¢ someticror
a cinsayo (e dureza. Los resuliados se muestran en la Tabla
IT siguicute.

TABLA TIL
Composicidu de la mezela de reaccidn

para e¢l procuecto de reaccidn de re-
ticulacidu (%)

252¢
Aldehido “Na;icloruro Polimero de Cantidad afiadi Dusza
clutdrico cicntirico moliamina da (% en weso) ki
100 (Control) - - : 7 y 6:55
30,6 5,1 64,3 . 6,5 f;bs
18,2 6,0 75,8 38,4 0;96
47,4 3,8 48,8 29,5 ’1;41
- . 12,8 87,2 55,0 1,50
- m ) -
100 (Control) - Lo 7. 0,55
52,0 3,5 - 44,5 | 13,5 é,o
18,8 5,9 15,3 15,9 2,6

Debe seﬁalarée que en todos los ejemplos anterio-
res, las células bacterianas tratadﬁs"con los productos de
reaccidn de reticulacidn tenian todas ellas Yalorgs de du-
reza signifioativamente'aumentado§ en comparacidn con las
células bacterianas tratadas con el aldehido glutdrico so-
lo de la técnica anterior.

Cuzndo se utiliza un producto de reaccidn de re--
,ticulaqidn obtenido a partir de aldehido glutdrico y poli-
‘wmero de poliamina, se produce la composicidn preferida a -
partir dc una mezela de 57,1% en peso de aldehido glutdri-

.

co como componente (1) y 42,9% en peso de polimero de poli

anina como componente (2), basado en el peso total de los

-
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_ingredientes activos de los componentes (1) y (2)., Bsta ~
composicidn sé euplea tawbién preferiblemente, ein una can-;
tidag de 17,5% eu peso, basado e el peso ea sceco de lus -
células bacteriénas.

Cuando se utiliza un producto de reacecidn de reti
culacidn obtenido a partir de aldehido glutdrico, tricloru
ro cianfirico y nolfimero de poliamina, la couposicida prefe
rida sc¢ produce a partir de una nezcla de 54,97 eu »eso de
aldenrido glutdrico y 3,6% en peso de tricloruro ciauﬁricb.~
como componcnte (1), y 41,5% en peso de polimero de pd%i—
amina como componente (2), basado en el peso total de ibé
ingredientes activos c¢e los componentes (1) y (2). Esta -
composiecién se emplea también nreferiblenente, en una éanf
tidad de 18,2¢% en peso con relacidn al peso cn séco ¢e las
células hacterianas,

- Los agregados bacterianos pro@ucidos de ln» monera
descrita arriba, eran todqs ellos capaces de convertir la
glucosa en Iructosa, La,actividad de glucosa~isomerasa no

Tue perjudicada por el uso de este nuevo procedimiento.

R AR T S T e
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RUIVINDICACTONES

Los puntos de invencién propia y nueva que se pro;
sentan para gue sean objeto de esta solicitud de Patente -
de Invenéidn en Espafla, por VEINTE afios, son los que se rg
cogen en las reiQindicacioues siguicentes:’

12,-Un procediniento para obtener un agrégado,de
células bacterianas, que comprende poner en contacto uﬁd‘
masa de células bacterianas con un produeto dc rcaccidpA-
de reticulacidn de (1) un moterial seleccionado de la cig
se gue consiste en aldehido glutdnico, halozenuro ciaﬁﬁfl
co, y combinaciones de los mismos, y (2) un polimero catid
nico, scluble en agua, obtenidq por poliherizacién de ana
enihaloliidrina con une alecohilenpoliaunina que tieae ia’fé;
nula RIRQNRNHé, donde It es un alecohileno inferior gue ﬂig'
ne de 2 a aproximadamente 6 Stoumos de carbono, ¥y Rl yVRZ
son, cada uno de ellos, un alcohilo inferior de eatre 1 y
aproximadamente 6 dtomos de carbomo, siendo la relacidn -
molar de epihalohidriné a poliamina desde aproximadamente
0,60:1 haﬁta aproximadamente 2,7:1, cozprendiendo dicha -
polimerizacidn hacer reaccionar con’la alcohilenpoliamina,
desde aproximadamente 50 hasta aproximadaciente 90% de la
cantidad de epihalohidrina que ha de ser polimerizada, de
Jar continuar la reaccidn hasta.que el medio de reaccidn
alecanza una viscosidad sustancialmente uniforme, y hacer
reaccionar la porcid: restante de la epihalohidrina,:por
incremenios, para.obteuer ¢l polimero catidnico, siendo
la temperatura de polimerizacidu entre apr ximzdatente -

602C y aproximadamente 1202C, y recuperar el agregado re-

* L]
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rsultante.

2% ,- Un procedimiento de acuerdo con la reivindiea
cidn 18, en el cual el coaponente (1) del producto dec reac-
cién de reticulacidn es aldezido glutdrico.

32,- Un procedimiento de acucrdo con la reivindiea
cidn 12, en el cual el couponente (1) del producto de reac—
cidn de reticulacidn cs~halogenufo ciandrico.

| 4%.- Un procedimicuto ce acuerdo con la reivindicg

cidn 13,_en él que el componente (1) del producto de reac—-
cidén de reticulacién es unn combinacién de aldehido glutdri
co y halogenuro cianiirico. |

58.- Un procedimiento de acuerdo con la rcivindibg
cid:. 1%, en el cual las células bacterianas se ponen en“cog
tacto con el producto de reaccidn de reticulacidn a un piI -
de aproximedanente 8 a 9 y a una tewperatura de aproximdda-
aente 0 a 30°C, durante aproximﬁdémente 9,5 a 1,5 horas.

6¢.~ Un procedimieunto de acuerdo con la reivindica
cién 1%, en el cual las células bacterianas se poien-en con
tacto con entre aproximadamente 4,5 y aproxinmadaacnte 607 -
en peso del progucto de rcaccidén de reticulacién, basado en
el peso en seco de las células,

78,- Un procediﬂiento_de acuerdo con la reivindica
cidn 12, en el cual'elvproducto de reticulacidén resulta de
1a‘reacci6n de entre aproxim#damente'lz y aproximadanente -~
T7% én peso de componente (1) y entre aproximadaneirte 2; y
pproximadamente 88% en peso de componente (2), basado en el
neso total de los ingredientes activos de los componentes -
(1) vy (2).

8%,~ Un procedimiento de acuecrdo con la reivindica

cidia 78, en el cual ol componente (1) del producto de reac-
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[¢idn de reticnlocidn, contiene entre aproximadasmcnte 0 y -
aproximadamente 77% en peso dec aldehido glutdrico y entre
aproximadamente 0 y aproximadanente 22% en peso de¢ haloge-
nuro ciandrico, y en el que la cantidad total de aldehido
glutdrico y/o halogenuro ciandrico estd comprendida entre
anroximadamente 12 y aproximadamente 77¢% en peso, estando
dichos porcentajeé el peso basados en el peso fotal de los .
dngredientes actives de los componentes (1) y (2). !
' 98,~ Un nrocedimiesto-de acucrdo con la reiviudiég

cidn 1%, enel cual las células bhacterianas son Strestonyces

olivaceus,

cacidn 1%, en el cual el halogenuro ciamirico esktricloruro
ciandrico. . ’ - -

118,-~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 1%, en el cual el producfd’de reticulacida rcsuln@--
de la reaccidn de 57,1% en peso de aldehide glutdrico couo
componente (1) y 42,9% en peso de compouente (2), hasado en
el veso total de los ingredientes activos de los éomponen——
tes (1) y (2), y dicho procucto de reaccidn de reticulacidn
se utiliza en una cantidad de 17,5% en peso, basado en el -
neso cn seco de las células bacterianas.

128 .~ Un procedimiento de acuerdo con la reiéindi—

cacién 1%, en el cual el producto de reticulacidn resulta -

en peso de trieloruro ciandrico corio componente (1) y ¢1;5%
en peso.de'componente (2), basado en el peso total de los -
ingredientes activos de los coumponentes (1) y (2), y.dichd
producto de reaccidn de reticulacidn se utiliza en una can-

tidad de 18,2% en peso basado en el peso en seco de las cé-

102%,~ Un procedimiceito de acuerdo con la reivindi-

d¢e la reaccidén de 54,9% en peso de aldehido glutdrico y 3,69

(oY
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—lulas bacterianas.. - ‘
138.- Un %bocédimiento de acuerdo con la reivin
dicacién 128, en el cual el producto de reaccidn de reticu~
lacidén se obtiene haciendo reaccionar los componentes (1)
y (2) a un pH de éproximadamente 6 a 10 y a una temperatu-
ra de aproximadamente O a 300C, durante aproximadamente -
0,5 a.2,5 horas. |
148,- Un procedimiento de acuerdo con la Tevin
dicacién 18, en el cual el agregado recubierto se seca se-
guidamente. |
| K 15§.-lUn prrocedimiento para obtener un agregado
de células bacteiianas.
f Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
tecede y para los fines qgue se han especificado.
‘" Esta Memoria consta de veinte hojas escritas a

médquina por una sola cara..

N

Madrid, 22.M0.137%
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