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- ANTECEDNENTSES ¥ TECNICA ANTERIOR

|puede producirse por fermentacidn de ciertos organismos, ta

tloja nam. 1

La glucosa-isomerasa es una. enzima que puede em—-
plearse para catalizar la conversidn de glucosa (dextrosa)

en fructosa (levulosa). Es sabido que 1la glucosa-isomerasa

les como Streptomyces flavovirens, Streptomyces echinatur,

Streptomyces achromogenus, Streptomyces albus, Streptomyces

olivaceus, Bacillus -coagulans y similares, en medios nutriel
tes apropiados., La glucosa-isomerasa se forma en el interio:
de las células bacterianas que se desarrollan durante su -
produccidn. Las células pueden separarse por filtraeidn a -
partir del caldo de fermentacién y se pueden utilizar dirqg
tamente como una fuente de gluéosa-isomerasa. El empleo co-
mercial directo de tales células bacterianas que contienen

la enzima se ha visto dificultado, sin emba?go, por una des
ventaja,importante. Las células perdfian la actividad enzimé
tica durante su uso y asi se acortaba la vida dtil de las -
célulasﬂ Esta desventaja se superd por el tratamiento de -
las células bacterianas con aldehido glutdrico como se des-
cribe en la Patente de EE.UU. N¢ 3.779.869. Técnicas adicio
nales para inmovilizar la actividad enzimdtica en las célu-
las bacterianasrasi como para formar agregados de tales océ-
lulas bacterianas que contienen enzima se describen, por -
ejemplo, en la Patente de EE.UU. N® 3.821.086 y sus Paten—-—
tes de Reexpedicidn de EE.UU. Ndms. 29.130 y 29.136, asi co
mo en la Patente de Africa del Sur N¢ 73/5917. Las Patentes
de EE.UU. anteriores se refieren al uso de ciertos agentes

de floculacidn polielectroliticos ani&ﬁicos y catidnicos. -
La Patente de Africa del Sur describe diversas combinacio--

nes de aglutinantes, agentes reforzadores y agentes de reti
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 culacién, Si bien las técnicas'anteriores proporcionaban -
agregados de célulaé bacterianas due,generalménte retenian
su actividad enzimdtica durante su empleo, existia todavia
la necesidad de acrecentar la solidez de los agregados a -
fin de que pudieran utilizarse comercialmente en lechos de
reactor de altura creciente, La Patente de EE.UU. N2 3.935.
describe la adicidn de ciertos compuestos metdlicos en con-
juncién con agentes floculantes polielectrol{ticos para me-]
Jorar la solidez. Sin embargo, esta técnica tiene una utilji
dad 1imitada.

Un desarrollo adicional para mejorar la solidez
de los agregados de células bacterianas se:describe en la
Solicitud de Patente espafiola N2 478,940, presentada el 26
de marzo de 1979, En la Solicitud 478.940, la.masa de célu
las bacterianas que tiene una actividad enzimdtica deseada
se trata con un producto de reaccidn de reticulacidn de (1)
aldehido glutdrico, haluro cianidrico o combinaciones de los
mismos y (2) un polimero catidnico soluble en agua obtenido
por'polimerizacidn de una epihalohidrina con una poli(alco
hilen-amina) y se recupera luego el agregado resultante, -

Los agregados resultantes pueden extruirse o conformarse de
rada. Sin embargo, cuando se utilizan tales productos con—-

ticos, es deseable una solidez adicional para reducir las -

pérdidas por compactacidn.

En la fabricacidén de agregados celulares bacterig
nos conformados, se produce una cierta cantidad de producto
finamente dividido que tiene tamafios de particula demasiado

pequefios para uso comercial. Se han propuesto. diversas téc-

otro modo para formar agrecgados conformados de solidez mejoy-

formados en una columna para conducir procedimientos enzimd
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|nicas para la utilizacidn ﬂb estos fipos. La Patente de --

s o 4

IE,UU., N? 4.060.456 deseribe la récirculacidu de finos de -
producto a un depdsito de floculacién en el que se emplea -
un agente floculante para formar agregados de células bactg
rianas. Si bien esta descripcién proporciona un uso para fi
nos recirculados’en la produccidn de un agregado floculado,
no hay indicacidén alguna sobre si se observa efecto alguno
en la solidez del producto. El uso de soportes de enzima re
circulada se describe en las Patentes de EE,UU. 4.002.5%6;
4,078,970 y 4.087.330, pero en ningiin caso se hace descrip-
¢ién o sugestidn alguna de que tales materiales recircula-—-
dos puedan contribuir a mejorar la solidez del producto con
formado.

BRESUMEN DE LA INVENCION

De acuerdo con la presente invencidn, se propor--
ciona un procedimiento para mejorar la solidez de un agregg
do celular bacteriano que comprende afiadir un agregado celu
lar bacteriano finamente dividido y seco.previamente produ-
cido a un agregado celular bacteriano subsiguientemente a -
su formaeidn pero antes de su conformacidn, Esta inveneidn
es especialmente Util cuando el agregado resultante se seca
¥ luego se rehidrata para su utilizacidn subsiguiente.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

El procedimiento de la presente invencidn puede -
utilizarse con diversas células bacterianas que contienen -
enzimas., El resto de la descripeidn se dedicard a la utili-
zacién del procedimiento con células bacterianas que contie
nen actividad de glucosa-isomerasa,

Las células bacterianas que contienen actividad -

de glucosa-isomerasa ttiles en el procedimiento de la pre--
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sente invencidn pueden producirse por procedimientos bien -
conocidos. Las células preferidas ﬁue bontiépbn enzima se -
producen por desarrollo en condiciones aerobias sumergidas

de un cultivo de Streptpmyces olivaceus NRRL 3583 o0 mutan--

tes del mismo en un medio que contiene nutrientes apropia--
dos. Esto se describe en la Patente de EE.UU. N® 3,625,828,
Las células hacterianas resultantes se separan del caldo de
fermentacidn por filtracidn o centrifugacidn,

Los agregados de células bacterianas utilizadbs
como materiales de partida en el procedimiento de la presen
te invencidn pueden producirse por diversas técnicas bien -
conocidas, Tales agregados se obtienen preferiblemnente por
tratamiento de las células bacterianas arriba indicadas con
aldehido glutdrico de acuerdo con ei'procedimiento indicadd
en la Patente de EE.UU, N® 3.779.869, Los agregados celula-
res bacterianos mds preferidos se obtienen por tratamiento
de las células bacterianas arriba indicadas con un producto
de reaccidn de reticulacidn de (1) aldehido glutdrico, halu
ro ciandrico o combinaciones de los mismos y (2) un polfime-|
ro catidnico soluble en agua obtenido por la polimerizacidn
de una epihalohidrina con una poli(alcohilen~amina). Este -
procedimiento se describe en 1a Solicitud de Patente espaiio
la N2 478,940, presentada el 26 de marzo de 1979. La deg——-
cripeién que sigue se refiere a la produccidén de agregados
celulares bacterianos empleando el procedimiento de la So1lij
citud de Patente espafiola 478,940, arriba indicada.

Los ingredientes empleados en el procedimiento de
agregacidn son fdcilmente asequibles, El aldehido glutdrico
Yy el haluro ciandrico, tal como tricloruro ciandrico, tri--

bromuro eciandrico, triyoduro ciandrico y andlogos, son co—-
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rmereialmente asequibles: o Rueden producirse por técnicas -
bien conocidas. Ei-pbliﬁefd de epihalohidrina-poliamina par|
ticular utilizado en este procedimiento de agregacidn es col
mercialmente asequible bajo la marca comercial BETZ 1180 de
Betz Laboratories, Inc,, Trevose, Pensilvania. BETZ 1180 -
tiene un peso molecular menor que un milldn, contiene apro-
ximadamente 0,288 milimoles de grupos amino por gramo de 80
lucidn (basado en un ensayo con ninhidrina) y se encuentra

en el mercado en forma de una solucidn que contiene 30 por

clento en peso de sélidos, basado en el peso total de la so
lucidn., Este compuesto se describe en la Patente de EE,UU,

N2 3,915,904, El compuesto se describe en dicha memoria co-
mo un polimero catidnico soluble en agua obtenido por la po
limerizacidn de una epihalohidrina con una poli(alcohilen——
—-amina) que tiene la férmula R1R2NRNH2 en la que R es un all
cohileno inferior que tiene de 2 a aproximadamente 6 dtomos

de carbono, y R1 y Rz son cada uno un alcohilo inferior que

tiene desde aproximadamente 1 a aproximadamente 6 dtomos de
carbono, siendo la relacidn molar de epihalohidrina a polia
mina desde aproximadamente 0,60:1 a aproximadamente 2,7:1,

comprendiendo dicha polimerizacidn hacer reaccionar con la

poli(alcohilen-amina) desde aproximadamente 50 a aproximadaj
mente 90 por ciento de la cantidad de epihalohidrina a polil
merizar, dejar que continde la reaceidn hasta que el medio

de reaccidn alcanza una viscosidad sustancialmente uniforme
Yy hacer reaccionar la porcidn restante de la epihalohidrina
incrementalmente para obtener el polimero catiénioo, siendo
la temperatura de polimerizacidn de aproximadamente 602C a

aproximadamente 1202C. De aqui en adelante, se hard referen

cia a este material como el "polimero de poliamina",
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_ El producto de la reaceidn de=reticulacién emplea
do para formar el agfegadb de célulasvbactefiénas puede ser
una de las tres composiciones posibles., El polimero de poli
amina puede hacerse reaccionar con aldehido glutdrico o ha-
luro ciandrico o con aldehido glutdrico y haluro ciandrico
al mismo tiempo,

El aldehido glutdrico y/o haluro cianiirico, que -
se identifica colectivamente como componente (1), se hace -
reaccionar con el polimero de poliamina, que se identifica
como componente (2), a un pH de aproximadamente 6 a 10 y a
aproximadamente 0? a 30°C durante aproximadamente 0,5 a 2,5
horas. El producto de la reaccidn de reticulacidn global -
contiene desde aproximadamente 12 a aproximadamente 77 por
ciento en peso de componente (L) y desde aproximadamente 23
a aproximadamente 88 por ciento en peso de componente (2) -
basado en el peso total de los ingredientes activos en los
componentes (1) y (2). EL contenido de aldehido glutdrico -
en el producto de reaccién es de aproximadamente O a aproxi
madamente 77 por ciento en peso y el contenido de haluro -
cianirico es de aproximadamente O a aproximadamente 22 por
ciento en peso basado en el peso total de los ingredientes
activos en los componentes (1) y (2).

La reaccidén entre el aldehido glutdrico y elvpoli
mero de poliamina se lleva a cabo preferiblemente a un pH -
de 8 a 9 y a aproximadamente 18% a 25¢C durante aproximada-
mente 0,5 horas. El aldehido glutdrico debe estar presente

en uﬁa felacidn molar de al menos un mol por mol de grupo -
amino en el polimero de poliamina a fin de evitar una reti~

culacidén indeseable del polimero de poliamina con el aldehi

do glutdrico.
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n La reaccidn entre el haluro ciandirico solo y el -
polimero de poliamina se lléva a cabo preferiblemente a un

pH de 8 a 9 y a 02 a 102C durante aproximadamente 1 a 2 ho-

cién molar de al menos un mol por mol de grupo amino en el
polimero de poliamina a fin de evitar una reticulacidn inde
seable del polimero de poliamina con el haluro ciandrico, =
El haluro ciandrico, tal como tricloruro ciandrico, tiene -
tres puntos de haldgeno reactivos. Uno de estos puntos reac
cionard a 09070 temperaturas superiores., Despiliés de la reac
cidn en el primer pupto, el segundo punto reaccionari a 302
-502C, y el punto final reaccionard entre 90¢ y 100¢2C, Es -
deseable hacer reaccionar inicialmente solo el pfimer punto
del haluro ciandrico con el polimero de poliamina. Cuando -
el producto de la reaccidén de reticulacidn resultante se ha
ce reaccionar subsiguientemente con las células bacterianas
y se calienta a tempefaturas mds altas durante el secado,
los puntos reactivos restantes del haluro ciandrico reaccio
nardn después con el polimero de poliamina para proporcio--
nar una reticulacidn adicional al agregado de células bacte
rianas,

La reaccidén entre el polimero de poliamina y la -
combinacidn de aldehido glutdrico y haluro ciandrico se lle
va a cabo por etapas. Primeramente, el haluro ciandrico se
hace reaccionar con el polimero de poliamina a un pH de 8 a
9 y a temperatura de 02 a 10¢C durante aproximadamente 1 a
2 horas; Preferiblemente, en esta situacidn las sustancias
reaccionantes tienen una relacidn molar de un mol de haluro
ciandirico a dos moles de grupos amino en el polimero de p0-

liamina. Se aflade entonces una cantidad en exceso  de aldehi
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| do glutdrico y se continda la reaccidn en las mismas condi-
ciones de pH y temperatura durante aﬁxbximadamente 0,5 ho--
ras

El producto de la reaccidn de reticulacidén emplea
do en la produccidn del agregado celular bacteriano preferi
do no es un polielectrolito catidnico, dado que los grupos
amino existentes en el polimero de poliamina gue proporcio-
naban inicialmente la caracteristica catidnica han reaccio-
nado con el aldehido glutdrico y/o haluro ciandrico y por -
tanto ya no estdn disponibles.

Los agregados celulares bacterianos se preparan -
poniendo en contacto una masa de células bacterianas con el
producto de la reaccién de reticulacidn preparado como se -
deseribe arriba a un pH de aproximadamente 8 a 9 y una tem-
peratura de aproximadamente 0¢ a 302C durante aproximadamepn
te 0,5 a 1,5 horas. El producto de la reaccién de reticula-
cién se emplea en tal cantidad y concentracidn que las cély
las bacterianas estdn en contacto con una proporeién com—-—-
prendida entre aproximadamente 4,5 y aproximadamente 60 por
ciento en peso de los ingredientes activos del producto de
reaccién de reticulacidn basado en el peso seco de las cély
las.

Después que tiene lugar la reaccidén anterior, la
suspensidn de agregado celular bacteriano resultante se po-
ne convenientemente en un depésito de retencién o de compen
sacidn aguas arriba del aparato de filtracidn, tal como un
filtro rotativo de vacfo. La suspensidn se filtra luego pa-
ra producir una torta de filtracidn constituida por agrega-
do celular baecteriano himedo. Este agregado celdlar bacte-—

riano hiimedo se extruye después o se conforma de otro modo
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len formas deseadas, 3ecdndose luego a aproximadamente 602C
durante varias hbras. .

El agregado seco arriba producido se nmuele y se -
tamiza para producif particulas del agregado deseado que =
tienen un tamafio tal que pasen a través de un tamiz de 1,19
mm y queden retenidas sobre un tamiz de 707 micras (dimen--~
siones de tamices de los EE.UU.). El material producido que
tiene un tamafio de particﬁla mayor que 1,19 mm se moele nue
vamente, mientras que el material producido gque tiene un ta
mafio de parti{cula menor que aproximadamente 707 micras y un
contenido de humedad de aproximadamente 12 por ciento en pe
so se recircula de acuerdo con la presente invencidn,

El agregado celular bacteriano finamente ‘dividido
Y secado producidoe previamente o los finos que pasan a tra-
vés del tamiz de 707 micras se afiaden al.agregado celular -
bacteriano subsigunientemente a su formacién.pero antes de -
su conformacién, tal como por extrusidn. Esto puede hacerse
convenientemente de dos maneras por lo menos, En un procedi
miento, los finos se pueden mezclar con la suspensidn de -
agregado celular bacteriano en el depdsito de retencidn o -
de equilibrio aguas arriba del filtro. En otro procedimien-
to, los finos se pueden mezclar con el agregado celular bac
teriano hdimedo antes de la entrada del mismo en el extrusor

El agregado celular bacteriano finamente dividido
y secado se¢ afiade al agregado celular bacteriano en una can
tidad de hasta aproximadamente 70 por ciento en peso basado
en el peso total de los sdlidos de la mezcla, Preferiblemqé
te, los finos se afiaden al agregado celular bacteriano en -
una cantidad de aproximadamente 5 a aproximadamente 70 por

ciento en peso basada en el peso total de los sdélidos de 1a
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imezcla, De un mudu muy preferible, 1os finos.se afiaden en -~
una cantidad de aproximadamente 30 por clento en peso basa-
da en el peso total de los sélidos de la mezcla.

La mezcla de finos y agregado celular bacteriano
himedo se conforma, preferiblemente por extrusidn de tal -
mezcla a través de una matriz de drea de seceidén transver--
sal reducida, se seca la mezecla conformada o producto extrui
do y el agregado seco se muele y se separa para producir el
intervalo de tamafios de particula deseado. Cualesquiera fi-
nos producidos pueden recircularse de acuerdo con esta in--
vencidn, Actualmente se prefiere una matriz de extrusién -
que tenga aberturas de aproximadamente 3,18 mm a aproximada
mente 1,59 mnm, ‘

El agregado seco resultante puede almacenarse hag
ta que se necesite subsiguientemente para su empleo en un -
procedimiento enzimdtico. En ese momento, el agregado seco
ge rehidrata y se acondiciona as{ para ser utilizado. Un =
procedimiento de acondicionamiento ilustrativo se describe
en la Patente de EE,UU, N? 3,974,036,

Una ventaja principal de la presente invencidn es
un aumento en la solidez del agregado celular bacteriano -
después de la rehidratacidén en comparacidén con los agrega—-—
dos celulares bacterianos de la técnica anterior. La soli--
dez se expresa en relacidn con la resistencia a la compre--
sidn de las particulas del agregado celular bacteriano., Se
empled un aparato Instron Universal Tester Model 1102 de un
wodo similar al descrito en la Patente de EE.UU. N¢ 3.935.060.
fEste instrumento puede adquirirse a Instron Corporation, -~
Canton, Massachuseits,

La carga o cubeta de ensayo empleada con el Instroh




10

15

20

25

30

Hoja nim, 11

ITester arriba inéicado se compone de nn cilindro de pldsti-
co acrilico transparente que tiene un didmetro interior de
4,37 cm, un didmetro exterior de 6,45 cm y una altura de -
21,8 cm. La porcidn del fondo tiene un diente de 0,635 cm -
de grueso con una abertura de 3,81 cm que forma un soporte
para un microfiltro., Un microfiliro conveniente es una hilg
ra empleada en el hilado de fibras textiles que tiene 14500
aberturas de aproximadamente 0,2032 mm de didmetro.

Se monta un émbolo de acero inoxidable Tipo 304 -
de 4,3 cm de didmetro y 13,66 cm de longitud de tal modo =~
que se mueva coaxialmente en el interior del cilindro arri-
ba indicado. Se establecen indicaciones apropiadas a lo lar
go de la cubeta de carga para mostrar una altura de'muestra
de 10,17 cm. Se hacen también provisiones para aplicar una
presidn reducida o vacio al fondo de la cubeta de carga y -
para recoger cualquier liquido que pase a través del micro-
filtro.

51 se pone una muestra de agregado celular bacte-
riano en la cubeta de carga arriba citada y se aplica pre-~-
sién a la muestra mediante el émbolo, la muestra se compri-
mird. La presién necesaria para comprimir la muestra en una
cuant{a dada es una indicacién de la solidez de la muestra.,

Lo que sigue es el Procedimiento de Ensayo de so-
lidez a la rehidratacién empleado en los ejenplos de esta -
memoria descriptiva:

Una solucidén acuosa de glucosa al 33 por ciento en
peso se ajusta a pH 8,1. Una porcidn de 130 g de agregado -
celular bacteriano seco se mezela con 1300 ml de tal S0lu——
cidn de glucosa con agitacidén suave a 24°C durante una hora,

La mezcla resultante se escurre sobre un tamiz de 841 micrag
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-(calibre de tamices.de los.EE.UU.) durante aproximadamente
30 segundos. Los séiidos sé‘resuspendéh iuegb'en una por-—-
cidén de nueva aportacidn de la solucidén de glucosa anterior
Yy 8e agitan durante &5 minutos a 242C. La suspensidn resul-
tante se deja sedimentar durante 5 minutos y luego se escu-
rre como anteriormente, Los sélidos se resuspenden después
en una porcién de nueva aportacidén de la solucidn de gluco-
sa anterior y se agitan durante 5 minutos a 249C. Aproxima-
damente la mitad de la suspensidn resultante se vierte des~-
pués en la cubeta de ensayo hasta alcanzar una altura de -
10,17 cm. Se aplica al fondo de la cubeta de ensayo durante
3 minutos una presidn reducida o vacio de 2,54 em de mercu-
rio para aspirar el liquido a través del microfiltro. Fl ém
bholo se hace bajar luego hasta que toca exactamente el ex—-
tremo superior de la muestra. Se fija el cabezal del instru
mento Instron al émbolo y se ajusta para desplazarse hacia
abajo a una velocidad de 1,27 cm/min y para detenerse una -
vez alcanzada una penetracién de 2,54 cm. Se ajusta la velo
cidad del grdfico registrador a 12,7 em/min, Al final de la
penetracidn, se deja que se recupere el émbolo durante exac
tamente 1 minuto. Se pone de nuevo el émbolo en contacto -
con el extremo superior de la muestra y se ajusta el Instron
para detenerse & una penetracidn de 2,54 cm. La presién ne-
cesaria para alcanzar la segunda penetracidn es la medida
de la resistencia de la muestra,

La invencidn se describe con mayor detalle en 1os
ejempios ilustrativos siguientes.

EJEMPLO 1
Se prepard una solucién de polimero de poliamina

por dilucidn de 1750 g de solucién de BETZ 1180 que contenid
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525 g de materiéifactivo con agua dGestilada para formar 15

litros. Se ajusféhel nH a 9, Se pfépayé una solucidn de al-
dehido glutdrico por dilucién de 2670 ml de aldehido glutd-

rico al 25 por ciento en peso que contenia 667 g de material
activo con agua destilada para formar 15 litros. Se ajusté

el pI a 9. Se mezclaron luego estas dos soluciones y se afia
did agua destilada para formar un tétal de 42 litros. La re
accidn tuvo lugar a un pH de aproximadamente 9 y una tempe-
ratura de aproximadamente 252C durante aproximadamente me-—
dia hora. El producto resultante se formdé a partir de una -
mezela de reaccidn que contenia 56 por ciento en peso de al
dehido glutdrico y 44 por ciento en peso de polimero de po=-
liamina basado en el peso total del aldehido glutdrico (Com
ponente 1) y el polfmero de poliamina (Componente 2).

Un cultivo de un mutante de Streptomyces olivaceué

NRRL 3583 se desarrolld en un fermentador aireado agitado -
que contenia un medio nutriente apropiado descrito en la Pa
tente de EE,UU., N¢ 3.625.828, El caldo de fermentacidn resul
tante que contenfa una masa de células bacterianas se ajusté
a pH 8-9 por adicidén de materiales tampén apropiados. Se aﬁ£
did al caldo del fermentador la solucidn arriba preparada -
en una cantidad de 6 ml por gramo de peso de células secas

para proporcionar 17 por ciento en peso de producto de reag
cidn total basado en el peso seco de las células bacterianas.
Después de aproximadamente 30 minutos de tiempo de reaccidén
a 259C y a un pH de 8-9, el caldo tratado que contenia el -
agregado celular bacteriano se puso en un depbsito de reten
cidn desde el cual se hizo pasar luego a un filtro rotativo
de vacio, La torta de filtracidn himeda resultante se cortéd

en pequeiios trozos de aproximadamente 1 cmz en una mdquina
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lcortadora de tacqa.:Los tngos dedto;ta‘QQ ;1}tracién hidme-
dos cortados qué'téﬁian uﬁ éohfenfdoldé huméﬁéd de aproxima
damente 76 por ciento en peso se dividieron después en cua-
tro porciones. Una poreidn se extruyd luego a través de unal
matriz que tenfa seis aberturas de 3,18 mm de didmetro uti-
lizando un tornillo extrusor sin compresidén con una rotaciépn
de tornillo de 100 RPM. Luego se secd el agregado celular -
bacteriano extruido resultante a 602C durante 4 a 6 horas ¥
se molid. Las particulas molidas se separaron luego para re
coger la fraccidn deseada que pasa a través de un tamiz de
1,19 mm de abertura de mallas pero que es retenida por un -
tamiz de 707 micras de abertura. Se recogieron los finos -~
que pasaban por el tamiz de 707 micras para uso posterior.
La fraceidn -1,19 mm 4707 micras se designé como el "Testi-
go". Su actividad de glucosa-isomerasa se midié por el méto
do de ensayo recogido en la Patente de EE.UU. N¢ 3.%79.869
y era 430 unidades de glucosa-isomerasa (U.G.I.) por gramo.
Su solideé»se-midié-también por el procedimiento de ensayo
de solidez a la rehidratacidn antes descrito,

Las tres porciones restantes de torta de filtra—-
cidn del agregado celular bacteriano hdimedo se mezclaron -
luego individualmente en un mezclador con cantidades contro

ladas de agregado celular bacteriano de Streptomyces oliva-

| Lt

ceus seco preparado previamente que tenia un tamafio de part|
culas menor que aproximadamente 707 micras y que tenia un -
contenido de humedad de 12 por ciento en peso. Cada una de
las tres porciones mezcladas (Muestras 1B, 1C y 1D) se ex--
truyeron, secaron y molieron individualmente y se separaron
como se ha descrito antes para la muestra Testigo'producien

do porciones de agregado celular bacteriano que tenia tama-
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| fios de particulds que pasan a trayészde,un tamiz de 1,19 m4 '
de abertura y édn fetenidas en un tamiz de TOT micras de =
abertura. Se obtuvieron luego la solidez y actividad enzimd
tica de cada porecidn de producto. Los resultados'se mues—-'

tran en la Tabla I siguiente.

La solidez de las muestras se expresa como un -

aumento del porcentaje respecto a la solidez del Testigo.
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a La reduccién en la actiyidad enzimdtica para la
muestra 1D se cree que es debido a-la inactivacidn origina-
da por la temperatura y presién creadas elevadas en el ex=—-
trusor por el contenido de humedad inferior. Parece que pué
de emplearse una adicidn de finos de hasta aproximadamente
70 por ciento en peso basado en los sdlidos totales sin per
judicar. su actividad enzimdtica.
EJEMPLO 2

Se repitid el procedimiento del Ejemplo 1 con log
cambios siguientes. Tres porciones de torta de filtracién -
himeda se mezclaron individualmente con 46,8 por eciento en
peso de finos del agregado celular bacteriano recirculado -
basados en los sélidos totales., Estas tres porciones se ex
truyeron separadamente a través de matrices que tenian seis
aberturas de 3,18 mm de didmeiro, ocho aberiuras de 1,59 mm
de didmetro y diez aberturas de 1,19 mm de didmetro. Los re

sultados se muestran en la Tabla II siguiente.
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L El diémetro de matriz preferido de 3,18 mm a 1,59
mm proporciona un éumento alto deseable en la solidez sin -
pérdida correépondiente de actividad.
_ EJEMPLO 3

Se repitié el procedimiento del Eﬁemplo I con los
siguientes cambios. Se mezclaron individualmente tres por--
ciones de la torta de filtracidn hdmeda con 60,1 por ciento
en peso de finos del agregado celular bacteriano recircula-
do basado en los sélidos totales. Las cuatro porciones se -
extruyeron luego-a través de ocho aberturas de 1,59 mm de -~
didmetro, La parte Testigo (Muestra 3A) se extruyd emplean-
do un tornillo sin compresidén que giraba. a 60 RPM. Una pri-
mera porcidn (Muestra 3B) mezclada con los finos se extru-
yé en las mismas condiciones que la Testigo. Una segunda -
poreidn (Muestra 3C) mezclada con los finos se extruyé em—-
pleando untornillo de compresidn 3:1 de un solo paso a 40 -
RPM, Una tercera porcidn (Muestra 3D) mezclada con los fi--
nos se extruyé empleando nn tornillo de compresidn 3:1 de -
dohle paso a 30 RPM. Los resultados se muestran en la Tabla

IIT siguiente,
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— Todas Jas muestras que empleaban finos reecircula
dos tenfan aumentos deseables en la solidez manteniendo ni-
veles aceptables de actividad.
EJEMPLO 4

Se repitié el procedimiento del Ejemplo 1 con los
cambios siguientes. Una poreidn (Muestra 4B) de la torta de
filtracidén humeda se mezcld con 46,8 por ciento en peso de
finos de agregado. celular bacteriano recirculado basados en
los sélidos totales. Otra porcidén (Muestra 4C) se secd a -~
602C durante 10 minutos antes de la extrusidn. Otra porcidn
(Muestra 4D) se secd a 60°C durante 20 minutos antes de la
extrusidn, Todavia se secd otra poreidn (Muestra 4E) a 602C
durante 30 minutos antes de la extrusidn. Una porci5n final
(Moestra 4F) se seed a 60°C durante 40 minutos antes de la
extrusidn, La porcidn Testigo no tratada (Muestra 4A) y las
otras porciones tratadas se exiruyeron todas a través de -~
ocho aberturas de 1,59 mm de didmetro empleando un tornillo
sin compresidén a 80 RPM, Los resultados se muestran en la -

Tabla IV siguiente.
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— Puedéiﬁerée de los catos anteriorcs que secando -
simplemente la torta de filfracidn, sin afia¢ir finos recir-
culados, no puede alcanzarse la solidez aumentada producida
por la adicidn controlada de los finos. .
Todos los ejemplos anteriores afiadian los finos
recirculados a la torta de filtracidn hdmeda justo antes de
la extrusidén. El ejemplo siguiente deseribe el efecto de la
adicidn de los finos recirculados al agregado celular bacte
riano antes de la filtracidn.

EJEMPLO &
Se siguid el procedimiento del Ejemplo 1 para prg
ducir una suspensidn de agregado celular bacteriano en el -
depésito de almacenamientc antes del filtro. Luego ée afia—-
dieron los finos recirculados del agregado celular bhacteriag
no a una porcidn de los contenidos del depésito en una can-
tidad de 30 por ciento en peso basada en los sflidos totales.
La mezcla resultante as{ como la porcidn no tratada se fil-
traron separadamente, se extruyeron a través de ocho aguje-
ros de 1,59 mm de didmetro empleando un tornillo sin compre
sién a 80 RPM, se secaron, se molieron y se separaron de -
acuerdo con el Ejemplo 1. La porcidn tratada que tenia los
Tinos recirculados tenia una soliﬁez 45,15 por ciento mayor
gue el Testigo no tratado. Asi puede verse gue la adicidn -
de finos recirculados de agregado celular bacteriano después
de la formacién y antes de la extrusidn de un agregado celu
lar bacteriano puede mejorar significativamente la solidez
de las particulas de agregado conformadas resultantes.
Los agregados bacterianos producidos de la forma
antes descrita fueron todos éapaces de coavert ir glucosa -

en fructosa. La actividad de glucosa-isomerasa no se perju-
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Los puntos de invencién propia v nueva, que
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencidn én Espafla, por VEINTE afios, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

8,- Un procedimiento para mejorar la soli-
dez de un agregado celular bacteriano conformado de Strepto-

myces olivaceus, que comprende afladir un agregado celular =

bacteriano de Streptomyces olivaceus finamente dividido y =
seco, previamente producido, que tiene un tamafio de parti-
culas.inferior a aproximadamente 707 micras (25 mallas), a

un agregado celular bacteriano de Streptomyces olivaceus -

desnués de su formacién, pero antes de su conformacidn, afia-
diéndose dicho agregado celular bacteriano finamente dividi—
do y seco en una cantidad de hasta - aproximadamente 70% en -
peso, basado en el peso total de los sdélidos de la mezcla.,

28 .- Un procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicacién 18, en el que el agregado éélular bacteriano -
finamente dividido y s2co se aflade al agregado celular bac-
teriano en una cantidad de aproximadamente 5 a zproximada-
mente 70 por ciento en peso basado en el peso total de los
sélidos de la mezcla.

28,~ Un procedimiento de acuerdo con la rei-

vindicacidn 128, en el que el agregado celular bacteriano -~

-

finamente dividido y secc se afiade al agregado celular bac-

teriano en una cantidad de aproximadamente 30 por ciento en

&
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| peso basalo en 21 p2so total de les sdlidos de la mezcla.
42, Un procedimientd para mejorar la soli-
dez de un agregado celular bacteriano conformado de Strepto-

myces olivaceus,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y para los fines gue se han especificado,

Esta Memoria consta de veintiseis hojas escri

tas a méquina por una sbla cara.

01.FEB. 1980

MADRID,
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