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MEMORTA DESCRIPITYA
que se presenta pare unir a la sollcitud
‘de
PATENTE DE INVENCiON
formulada el 18 de marzo de 1.966, con el nfm. 324.362.
en '
E S P A K a
por VEINTE alfios
a nombre de AGENCY OF INDUSTRIAL SCIENCE AND TECHNOLO@Y,
entidad japonesa, establecida en 1,3-chome, Kasumigaseki,
Chiyoda~ku, Tokyo, Japbn, por:
"UN METODO PARA FABRICAR JARABE QUE CONTIENE FRUCTUOSA A PAR
TIR DE GLUCOSA™

La presente invencién se refiere a un método de isg
merizacién de glucosa en jarabe de fructuosa por medio del em
pleo de una enzima lsomerizadora de glucosa. PN

Como métodos para convertir glucosa en fructuosa,
en la técenica anterior se conocen, hasta shora, el método al-~
calino y el método enzimético, ete; no obstante, ambos méto-
dos son todavia algo diffciles de aplicar en usos précticos,
Bg decir, el primer método da més pérdidas a causa de la des-
composicién de la glucosa, mientras que el Gltimo método tie-
ne a su vez el inconveniente de qué%l medio que contiene xilo~

ga, que es considerablemente costoso, es necesario en la mayo=-
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ria de los casos para producir la enzima por medio del cultivo
del microorganismo.

Un objeto de la presente invencibn es proporbionar,
por medio del empleo de un método enzimftico, un procé&imien#o
nuevo y econdmico para producir un jarabe qus contienc Lfruc-
tuosa que tiene una dulzura equivalente al azfear invertido,
convirtiendo glucosa en fructuosa.

Particularmente, esta invenciébn se refiere_a‘un
nétodo en el que una disolucidn de glucosa o disolucibn que
contiene glucosa, que se ha hecho reaccionar con enzima isome-
rizedora de glucosa derivada 46 un microorganismo que asinila
xilano a través de un cultivo en el medio que contiene xilano
0 materiales que contienen xilano, se convierte en Jjarabe que
contiene fructuosa.

En la naturaleza, la xilosa existe como xilano (bien
enteramenie o casi enteramente de uwnidades de xilosa), que con~
siste en un ingrediente prinecipal de hemicelulosa, en todas
las plantas de Yierra firme. Dicha xilosa se fabrica a esca-
la comercial por medio de la hidrblisis 4Acida del xilano,

Por otro lado, es sabiéo que en ciertos microorganis-
mos se observa vma enzima que es8 capaz de hidrolizar xilano.

A este respecto, puede fabricarse enzima isomerizadora de élqu
ga si el microorganismo se cultiva en el medigdue contiene
xilano. En este sentido, los autores de laﬁ invencién hon &®-
sarrollado investigaciones acercs de un microorganismo, y han
descubierto que wn miembro de Streptomyces genus se desarrolla
perfectanente en el medio que contiehe xilano, y, ademis, los
autores de la invenciln estén convencidos de que se produce
enzima isomerizadora de glucosa. Ademés, en la fabricaciébn

de enzima isomerizadora de glucosa a parbtir del Strepiomyces
genus, tal como por ejemplo, el Streptomyces sp., cepa YT-Ne 4,

- 2—
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no es neccesario emplear un medio tal que contenga xilamo puro,
sino cualquier suétancia que contenga xilano disponible, tal
como paja, salvado de trigo, mazorca dec maiz, vaina délmﬁiz,
salvado de arroz y desperdicios o residuos de pacta, y'aﬁh asl
se fabrica una cantidad considerablc de enzima isomcri25dora

de glucosa.

Por consiguiente, serfa mucho més cconémico que el
xilano se asimilase con Strepbomyces genus gue forma enzima
isomerizadora de glucosa, que el empleo del medio convencional
gue contiene xilosa.

Por otra parte, no puede fabricarse enzima iscmeriza-
dora de glucosa aun cuando, en lugar del xilano, se aplicase
cualquier hidrato de carbono diferente al xilano, tal como glu~
cosa, galactosa, manosa o fructuosa, como fuente de carbono del
medio. ’ .

Ademés, la enzima isomerizadora de glucosa fabricada
segln la presente invencibn tiene superiores caracteristicas
para su aplicacibn comercial. En rcalidad, la enzima ticne un
pH 6ptimo préximo a T; no obstante, puedc aplicarse en el in-
tervalo de pH entre 5'5 y §'0.

La presente enzima es aplicable, ademés, de un modo
efectivo, a una disoluclén de glucosa incluso a concentracién
elevada.

M4s afn; la presente cnzima puede convertir aproxi-
madamente el 50% de la glucosa inicial en fructuosa, con lo
gué a partir de la glucosa puede prepararse un jarabe que tiene
una composicibn y dulzura equivalentes al azucar invertido.

La caracteristica principal de la presente invencién
e¢s proporcionar un método cconbémico de Labricacibn de la enzima

isomerizadora de glucosa, gracias al emplco en el medio de ma-

-3
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terial que contiene xilano; en lugar del empleo de xilosa.

Ademés, la preseﬁte enzima convierte la glucoca en
fructuosa de wn modo efectivo, ya que dicha enzima manticne
estvables las propledades con vistas asu aplicaoién comercial.

4 contimmacién se desoribe en detalle la preseh%e
invencidn coﬁ los ejemplos reales,
Ljenplo 1.

Se inocula Streptomyces sp., cepa YI-NC 4 en un medio
de 400 ml, que consia de 33 de salvado de trigo (que tiene 21%

de wilano), 4% de exiracto de malz en maceracién, 0'1S de SO,lg.

4
7H 0 y 0'3% de C1Wa, que se osterilizé previamente, y we cul-
tisaron a 30eC durante 20 g 30 horas por agitacibn,

Despubs, la ciswbra mencionada anteriormeniec se
trasplanta a wn medio de 10 1 que consta de la composicién an~
terior y después se cultiva bajo airecacibn en un fermentador
Jar (velocidad de aireacibn, 7'5 1/min; 200 rpm; 302C),

La actividad de la enzima isomerigadora de glucosa
en las células llego o un méximo en 20 @ 25 horas. Se 1levé
a cabo un ensayo de determinacién de la actividad de la enzima
isoumerisadora de gluoosa, por medio de la siguionte mezcla
de roaccibns

Disolucidn tamponadora de Lfosfato
OIZDIT (pI_I 7'5)0..nooooooc.l!uoo.ooootiot.'.o 0'5 mlo

Disolucidn de glucosa IMeeeeeservevscannees 012 ml,
Disolucién O'INM de SO&Mga7H20°.°....o...... 0'1l ml,
Digolucibn de enZiMA.oceevsoeesssnscessrease 012-01310,
Despubs de haber hecho reaccionar las sustancias ante-
riorcs a T702C duranie una hora con 2 ml. de wolumen total de
la misma con adicién de agua, dicha reaccibén ge interrumpe
afiadiendo &cido perclérico O'5M, y se hace una estimacién de

la fructuosa por medio de una modificacibn del wméicdo de la

wlm
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cisteina—carbézol, después de una adecuada dilucidn.,

Se define como una unidad de la enzima la cant;dad
de enzima que produce 1 mg. de fructuosa a partir de éiﬁéosa,
durantc una hora y & 702C, y cn las condiciones de enéayo an-
teriores.

A partir de 50 ml. de la anterior disolucidn ds cul-
tivo se recoge la célula por centrifugacidn, que despuls se
lava con agua y se trata por medio de un oscilador sénico,
durante 15 minutos a 10 Ke, después Ge haber sido susypendido
¢n agua. Despubs del tratemiento sénico se obtienen 3C ml.
de lilquido que sobrenada, y se emplea despufs como una fuente
de enzima. Su actividad es de 623 unidades.

A dicha disolucibn de enzima se afiaden 50 g. de glu-
cosa, 5 ml, de SO Mg.7H O 0'1M, 25 ml., de disolucibn {amponadora
de fosfato 0'2 M %pH 7'%) ¥y agua, y el volumen total de la
misma se completa hasta 100 ml. con aguas, y dicha mezcla se
incuba a 658C durante 50 horas ajustando el intervalo de pH
entre 6'8 y 7'2 durante la reaccifn.

Una vez finalizada dicha reaccibn, el precipitante
se separa por centrifugacién, y el lfquido que sobrenada
se trata por medio de una resina camhizdora de iones para Sepa-
rar las sales inorgénicas y las protelnas, y se evapora
por vaclo.

Asi pues, por el tratamiento anterior se obtiene
un jarabe transparente que tiene suficiente dulzura, y que consts
de 54% de glucosa y 46% de fructuosa. Do dicha mezcla se sepa—
ra, por medio del método convencional, el complejo de fructuo-
sa y calcio, afiadiendo lechada de cal.

La fructuosa obtenida a partir de la misma se decolo~
ra posteriommente, y cristaliza después de un procedimiento de
concentracibn que se congigue disminuyendo la presidbn. Se ob-

tienen 11 g. de fructuosa.
-5
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Después se consigue la muestra de la misma con cro-

matografia de papel empleando un disolvente tal como fenol:
agua (4:1), piridina: bubanol: agua (4:6:3). Como agégfé de-
tector se emplea reactivo de resorcina, que es especifieo para
la cetosa. |

Del resultado anterior se ha deducido gue ei"indice
de Rf de la misma corresponde exactamente eon el indide de
Rf de la fructosa comparativa. Ademds, la polarizacihn roia-
toria de la misma era exactamente igual gue el valor'dg'la
fructosa de comparacibn. '
Ejemplo 2 B

Se describird un caso en el que se emplea xiiaﬁo
puro como fuente de carbono del medio.

En este ejemplo se han empleado Strepiomyces flavovi
rens, Strepltomyces echinatus, Streptomyces achromogenus y Strep
tomyces sp., cepa YT- N2 4, '

Estos microorganismos se preparan para su culbivo
en un medio de 50 ml. que contiene 1% de polipeptona, 0!'3%
de PO4HK2, 0'1% de SO4Mg.7H20 y 0'5% de xilano, a 302C, por
agitacibén despubs de su inoculaciébn.

Después del cultivo, las células se recogen por
centrifugacibn y, después de lavarlas con agua, dichas células
recogidas se ponenn en suspensibn en agua para tratarlas con
el oscilador sémico durante 15 minutos a 10 kc. Despuds Gel
tratamiento sénico, se obtiene wun 1lfgwido que sobrenada /20 ml),
que se emplea después como disolucién de enzima.

Log resultados de las determin clones de su gctivi-

dad se muestran en la Taebla siguiente.
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TABLA 1 :S 22 Z% 25 ia :Z 14.;;;;73,

N

" pirinE i et
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Cultivos Azficar ini- Azticar res—~ Actividad Protelna Tiempo de
cial (g/50 ml) tante (g/50 de la enzi de la ¢f ocultivo
ml) ma(unidades) lula(mg) (horas)
St. flavovirens 0125 0120 10'0 66'4 - 14
St. echinatus 0125 0'19 3218 8213 7 22
St. achromogenus 025 0'16 4112 76'8 10
St. sp.cepa YT-N2 4 0!'25 0'o7 1228 8614 - 34

La actividad de la enzima especificada en ia_Tabla 1
indica las cantidades de fructosa producida cuando 80'm;; de
disolucién O'1M de glucosa se hacen reaccionar, a 709§ y duran-
te una hora, con el total de la disolucién anterior de enzima.

Aungue pueden aparecer algunas diferencias en la ac—
tivided, todas las cepas producen enzima isomerizadora de glu~
cosa que asimila xilano,. |
Ejemplo 3 '

Se deccribird ahora el resulitado de una reascibn de
isomerizacibn realizada a varios pH empleando la disolucién
de engzima que se prepard de una forma similar de acuerdo con
el ejemplo 1.

Composicién de la disolucién reaccionantes 18 g. de
gluoosa. 25 ml. de disolucibn tamponadora de fosfato 0'2M para
varios pH (solamente se empled disolucién Hamponadora M/10 de

Mg 07H20

glicina~NaOH (25 ml.) en el caso de pH 9). 5 ml. de SO4

011M, disolucidén de enzima (260 unidades).

Después de que el pH de la mezcla respectiva de las
sustancias anteriores se ajusta a 5'0, 5'5, 6'0, 6'5, T7'0, 8'0
y 9'0, el volumen total se completa hasta 100 ml. com agva, ¥
la nezcla respectiva se hace reaccionar a 659C durante 50

horas. EL pH de las mismas se ajusta cada 6 horas empleando

T
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WalH, Los resultados se muestran en la Tabla 2,

Tiene lu:ar una isomerizacidén distinta dela reacceibn
de la enzima cuando el pH de la reaccibén esti cn el lado alca-
ling, y 1la Tablé 3 muegtra los valores de fructosa deducida,
producida por medio de una reacclbn sin enzima.

De los resultados anteriores de deduce gue el pH

aplicable ha de estar en el iniervalo de 5'% a 3'0,
TABLA 8

Horas de rcacclén Reaccidn (pH)

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 8.0 G.0

[

20 fand laad 305%0 5-1g 608@: 7018‘ 71
S 3

5
50 1.9 2.Tg 5.4g. T.5g 10.0g S

(114

-
I8 [

fios valores anieriorcs indican la cantidad (g) de iruciosa ior-

wane 2 partir de glucusa.

TABLA 3
Horas de Reaceibn(pH)
reaccidn .
5.0 5.5 6.0 6.5 T 0 8.0 9,0
50 1.98 2.7 S.dg  6.8g  9.0g8 3.9 2.1g

Los valorcs anteriores indican la cantidad (g) de fructosa for-
mada a partir de glucocsa.
Bjemplo 4

En este ejamplo se describirdn los rosuliados de
varias rcacciones llevadas a cabo a temperabura variable, {i-
jando el pli de rcaccién entre 6'6 y T'2.

La disolucién de enzima se prepard de acucrdo con

ol proccdimicnto del ejemplo 1.

=
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Compozicibn de la disolucidn rcaccionante:
GLUCOSOasssasavsscssscsossssssvsasenssscssasacs LO'O gZo
Disolucibn tamponadora de Ffosiato O'2H ....... 25 nl,
30 Mg.ngO OVIM soeeenvsoascsavvacassasnansass D Il
5 Disolucibn de enzima (433 unidadces). ‘

El volumen total de la mezcla so completd en agua
hasta 100 nl. Ia reaccién se ha llevado a caebo respeobtivamente
a variog intcrvalos de temporatura, talcs como a 402C, 459C,
502C., 602C., 702C., y 802C., ajustando ¢l pH a 6'8~7'Z cada

10 12 horas empleaﬁdo NaOH.

Los resultados se muestran cn la tabla 4.

Por los rcsultados anteriores se ha comprobado que
la presente enzima es capa zde reaccionar a una bemperatura
increlblemente elevada, logue significa que la presenie en~

15 zima tiene superior cstabilidad al calor. Sin embargo, el
intervalo de temperaturas aplicable adecuado della enzima es-
t4 comprendido enire 45 y 009C, ya cue una bemperatura de
reaceién que exceda de 802C puede ravorecer la aparicibn de

color, debida a la descomposi,;én térmica del azficar.

20 TABLA 4
Horas de Yemperatura de reaccibn (eC)
reaccién
40 45 50 60 65 70 80
20 2.2¢ 2.8g hoog 6.0 8.5g 8.6g 8.9¢
44 4.68 5.58 7.08 8.3z 8.9g¢ 8.9g 8.8¢g
25

Los valores anteriores muestran las cantidades (g) de fructosa
formada a partir de glucosa.
Ejemplo 5

En este caso se han obtenido wvarios rcsultados,

30
a los que se ha llegado fijando el pH y la femperatura en

O




10

15

20

25

324382

618-7'2 y 652Q, respesctivamente, y llevando a cabo la reaccidn
a varias concentracioncs de glucosa.

Las distintas concentraciones de glucosa aplicadas
a estc ojemplo cran 185, 365, 50%, 60% y T0%.

Ia composicibn de la disolucidén de reaccibn se pre-—
para seglfn la forma que se indica en la Tabla 5, y la diso-
lucibn de enzima se pfeparé‘segﬁn el procedimiento del ejemplo
1 anterior,

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla Go

Por los resultados anteriores, que se indican cn la
Pabla 6, se ha comprobado que la presenive reacciém de isomeri-
zaclbn para producir fructosa progresa incluso a una elevada

concentracién de la disolucidn de glucosal

TABLA &
Concentracibn , )
de glucosa 185 365 50% 6055 70%
Glucosa (g) 18 36 50 60 70
Disolucién tampona
dora de fosfato
Qvaul 20 20 20 20 20
SO4Mg°7H20 0'iM 5 5 5 5 5
CL2COa6H20 Qo] 1 1 1 L 1
Disolucidn de
enzima (wnidades) 307 307 307 307 307
Volumen de reaccidn 100 100 100 100 100

] Owe



10

15

20

25

30

324382

TABLA 6
Horas de Concentracidn de glucosa
reacclién
189 36% 5055 605 - TO%
20 805{5 13 .2{; 15.8g 17 .8g 17018 ’
48 9,5¢  18.2g 24..0g 25.6g  29.6
70 9.6 19,0 2545 28.2 32.0
92 9.6 19.5 26.0 31.2 34.9
Relacibn de
couversidn . , ) , ,
despubs de 92 53.3%  54.2% 52405 52.05% 49.,9%
horas de reac-
cibn

Los valores indican cantidad(g) de Lructosa formada a partir
de glucosa;
Tjemplo 6

Un medio de sicmbre (50 ml.) que contiene 1§¢ de xi-
losa, 15 de polipeptona, 0'35% de PO4HK2 y 0115 de SO&Mg.?HZO
se introduce en un Xolbe, y se inocula cepa YI-N2 4 de Strepto
myces sp., Gespubs de haber sido esterilizada, y se cultiva
a 302C durante tres dias.

Después se aplica dicho cultivo como siembre cn el
experimento presente. Bl pH del medio para Lfabricar la enzima,
que contiene 5% de salvado de arroz, 3% de licor de maceracibn

de maiz, y 0'1% de SO Mg.7H20, ge ajusta a T'0. Se toman 100

ml. del medio en el Kilbe de 500 ml., y se esterilizan. Des-
pués se le inoculan 4 ml. de la siembra anterior, y se cul-
tiva a 309C durante 30 horas por agitacién.

La disolucién de enzima preparada a partir de 50
ml. de este cultivo tiene un valor de 700 unidades.

Las células cultivadas sc recogen después por cen-—

iy Iy -
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trifugacibn, y después dichas células recozldas se cuspenden

en agua v se destruyen empleando un oscilador sbénico a 10
¥e duranve 15 minutos,

Después se centrifugen las células destruldac y cl
1Iquido que sobrenada que resulia se emplea como fuenic-de
enzima. Dicha disolucidn de enzima se hace reaocipnar con 2C0
g. de glucosa de la misma forma que en el ejemplo anierior.

Como resuliado, se convirtieron en fructosa 200 g.
(49'55) de glucosa eupleada como sustrato de la enzima.

Despuds de desproteinizarla, se emplearon carblén
activo y resina cambiadora de lones para purificar la anberior
disolucibn de rcaccibn, y despuds se concentrd hasta un con-
tenido de agua de 25%.

Ia cantidad producida fué de 195 g. en forma de suctancia
anhidra.
&jemolo 7

En cste cjomplo, se describen los resultados cxpe—
rinentales de ensayos on los que Se emplean vaina dc maiz ¥y
magorea de mals como fuentes de xilano.

Bl medio (50 ml, pH T'5) que contiene 45 de licow
de maceracién de mafz, 0'1% de SO4Mg.7H 0, 0'025% de CL,Co.
6H 0 v 3% de vaina de malz o 3% de mazogcavde nalz s6lidos
h;gta ma malla de 131 micras de abertura, sc coloca en un
¥olbe de 200 wl. de ecapacidad, ¥ sc inocula cepa Y8-11¢ 5 de
Streptonyces sp., decpués de haboer sido esterilisado.

Una vez cultivado el medio anterior a 302€ durante
43 horus por aglitacién, se prepard la disolucidén de enzima
segln la forma anteriors

in la Wabla 7 se dan las actividades cestimadas de

la onsine isomerisadora de glucosa.

=] P
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TABLA 7

Juente de xilano

Ringuna 24.5
Vaina de malz 401,00
Hazorca de malz 32045

So produce enzima isomerizadora do glucofa aun clan-—
do se empleen vaina de malz y mazorca de malz como funﬁto de
Xilano,

Ahora, o la disolucibn de enzima (481 unidades) que
se obtuvo en el procedimiento cn que o cupleb vaina de malz co
mo fuente de xilano, se afiaden 100 g. de slucosa mnhidra, 50
nl. de aisolucibn tamponadora de Tosfato 012 (pH 7'5) y 10
nl., de SO4Mg.7H 0 0'1M. 1 wolumen botal o completa con
agua hasta 200 il. Despuds, dicha mescla se incuba a T09C,

Duranie dicha reaccibn, el pH de la misma sc éjusta
cn el intervalo comprendido ontre 6'3 y 7'2 utilizando NaOH.

Despuls de 90 horas, sc convivtié on fructosa el
4315¢ de la glucosa

Despuds de la roaccibn citvadu, ze desproteiniza
la disolucién que se ha hecho reaccionar, y dicha disolucién
se purifica posterioimente empleando carbén aciivo y resina
cambiadora de ionesg, ¥y la disolucibn se concentra hasta un
contenido de agua de 25%.

La produccibén obtenlda a partir del procedimlcento
anterior fué de 98'0 g. on fomea de una csustancia anhidra.
Sjemplo 8

En este ejemplo se describe cl caso c¢n que &
ciplean como sustratos de la enzima las aguas madres (hidrol)
obtenidas en la primera cristalizagcién de un hidrolizado de

almidbn.
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Un medio que contiene 35 de salvado de trigo, 4%
de licor de maceracifn de mafz, 0'1% de SO#Mg.?H 0 y 0'025:
de C1 00.6H20, se ajusta a pH 7'0 empleando HaOH? Después
se regogen en un Kolbe de 500 ml. 100 ml. del medio oriterior.

Una vez esterilizado, se inoculan 4ml. de ia diso-
lucibn del medio (cepa Y@-I2 5 de Streptomyces sp.) que fué
cultivado con el culiivo de siembra del cjemplo 6 anterior-
nente mencionado. Después se cultiva a 302C durante 48 horas
por agitacibn.

50

La disolucibn de enzima preparada & paritir o
nl. de caldo &e cultivo tiene 760 unidades. Recogiendo por
cenirifugacibén las células cultivadas en el caldo de 50 ml.,
dichas células obtenidas a partir del procediniento anterior
ge emplecan como Fuente de enzima, después ce lavadas. Como
swetrato de la cnzima para el procedimicnto de isomerizaciln,
se aplican aguas madrcs (hidrol) de D.E. 87.

A 100 g. de aguas madres (kidrol) se afladen cnzina,
Mg (0H) L1/400 y C1 00.61-120 JI/1000, y el volumen total se com-
plota ﬁasta 200 ml% con agua, después de ajustar el pH a T'2.
Después se incuban a 709C. Durante la reaccidn, el pil de la
nisma c¢ ajusta en el intervalo comprendido cnire 6'C y 7'2.

Despuds de 50 horas, se¢ convierte en fructosa cl
455 de la glucosa. Sacando las células de la @isolueién reaccio
nante, dicha disolucidn rcaccionante se purifica empleando
carbbn activo y resina cambiadora de iones, y sSc concentra
hasta que ¢l contenido de agua llega a 25%;

Te composicién del producto es de un 265 de fruc—
tosa, 31'8% de glucosa, 17'2% de oligosacdrido y un conbenido

de agua del 25%.

iy 7.
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“jemplo 9

Un medio de eiembra ¢ue ticne una composicidn tal
gue consta de 1% de xilosa, 1% de polipephona, 035 deAPO4HK2
y 0'1% de SO Mg.7TH 0, sc coloca en un Kolbe y se esteriliza.
In este medig se iﬁocula después cepa YI-12 4 de Strép@qmy-
ces sp. y se cultliva a 30¢C durante 48 horas.

A continuecibn, y como operacionss intermedias
pare cl cultivo, sc realiza un cultivo con un medio de 50 1. y,
después, un cultivo en un medio de 500 1. para aumentar la
produccidn de células; fiﬁalmenﬁe, dichas operaciones llegan
a un medio de culbivo principal de 5.000 1, |

La composicién del medio aplicado en la presento
operacibn, exceptuando ol medio de siembra, es de 3% de
gsalvado de trigo, 4% de licor de maceracién de malz, 0'1%
de SO Ng.TH O y 0'0253 de C1 Co.G6H O. '

¢ E% pH del medio an%eriorzse ajusta a 6'5 emplenndo
NaOH, y después se csieriliza dicho medio.

Il procedimiento de cultivo e realiza bajo con-
diciones tales como 302C, 1/3 de volumen de aireacién del
caldo por minuto, y agitacién a 200 rpm. Después de 24 horas
alcanzé un mAximo la actividad de las células,

La disolucibén de enzima preparada a partir del cal-
do de 50 ml. tenfa 750 unidades. Despuds del procedimiento
anterior, se separa menos salvado de trigo contenido en el
caldo, empleando un tamiz de malla. Las células se recogen
empleando un filtro-prensa, con lo que se obtuvieron 1000
kg de células. Las células recogidas se suspenden después
en agua.

Las células én suspensibn se destruyen empleando
un homogeneizador de alte presibn, y las células destruldas

ge emplean como fuente de enzima. Como susirato de isomeri-

15
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zZacién se ha empleado Jarabe de almiddn convertido de D.H. 92'5
en una concentracidn de 504 (que consiste en 87% de glucosa,
¥ oligosachrido que contiene 13% de disacérido).

Se toman 15.000 Kg (como materia s6lida) del-jurabe
de almidbn convertidlo anterior se introducen en un depdsito
de lsomerizacifn que tiene una capacidad de 30 m3, y ec. afiaden
Hg{OH) .M/400 y fuente de enzima, después de haber sido calen-
tado hgsta 652C. Despubs, la temperatum y el pH durante la
isomerizacifn se han mantenido, respectivamente, en 659C y
en aproximadamentie T7'0 empleando WaOH,

En el dibujo se muestran las relaciones de counver—
gibn, el control de tvemperatura y el control de pH durants el
procedimicento de isomerizacibn.

Después de 90 horas, la relacibn Ge conversibn llegd
a aproximedamente cl 45¢%, y la disolucién que se habla hecho
reaccionar se purificéd despuds empleando carbdn activo y rcsina
cambiadora de iones, como en el procedimiento convencional de
purificacibn. Despubs se Ffabricd producto f£inal, después de
concentrado hasta un contenido de agua del 25%,

&l rendiniento de producto fabricado fué de 19.500 kg.

Bl resuliado del andlisis del mismo dfo 29165 de
fructosa, 36 de zlucosa, 9'4% de oligosacéirido que contiene
disacérido, y un contenido de agua de 255,
5jenplo 10

Segln las operacioncs descritas en el ejemplo ante-
rior 9, se realizan, uno después de otro, un cultivo de sieme
bra, un cudtivo intermedio y un cultivo principal.

Bl medio tiene una composicibn de 3% de salvado de
trigo, 4> de licor de maceraciln de maiz, 0'l% de SO Mg.7H O
y 010255 de 01200,511200 ' ¢ :

—1.6—~



10

35

20

25

30

El pH inicial de la operacibn de culiivo se ajusta
a 6'5 empleando Malll, v el procedimicnio de cultivo se lleva
a cabo en condiciones tales como 308C, 1/3 de volumen de ai-
reacibén del caldo por minubo, y agitacién a 200 rpm, Jdespubs
de haber sido csterilizado. Despuls de 24 horas, la aé%ividad
de les c6lulas llegb al mixino.

Ya disoluclén de cnzima preparada a partir Ac 50
ul. wel caldo tenfa 700 unidades. Despubds el nroccdimizndbo
anterior, se separa menos galvado de trigo contenido ca el
caldo, empleando un tamiz de mallas., Las cbéludlas se recogen
empieando un filiro-prensa, con lo que se obtienen 9CC kg.
de células, Dichas célulis recogidas sc emplearon como fuen-
te de cnzima.

Como sustrato de isomerlzacibn, se cuplceb jarabe
de almidén convertiido do D.E. 97'0 en una concentracibén del
506:, que consta de 87w de slucoza y 139 de oligosachrido
que contiene disacérido).

Se fboman 15.000 Kg (como sustancia sbélida) del
jarabe de almidbn convertido anterior y sc colocan en wn
depbsito de isomerizacibh que ‘iene una capacidad de 30 m3, ya
so afladen al miswo, una ves dleniado hasta 652C, 30 Mgs7H O
11/400 y fuente de enzima. Duranic la isomorizacién,4la sempe—
ratura y el pH se ajustaron o aprozimadomente 6520 y aproxi-
nadamente 7'0 utilizando Halll, regpectivamenteo.

Despuds de 100 horas, la relacibn de conversiln
llegb a aproxinadamente 47%, y la disolucibn quc habla rcaccio-
nado se purificd después empleando carbbén activo y rcsina cam-
biadora de iones, como en el procedimiento convencional
de pwrificacibn. La cantidad de producto obtenido finalmente,

despuds de un procedimicnto de concentracién hasta el 25% de

17~
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El resultado del 4nalisis del producto anterior dib

agua, fué de 19,500 kg.

3345 de fructosa, 37'T¢ de glucosa, 3'9% de oligosacérido
que contiene disacérido, y un contenido de azva de 25;.

La presente solicitud que corresponde a la prssen-
tada en Japén con fecha 11 de Mayo de 1.965 bajo el ifmi.
27.525/65 se acoge a los bencficios del Artfculo 51 del vie
gente Lstatuto sobre Propledad Indusirial.

¥ O T - A

Los puntos de invencibn propia y nueva que se pre-
gsentan para que scan objeto de la presente solicitud de Pa-
tente de Invenciln en Hspafia, por VEIHTS afios, son los si-
guientes:

1.~ Un método para fabricar jarabe que contiene
Tructosa a partir de glucosa que estéd caracterizado porgue
la solucilbn de glucosa o solucidn que contiene glucosa es
tratada con enzima isonerizadora de glucosa enziméiicamente
a 45-802C con pH comprendido entre 5,5 y 3,0.

2.~ Un nétodo de producir Jarabe que contiocne Lrue-
tosa a partir de glucosa como sc reivindica en el punto 1,
en ¢l cual la enzima es derivada de cultivo de microorganis-
mo que asimila xilano y que forma enzima isomerizadora de
glucosa a través del medio de xilano o de materiales que con-
wienen xilano.

3.~ Un método de producir enzima isomerizadora de
glucosa como se rcivindica en los puntos 1y 2, que csté
caracterizado porque la enzima isomerizadora de glucosa es
derivada de microorganismo que asimila xilano y que forma

enzina isomerizadora de glucosa que eg cultivado a través

\ 18-
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del medio de xilano o de materialcs que contienen xilanoe.

4.~ Un método de producir jarabe que contiene fruc-
toza a partir de aguas madres (hidrol o vewrdes), deriﬁédas
de un hidrolizado de almidbén, quecs tratado con enzimra isome—

> rizadora de glucosa, como se reivindica cn los puntos 1l a 3.

5.~ Un método paré fabricar jarabe que contiene
fructosa a partir de glucosa.

Tal y como e ha descrito en la memoria que antecede,
representaia por los dibujos que se acompalia y para los fines

10 que se han especlficado.,
Lo presentc memoria consta de diecinueve hojas es-

critas a mAquina por una sola cara.

ymaria, 14 ABR.136b

P.A.

1zab

co. W ~19-
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