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' tecnologia para la produccién de soluciones gue contienen

‘en fructosa mediante el usoc de catalizadores alcalinos.

. a la falta de selectividad de los catalizadores alcalinos,. | ..

to aceptable se requiere de procedimieﬁtos complicadba_yfde_

La presente invencién se refiere a un procedi- 7
miento para la conver816n enz1métlca de una porc16n de glus
cosa contenida en una soluclon de la'mlsma y obtencién-de,:
fructosa. o -

Existen muchos procedimientos conocidos en lai'

fructosa, Estos procedimientos pueden agruparse en tres ca- |
tegorfas generales. o

En la primera categoria, la sucrosa se invierte
a la glucosa y fructosa mediante el uso de un écido'o'invqg .
tasa. '

En la segunda categoria, la glucosa se convierte

Existe una gran diversidad de articulos y patentes que des-
criben diferenﬁes catalizadores alcalinos y el uso de los i
mismos para la-conversidén de la glucosa en fructbsa. Cbm6  
ejemplos de los pfocedimientos en que se utilizan~1os,caté;
lizadores alcalinos son de mencionarse los qﬁe se describén,:'
por ejemplo, en las paterntes de los E.U.A. nins. 2 487 121
2.706.889; 2.35.664, 3.285.776; 3.383.245 ¥ 3.305.395.
Sin embargo, existen diversas deaventajas’gsofri‘lf;

ciadas con la isomerizacién alcalina. Por ,ejemplo,,debidb:'

se puéden formar algunos subproductos no deseados, tal_éomé ?'
grandes cantidades de materiales coloridos y &cidos. Para’
refinar los licores de la isomerizacién alcalina éon 653336 B

de remover los subproductos no deseados y obtener un produg |-

alto costo,

‘La tercera categoria de procedimientos para la
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 fructosa. En la teconologia éorréépondiente, Se conocen Vv

la conversibén enzimltica de la glucosa a partir de una solu

cién que contenga la miéma, por eJem§lo,'jarabe de maiz, en

rios micro-organismos que producen 1a;isoﬁeraza;de glucosa,
Por ejewplo, en un artfculo qﬁe_apareég en Scienc, Vol. 125

pdginas 648-9 (1957), 3é deécribe.qné;una‘énzima derivada de¢

la Pseudomonas hydrophila isomerizarla giﬁcdsa en frﬁctosé.
Asimiémo, la patente brifénica-nﬂf 1.105;394 v la pétente'
japonesa 7428 (1966) de Takasaki etjal indica que los micro+
organismos clagificados cémo perﬁenécientes'al'género Strept

tomyces, tal como Streptomyces flavovirena, Streptomyces

echinatus y Streptomyces albus producen el isomeraza de glu

cosa, Existen muchos otros micro-organismos que se descri-
ben en la tecnologia como productorGS'de la isomeraza de glu
cosa, Algunos otros dé estos micro-organismos se describen,

pdr ejemplo, como pertenecientés a las clases denominadas

Aerobacter cloacae, Bacillus megaterium, Acetobacter subo-
xydans, Acetobacter melano enué, Acétobacter'roseus, Aceto-

bacter oxydans, Bacillus fructosa y Lectobacillus fermenti.

Debido a los aspectos econémicosrimplicados en
la produccién de la isomerasa de glucosa,'es'desuma-impor-_
tancia utilizar la isomerasa bajorlaa condiciones en que se
logren los rendimientos méximos utilizando las cantidades
winimas dé isomerasa de glucosé. Asimismo, lés condiciones
para la isomerizacidén deben ser tales que 8e oriéinen las
cantidades minimas de subproductos inadecuados.

La isomerasa de glucosa se produce principalmen-
te de manera intracelular por parte dé los micro-organiémos

anteriores. Siendo asi, la mayor parte de la isomerasa de
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glucosa se encuentra dentro y/0 en las. paredes'celulares

de los micro-organlsmos Normalmente, cuando estas células

se utilizan para isomerlzar la glucosa en fructosa, 1a iso

merasa durante la isomerizacién se libera o se extrae'de la

misma; en este caso, la isomerasa de las células se encuen-|

tra pricticamente solubilizada. Para la recupe?ﬁcibn de la
isomerasa se requiere de un procedimiento coﬁpliéado'y de
alto costo con objeto de que pueda utilizarse en ofra reac;
cién de iéomerizacién. '

En-un articulo titulado*"Stregtoﬁyces Glucose

Isomerase" que apareci6 en Fermentation Advances (1969), .
péginas 561-589, la isomerasa de glucosa derivada de un Qi
éro—organiamo'perteneciente'al género Stfeptomzées se fija
o estabiliza sobre o dentro de las células. Este tratamien
to de fijaéién o de estabilizacién consiste en el calenta;
miento de las células que contienen la isomerasa de gluco-;
sa intracelular. la enzima fijada se coloca en una columna;
Y se hace pasar continuamente una soluclon de glucosa a -
través de la misma. A medide que la glucosa entra en,coéﬁéé
to con la . enzima fijgda, se produce continuamente la fruétg
sa, Aun cuando el prbcedimientb descrito en esfe articulof
representa aparentemente una solucibén parcial al probiema,
de reutilizacién de la isomerasa de glucosa, se realizd a :
una escala demasiado pequefia en que los'parémetros de tra-.

tamiento aplicados no resultan adecuados para su empleo en.

“la prActica comercial. Por lo tanto, seria dlficll, si no

es que 1mp081ble, reducir este procedimiento a la escala co,
mercial y producir una solucidbn' conteniendo 1& glucosa-fruc

tosa de calidad aprOplada.

Siendo asi, existe la necesidad de un procedi--

PR ez e b
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rres, se definen como sigue:

miento comercial continuo para la isomerizacidén enzimética
de la glucosa en fructosa.

De acuerdo con la presente invencidn se proporcig
na un procedimiento para la conversién enzimética de la glu-
cosa en fructosa, el cual consiste en la formacidn de una sg
lucién conteniendo glucosa cuya viscosidad es de 0,5 &4 100
centipoises, pH de 6 4 9 y con una concentracién de 5 & 80%
en peso de glucosa; calentamientd'de la solucidn hasta una
temperatura de 202 & 809C y paso de dicha solucibn a través
de un lecho que contiene las células de micro-organismos que
contienen la isomerasa de glucosa intracelular que ha sido
tratada para inhibir la extraccidn de la isomerasa de las cé
lulas que tienen una actividad de isomerasa de glucosa al me
nos de aproximadamente 31 UIG por cenfimetro cibico de lecho)
un valor de estabilidad al menos de aproximadamente 50 horas
y una relacién de profundidad a ancho al menos cercana & 2,
a una velocidad de flujo en que hasta el 54% en peso de la
glucosa se transforme en fructosa, en que el color de la so-
lucién transformada aumente menos de 2 unidades de color y
en que no se presente una produccidén considerable de psicosal

Los diversos términos y expresiones empleados en

lo anterior, asi como en la descripcibén y ejemplos posterio-

VALOR DE ESTABILIDAD

El valor de estabilidad se determina colocando la su
ficiente cantidad de isomerasa de glucosa fijada en
una columna para obtener 1000-4000 UIG en la wmisma.
Una solucidén que es 3M en glucose a pH de 7, 0,001M
en CoCl, y 0,005M en MgSO3 se pasa a través de la co

lumna & un gasto de 20 hasta cerca de 80 ml/hr. La co
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- en condiciones de equilibrio. El {ndice de actividad
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lumna se mantiene a la temperatura de 60¢eC. La frac-

T\v,umu nn
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cién de glucosa transformada en fructosa en el efluen
te se determina después de 20 horas para &segurar que

el lecho de isomerasa de glucosa fijada se encuentra

de la isomerasa de glucosa fijada se calcula haciendo
uso de la siguiente férmula:

Indice de actividad = (R/E) log (0,504/(0,504~I), en
donde I es la fraccidn de glucosa convertida en fruc
tosa, R es el gasto de flujo (ul/hr) y E es el nfme-
ro de UIG iniciales en la columna,

El indice de actividad se determina periédicamente;l
el tiempo requerido para que el indice de actividad
alcance la mitad del valor inicial (valor después de
20 horas) es el valor de estabilidad en horas.

UNIDADES DE COLOR

El color se determina por métodaaespéctrométricos mi
diendo la absorbancia a 450 mp y 600 mi de un licor
diluido en forma adecuada Yy con una celda de 1 cm to-
mando como referencia el agua. El espectrometro con-
51s%id de un aparato Beckman DK-2A manufacturado por
la Beckman Instrument Company. El color se calcula
utilizando la siguiente férmula:

109 (4 - A )
Unidades de color = 450 600

C
A450 = &bsorbancia a 450 mu
A600 = abgorbancia a 600 mu
C = concentracién en gramos de sustancia seca por 100

ml de licor.
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CONTENIDO DE FRUCTOSA EN EL LICOR ISOMERIZADO

El contenido de fructosa en el licor isomerizado se
determind midiendo el camwbio de la rotacién especi-
fica que se presenta durante la isomerizacidn. La ro-
tacidén especifica se determind utilizando un polari-
metro automltico NPL Modelo 969 de la Bendix Corpora
tion. Las rotaciones se determinaron a la concabra-
cibén de 2,5 g/100 ml en una celda de vidrio contro-
lada a 252C., La trayectoria de la celda fué de 50 mm.
las rotaciones especificas se determinaron al princi-
pio de las reacciones de isomerizacién una vez que tg
dos los ingredientes de la solucidén conteniendo la glu
cosa ge habia combinado. Para determinar el cambio en
el contenido de fructosa, se midid la rotacidn especi
fica del licor isomerizado. Todas las muestras se
ajustaron al pH de 4,0 mediante HCl diluido con obje-
to de interrumpir la accidén de la enzima antes de la
dilucidén para la determinscién de las rotaciones. El
cambio en el contenido de fructosa se calcula emplean
do la siguiente férmula:

100 (A: - A)
% de F = 1 0

’13819
Ai = rotacidén especifica del licor isomerizado.

A, = rotacidén especifica de la solucién conteniendo
la glucosa antes de la isomerizaciodn.

En la férmula anterior, el factor -138,9 es el cam-

bioc de la rotacibén especifica que se presenta cuando

la glucosa se transforma completamente en fructosa.

UNIDADES DE ISOMERASA DE GLUCOSA INTERNACIONALES(UIGL
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Representan la cantidad de enzima que convierte una
micromol de glucosa en fructosa por unidad de minuto
en una solucién que contiene 2 moles de glucosa por
litro, 0,02 moles de MgSO4 por litro, y 0,001 mol de
CoCl, por litro a pH de 6,84~6,85 (maleato de sodio |
0,2M) y a la temperatura de 609C,

COEFICIENTE DE CAPACIDAD DE EXTRACCION

El material celular conteniendo la isomerasa fijads
o estabilizada se mantiene en una suspensién acuosa
conteniendo 0,001 mol de cloruro de cobalto por li-
tro a la temperatura de 589C y al pH de 6,5 (regula-
dor de maleato de sodio 0,05M). El material celular
se conserva en estas condiciones durante 20 horas.
Una porcidn de la suspensidén se somete a ondas sdni-
cas & 20 kilociclos mediante el uso de un Sonificador
Branson §75. El1 material resultante se centrifuga y
el producto resultante se analiza en cuanto a la ace-
tividad de isomerasa. Otra porcién de la suspensibdn
(sin el tratamiento de ondas sénicas) se centrifuga
y se determina la actividad de isomerasa del centri-
fugado. La actividad de la isomerasa extrafda en el
Ultimo centrifugado dividida por la actividad de la
isomerasa en el centrifugado del tratamiento con on-
das sénicas multiplicado por 100 es el coeficiente de
capacidad de extraccidn del material celular tratado.
El procedimiento de la presente invencidn propoxr
ciona ciertas ventejas. Por ejemplo, permite que el procedi=-
miento pueda llevarse a cabo de manera fécil y econdmica a
escala comercial. Por otra parte, es bastante eficiente en

cuanto a la utilizacidn de la isomerasa de glucosa y la-png
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duccibén del jarabe de glucosa-fructosa con un color, ceni-
zas y paicosa minimos. Asimismo, la reaccidn de isomeriza-
cién puede realizarse continuamente, lo cual evidentemente
es una wentaja notable en cualquier operacién de menufactu~
ra.

Las caracteristicas de 1a solucién conteniendo
la glucosa son relativamerte importantes para deterainar
las condiclones exactas bajo las cuales se debe realizar
la reaccidén de isomerizacién. Existen bastantes métodos co
nocidos en la tecnologia para la produccidn de las solucig
nes conteniendo la glucosa. Por ejemplo, los wétodos que
normalmente se aplican comercialumente incluyen la sacarifi.
cacién del almidén de maiz para formar l& glucosa&. Estos
métodos pueden agruparse en tres categorias. La primera de
éstas consiste en un procedimiento &cido en gue se hace uso
de una solucién dcida diluida para la hidrdlisis del almdbn
y formar la glucosa. La segunda categoria consiste en un
procedimiento fcido-enzima en que el almidén se liciia por
medio de un tratamiento &cido moderado y luego se utiliza
une enzima para transformar el alniddén licuado en glucosa.
La tercera categoria es un procedimiento enzima-enzima en
que se aplican dos tratamientos con enzimas, el primero de
ellos para licuar el almidén y el segundo para la transfor-
pacidn del almiddén licuado en glucosa. En el procedimiento
de la presente invencidn, se prefiere utilizar una solucidn
conteniendo la glucosa producida mediante cualquiera de los
dos Gltimos procedimientos indicados antes, ya que por lo
general tales soluclones contienen mayores cantidades de
glucosa sobre la base de sustancia en estado seco, menores

cantidades de fcidos que pricticamente deben neutralizarsg,
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menor color y menores cantidades de oligosacéridos. La so-
lucidén conteniendo la glucosa puede pefinarse, en caso re-
qurido,mediante los procedimientos convencionales antes de
someterla al procedimiento de la presente invencidnm.

La viscosidad de la solucidn conteniendo la glu-
cosa debe encontrarse en el intervalo de aproximadamente
0,5 hasta cercg de 100 centipoises y de preferencia en la
gama de aproximadamente 2 hasta cerca de 20 centipoises.
Cuando la viscosidad de la solucién es demasiado alta, la
presidn requerida para hacer pasar la solucidn a través del
lecho resulta desproporcionadamente alta., La reduccibén en
la presibén origina una disminucidén en las velocidades de
flujo, de tal modo que el tiempo en que la solucidn se en-
cuentra en contacto con la isomerasa fijada puede ser dema-
siado prolongado para lograr el uso efectivo de la enzim&.
Asimismo, debido al periodo de tiempo en que la solucidn se
mantiene bajo las condiciones de isomeriiacién, es decir,
temperatura, pH, etc., puede ser excesivo, existe la posi-
bilidad de que se genere una proporcién indeseable de color
y de psicoss.

La concentracidén de glucosa en la solucién corres
pondiente debe encontrarse en el intervalo de aproximada-
mente 5 hasta cerca de 80% en peso y de preferencia en la
gama de aproximadamente 40 hasta cerca de 60%.

El pH de la solucidn contaniéndo la glucosa debe
encontrarse en el intervalo de aproximadamente 6 hasta cer-
ca de 9, de preferencia desde aproximadamente §,5 hasta cexr
ca de 8 y was preferentemente desde aproximadamente 7 hasta

cerca de 8, Es importante mantener el pH de la solucién con

teniendo la glucosa dentro de este intervalo durante la reag¢

h
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cibn de isomerizacién, ya que cuando la solucidén se encuepn
tra fuera de este intervalo se presenta la desactivacidn
rdpida de la isomerasa y/o {a produccién de grandes .canti-
dades de subproductos indeseables como son 10s cuerpos Co=-
loridos y la psicosa. En la solucidén conteniendo la gluco-
sa puedén existir diversos activadores idnicos y/o estabi-
lizadores de la isomerasa, tal como las sales solubles de
cobalto, magnesio, etc.

Las caracteristicas del lecho que contiene las
células de los micro-organismos que han sido tratados para
jnhibir la extraccidén de la isomerasa de las células son
bastante importantes en cuanto & la calidad de la golucidn
de fructosa-glucosa producida y la utilizacibén comercial
del procedimiento de la invencidén. El1 lecho debe contener
al menos 3 UIGI de actividad de isomerasa de glucosa por
centimetro clibico y de preferencia debe contener al menos
20 UIGI por centimetro clbico. Cuando el lecho contiene me-
nos de 3 UIGI de actividad de isomerasa de glucosa por ceaitil
metro cfibico, se requiere de un volumen de lecho mayor paral
ja isomerizacidn de cantidades equivalentes de glucosa, Es-
to puede originar varios problemas concurrentes, tal como
wayores gradientes de presibn & través del lecho, mayor
tiempo de contacto entre la solucibn conteniendo la gluco-
sa y la isomerasa para producir el grado requerido de conwxr
sién de la glucosa a la fructosa y mayores gastos de capi-
tal debido al aumento en el tamafio del equipo necesario pe-
ra contener el lecho de células, Asimismo, & medida que se
aumenta la profundidad del lecho existe una mayor tendencia
en cuanto a la compactacidn del wismo debido a las mayores

presiones requeridas para hacer pasar la solucién contenien
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do la glucosa a través del mismo. Por ejemplo, en un lecho
relativamente poco profundo, esté Gltimo solo se puede com-
pactar en un pequefio grado mientras que para el ceso de un
lecho de mayor profundided la compactacidn es mucho mayor.
fuando esto ocurre, el gradiente de presidén a través del
lecho aumenta ﬂasta tal grado que la presidn necesaria pa-
ra hacer pasar la solucidn de glucosa a través del lecho
pudiera ser extremadament: grande, lo cual a su vez ori-
ginaria que el equipo de construccién convencional no pu-
diera usarse para contener el lecho.

El valor de estabilidad de la isomerasa de glu-
cosa debe ser al menos de 50 horas, de preferencia &l menos
cercano a 300 horas y mas preferentemente al menos de 400
horas.

La relacién entre la profundidad y el ancho (o
difmetro) del lecho de micro-organismos que contienen la -
isomerasa de glucosa unida a las células debe ser al menos
de 2, de preferencia en el intervalo de aproximadamente
0,01 hasta cerca de 0,1 y mas preferentemente en € interva-
lo de aproximadamente 0,02 hasta cerca de 0,05. Se conside-
ra que la profundidad del lecho de células que contienen la
isomerasa de glucosa se encuentre, por ejemplo, dentrodel
intervalo de una fraccidén de centimetro hasta cerca de 12,7
cm. Los lechos de células con estas dimensiones proporcio-
nan la ventaja de que el gradiente de presidn a través del
lecho es pequefio y la compactacidén del mismo es minima, Sin
enbargo, ya que la profundidad del lecho es relativamente
pequefia, existe una mayor tendencia hacla la formacibén de
canalizaclones. Estas Gltimas resultan del uso ineficiente

de la isomerasa de glucosa., Cuando se cclocan en serie al
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menos dos lechos y de preferencia al menos 6 lechos de la
isomerasa de glucosa fijada o estabilizada, ademés de dis-
poner de los medios para mezclar el efluente procedente de
un lecho posterior antes de que pase hacia el siguiente le
cho, cualquier canalizacidn que pudiera presentarse no
tendréd ningin efecto notable en la eficiencia en cuanto al
uso de la isomerasa de glucosa fijada o estabilizada.

La isomerasa intracelular puede fijarse o esta-
bilizarse dentro o sobre las células de los micro-organis-
mos por me@io de una diversidad de tratamientos. Por ejem-
plo, las células pueden soumeterse & un tratamiento térmico
mientras se encuentran suspendidas en el caldo total del
fermentador qriginal o también pueden tratarse térmicamente
después de haber sido separadas del caldo perteneciente al
fermentador. También se consideran otros métodos para el
tratamiento de las células con el propbdsito de fijar o esta
bilizar la isomerasa dentro de las células. No se conoce el
mecanismo preciso en que los tratamientos fijan o estabili-
zan la isomerasa, pero se piensa que las enzimas de las cé-
lulas causantes de la autdlisis de las mismas, lo cual re-
sulta en la fugs o extraccidén de la isomerasa, se desactiva
debido & estos tratamientos.

ILas condiciones del tratamiento se basan en dos
criterios, El primero consiste en que las condiciones del
tratamiento no deben ser tan severas que se presente la des
truccidn o una desactivacidn demasiado intensa en la canti~
dad de isomerasa de'glucosa. El segundo se refiere & que el
coeficiente de capacidad de extraccidén de las células trata
das debe ser relativamente bajo. En términos generales, la

mayor parte de los tratamientos que fijan o estabilizan la




10

15

20

25

30

‘rasa. Con relacién al primer criterio, el tratamiento debe

=3 iR ?

402344

N
R
isomerasa resultan en una cierta desactivacidn de la isome-
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realizarse de tal manera que no més del 50% aproximadamente
de la isomerasa se desactive en comparacidén cén las células
sin tratar, de preferencia no mas del 40% aproximadamente

¥ was preferentemente no mas del 15% aproximadamente. E1
coeficiente de capacidad de extraccién de las células trata|
das deberd ser menor de aproximadamente 50%, de preferencia
menor de aproximadamente 20 y mas preferentemente menor de
aproximadamente 10%.

Los preparados de isowerasa de glucosa pueden
dividirse en dos categorias generales, dependiendo de su
susceptibilidad al calor. Como ejemplos de los preparados
de isomerasa susceptibles al calor son de mencionarse los

derivados de la Pseudomonss hydrophile y de otros micro-qg

ganismos. Con objeto de que estos preparados puedan trangse
formar fécilmente une cantidad considerable de glucosa en
fructosa, generalmente se deben encontrar presentes durante
la reaccidén de isomerizaciones Ya sea iones de arsenato o
de fluoruro. Los preparados de isomerasa con estabilided
térmica no requieren de tales iones en cuanto a su presen-
cia durante la reaccibén de isomerizaciédn para la conversidn
de cantidades considerables de glucosa en fructosa. Como
ejemplos de los micro-organismos que producen preparados

de isomerasa de glucosa con estabilidad térmica son de men-
cionarse los micro-organismos que pertenecen al género

Streptomyces. En el procedimiento de la presente invencién

se prefiere el uso de preparados de isomerasa con estabili-
dad térmica. Cuando se hace usc de estos Ultimos, es posiblT

la aplicacién de temperaturas altas para inhibir o prevenir
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la contaminacién wmicrobiana del lecho. Otro de los benefi-
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cios derivados del uso de los preparados de isomerasa con
estabilidad térmica consiste en la posibilidad de aplicar
un tratamiento térmico adecusdo para fijar la isomerasa.

El tratamiento térmico puede consistir en el ca-
lentamiento de las células que contienen la isomerasa con
estabilidad térmica hasta cierta temperatura, manteniendo
las células a esta temperatura durante cierto periodo de
tiempo. La tewmperatura y el tiempo de tratamiento son inter
dependientes. Para el caso de las temperaturas altas sola-
mgnte se requiere de periodos de tiempo breves, mientras
gque para las temperaturas inferiores son necesarios tiempos
de mayor duracién. EL tratamiento térmico debe realizarse
bajo tales condiciones en que no mas del 50% aproximadamen-
te de la isomerasa se destruya por el tratamiento, de prefe
rencia no mas del 40% amproximadamente y mas preferentemente
no mas del 15% aproximadamente. Generalmente, las células
que contienen la isomerasa con estabilidad térmiqa se ca-
lientan hasta una temperatura dentro del intervalo de apro-
ximadamente 602 hasta cerca de 902C, durante un periodo de
tiempo que varia desde cerca de 60 minutos hasta aproximada
mente 1 minuto y no se presenta mas del 40% aproximadamente
de destruccién de la isomerasa. El pH del medio en que se
tratan las células se encuentra preferentemente en el in-
tervalo de aproximadamente 6 hasta cerca de 9. Los resulta-
dos dptimos se han logrado en el intervalo de temperaturas
de aproximadamente 702 hasta cerca de 809C, durante un pe-
riodo de tiempo desde aproximadamente 10 hasta cerca de 20
winutos y & un pH dentro de la gama de aproximadamente 7

hasta cerca de 8,
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Para realizar el procedimiento de la presente
invencidén se puede hacer uso de un aparato conocido en la
tecnologia y el cual consiste de un filtro de hojas, El
filtro de hojas a presién incluye un sistema de elementos
de filtracién aplanados (hojas) soportados verticalmente
u horizontalmente en un tangue cilindrico. Las hojas pue=
den ser circulares o rectangulares y disponer de superficiss
de filtracidén en ambos lados. El eje largo del tangue cilin
drico puede ser horizontal o vertical. la hoja del filtro
puede consistir & una placa perforada o ranura pesads sSo=-
bre la cual se adapta un medio filtrante, tal como una te-
la tejida o una tela de alambre fino. El material celular
conteniendo la isomerasa fijada puede transformarse en un
lodo con la solucidn conteniendo la glucosa, procediendo a
bombear el lodd a través del filtro de hojas de tal forma
que cada una de las hojas guede cubierta uniformemente con
las células. En el caso de un filtro de hojas & presidn de
tipo vertical, la presibnraplicada a la solucidén wmantendréd
las células unidas a las hojas. A continuacidn se puede bop)
bear una solucidn conteniendo la glucosa a través del fil-
tro de hojas a presidn y, al mismo tiempo que pasa a través
de cada lecho de material celular conteniendo la isomerasa
fijada, se efectia la isomerizacidén. La cantidad de fructo-
sa formada dependerd del periodo de tiempo que la solucidn
de gluéosa se encuentre en contacto con la enzima fijada.

La composicidén exacte de la solucidn conteniendo
la glucosa isomerizada tendrd variaciones, dependiendo esto
de las condiciones precisas en que se realice el procedi-
miento de la presente invencidn. En la Tabla 1 que sigue se

muestran las caracteristicas esenciales de las soluciones
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conteniendo glucosa isomerizadas obtenidas mediante el pro-

| cedimiento de la invencidn.
|
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CARACTERISTICAS DE SOLUCIONES CONIENIENDD GLIK

EN BASE SECA

/
%

P

& 4

Intervalos Glucosa Fructosa Polisacéridos
Tipico 30-60 10-54 0-50
Preferido = 3%0-60 10-54 0-30

De mayor 7 ' .
prefersncia . 30-60 10-54 O;BO

4 Ia cantidad de sacéridos depende principalmente de 1z

ridas,...

Ak Forwmadas principalmente de sales metélicas que.ée enc

zacidn para estabilizar y/o activar la isomerasa de g
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JAZRISTICAS DE SOLUCIONES CCHIENIERDD GLUCOSA ISCHMERIZADAS

% EN BASE SECA

Glucosa ¥ Fructosa ¥ Polisachridos & Pisicosa Cenizas & Unidades
de colox
30-60 10-54 0-50 0=1,0 0,1~0,5 Q-2
30-60 10-54 0-30 0-0,5 0,01-0,2 0-0,05
. 30-60 10-54 0-30 0-0,1 0,05-0,1  ©0-0,03

de sacédridos depende principalmente de las caracteristicas del producto reque~
incipalmente de sales metélicas que se encuentran presentes durante la isomeri-

~estabilizar y/o activar la isomerasa de glucosa.

[}
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. rante un periodo de tiempo cercano a 3,5 horas para dar lu-

0

219
402344
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Con objeto de describir con mayor claridad la
naturaleza de la presente invencidn, a continuacidn se pre-
senta un ejemplo especifico. Sin embargo, es de éntenderse
que este ejemplo solamente se proporciona como ilustrativo
Y que no se pretende delinear el campo de la invencibn o
limitar a la wisma en lo referente a las reiyindicaciones.
EJEMPLO
Este ejemplo iluatra el uso de la isomerasa de
glucosa fijada o estabilizada para la conversidn continua
de la glucosa en fructosa,

El wmicro-organismo Streptomyces ATCC 21175 se de

sarrolld bajo condiciones aerbbicas sumergidas. El pH del
caldo conteniendo el material celular se ajustbé a 7,5, pro-
cediendo al calentamiento del mismo durante pedia hora hasg-
ta alcanzar la temperatura de'75QC, manteniéndolo a esta
temperatura durante 5 miqutos para fijar la isomerasa en las
células. Se incorpord 3% en peso de un flltro ayuda en el
caldo continuando con la filtracién en un filtro al vacio
de tipo tambor rotatorio que previamente se recubrid con
tierra de diatomAceas. El material celular se lavd en el
filtro. La torta del filtro resultante se desecd en un se-~

cador de aire forzado a la temperatura de aire de 492C du-

gar a un preparado de isomerasa fijada consistente del ma-
terial celular conteniendo la isomerasa fijada mezciada con
el filtro ayuda. El coeficiente de capacidad de extraccidm
del preparado de isomerasa fijada en estado seco fué de 15%
y el valor de estabilidad resultd ser de 645 horas.

Una proporcidn de 116 kg del preparado de isowe-

raga fijeda seco se mezclaron durante cerca de 2 minutos y
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luego se transformaron en un lodo con una solucién “Contenier

do glucosa consistente & un hidrolizado de almidén de maiz
refinado a pH de 7 y la cual contenia 60 g de glucosa por
100 mwl, 4,5 g de maltosa, isomaltosa y oligosacéridos por
100 @l, 0,001 mol de CoCl, por litro, 0,01 mol de MgSO,
por litro y 0,006 mol de NaHSO5 por litro. La temperatura -
de la solucibén de glucosa fué de 659C. E1 lodo se bombed a
través de un filtro de hojas a presién (manufacturado por
Industrial Filter Pump Mfg. Co., Cicero, Ill.) que disponi
de 6 hojas de filtracidn y en que cada una de las hojas se
recubrié con una capa de 2,54 a 3,81 cm del preparado de
isomeresa. La actividad total de la isomerasa en las hojas
fué de 1,26 x 107 UIGI. El Area superficial total de las
hojas del filtro fué de 6,88 m2. La solucidn de glucosa se
suministrb continuamente al filtro & un gasto tal que el
45% de la glucosa se transformdé en fructosa. La velocidad

de flujo se redujo gradualmente a medida que la actividad

" de la isomerasa fijada en las hojas disminuybé, de tal for-

ma que la conversidén de glucosa en fructosa se conservd
constante & un valor de 45%. Al finalizar un periodo de
tiempo de aproximadamente 40 horas, la velocidad de flujo
a través de las hojas era de 3,78 litros por minuto. Desp
de 200 horas, la velocidad de flujo era de 1,89 litros por
ninuto y el gradiente de presidn a través de las hojas re-
sultd ser de 7,03 x 1072 kg/cma. El color de la solucién
conteniendo la glucosa a la entrada del lecho fué de 0,01
unidades y el color de la solucidén a la salida del lecho
fué de 0,02 unidades.

En restimen la Patente de Invencidn que se soli-

cita deberd recaer sobre las siguientes:
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_eibn 10°2, caracterizado en que la solucibn conteniendo la

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la conversién enzimdti-
ca de la glucOosa en fructosa, en donde el procedimiento
estéd caracterizado por la formacibén de una solucidén conte-
niendo la gluc&sa que tiene una viscosidad de 0,5 a 100 cen
tipoises, pH de 6 & 9 y conteniendo de 5 & 80% en peso de
glucosa; calentamiento de la solucién hasta una temperatura
de 202 & 809C y paso de la solucidn a través de un lecho
formado de células de micro~organismos que contienen la isp
merasa de glucosa intracelular, las cuales se tratan previa
mente para inhibir la extraccibén de la isomerasa de las cé-
lulas, cuya actividad de isomerasa de glucosa es al menos
de aproximadaﬁente % Unidades de Isomerasa de Ghicosa Inter-
nacionales por centimetro clbico de lecho, teniendo un valoxl
de estabilidad al menos de aproximadamente 50 horas y una
relacibén de profundidad a aﬁcho al menos de aproximadamente
2, & una velocidad de flujo en gque se logre hasta el 54% de
conversidén de la glucosa en fructosa, aumentando el color
de la solucidén convertida en menos de 2 unidades de color
y en donde no existe una produccidén considerable de psicosa

2. El procedimiento de acuerdo con 1la reivindica
ciébn 1, caracterizado en que la viscosidad de la solucidn
conteniendo la glucosa es de 2 &4 20 centipoises y el pH es
de 6,5 4 8.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindica

glucosa congiste de 40 4 60% en peso de glucosa y en que el
pH de la solucién es de 7 & 8.
4, El procedimiento de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 1 & 3, caracterizado en que el lecho

e g s n remme
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conteniendo las e¢élulas de micro-organismos contiene al
menos 20 Unidades de Isomerasa de Glucosa Internacionales
por centimetro cfibico de lecho y en donde el valor de esta
bilidad de las células de micro-organismos es al menos de
300 horas.

5, El procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacién 4,garacterizado en que el valor de estabilidad de
las células es al menos de 400 horas.

6. El procedimiento de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 & 5, caracterizado en que el le-
cho tiene una relacién de profundidad a ancho de 0,01 & 0,1

n., El1 procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidén 6, caracterizado en que la relacidn entre la profun-—
didad y el ancho del -lecho es de 0,02 4 0,05.

8. El procedimiento de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 &4 7, caracterizado en que la so-
lucidn conteniendo la glucosa se hace pasar al menos a
través de dos lechos colocados en serie.

9. El procedimiento de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 4 7, caracterizado en que la so-
lucién conteniendo la glucosa se hace pasar al menos a
través de séis lechos colocados en serie.

10. El procedimiento de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 & 9, caracterizado en que las cg

lulas se derivan de micro-organismos de embriones de Strep-

-

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacibén 10, caracterizado en que las células se derivan de

Streptomyces ATCC 21175.

12. El procedimiento de acuerdo con cualquiera

g4
TILILI [T
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de las reivindicaciones 1 4 11, caracterizado en que la spo
lucidn conteniendo la glucosa se produce mediante el tra-
tamiento del almidén con un &cido para licuar el almidén

¥y luego sometiendo a tratamiento el almidén licuado con ung
enzima formadora de glucosa para obtener la solucién mencio-
nada.

13. El procedimiento de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 & 11, caracterizado en que la
solucidn conteniendo la glucosa se produce mediante el tra
tamiento del almidbén con una enzima para licuar el almiddn
¥ luego sometiendo a tratamiento el almidén licuado con una
enzima formadora de glucosa para obtener la solu;ién men—
cionada.

14, Se reivindica por #ltimo como objeto sobre
el que ha de recaser la Yatente de Invencidén que se solici-
ta: "UN PROCEDIMIENTO PARA LA CONVERSION ENZIMATICA DE LA
GLUCOSA EN FRUCTOSA".

Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente memoria descriptiva, que consta de veintitrés
pAginas mecanografiadas.

Madrid, 3 de mayo de 1972.

BERNARDO UNGRIA
p.P.
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