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La presente invencidén se refiere a un pro-
cediniento para separar monosacaridos de mezclas que com=
prenden monosacéridos, disacéaridos, trisaciridos y oligo-~
gacaridos. Mas especificamente, la invencidén se refiere a
métodog para purificar mezclas de glucosa y fructosa, que
son conocidag como jarabes de conversidn de almidén,

Los jarabes de conversioén de almidén son
producidos por hidrélisis de almidén con &cidos minerales
bajo presién, por conversiones por Acldos y enzimas aislsa-
dag y por conversiones por Acidos y enzimas doblesa. Es
deseable mejorar las caracteristicag de los jarables de al-
midén aumentado su contenido de fructosa para hacerlo més
dulces,

Son muy conocidom en la técnica loa métodos
para isomerizar jarabes de conversidén de almidén de alto
contenido de glucosa para aumentar su contenido de fructo-
sz, Uno de los tipos de tales procedimientos se desciibs
on la Patente de los EE,UU,, de Scallet y otros, N9,
3,305,395, Segtn uno de los aspectos de la invencidn da
Scallet y otros, el jarabe isomerizado, una vez preparado,
ge hace pasar por una operacién de cambio de iones o de
eliminacién de iones, que purifica el jarabe eliminando
los productos impuros de degradacién de forma iénica, ine
cluyendo los productos coloreados y los iones inorginicos.

Es conocido también separar dextrano de fructosa usando
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resginas de cambio de iones, y uno de estos métodos se
describe en la Patente de los EE.UU., de Sargant, N9,
3.184.334.

Comercialmente son fitiles jarabes de con-
versién de almidén de diversos tipos y calidades. Para
ciertos fines, es indeseable la presencia en log mismos
de disacaridos y azdcares superiores, porque caussn pro-
blemas en el uso final, Ademés, los disacéridos y los
az@icares superiores interfieren con los procedimientos
para separar fructosa de glucosa.

Se ha encontrado ahora que pueden recuperar-
se monosaciridos en estado casi puro a partir de mezcias
que comprenden el monosacirido juntamente con disacéridos,
trisacédridos y oligosacéridos, disponiendo una columna
de resina de cambio de cationes de sulfonato de polieati-
reno reticulada con desde 2 a 8 por ciento en peso de
divinil~benceno, estando la resina o bien en la forma de
sal de metal alcalino, o bien de sal de metal alcalinotérreo.
La columna de resina es sumergida en agua, y sobre la su-
perficie de resina de la columna de resina se dispone un
suministro uniforme de una disolucién acuosa que compreh-
de la mezcla de mono-, di-, tri- y oligosacéiridos. La di-
solucién acuosa tiene un contenido de material seco de
desde 20 a 60% en peso, y se suministra a un caudal de des-

de 0,2 a 4,0 metros cibicos por hora por metro cuadrado
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de seccién transversal de la columna de resina.

Una vez que se ha suministrado a la colum-
na una cantidad adecuada de disolucién de alimentacién,
se introduce una cantidad de agua en forma de suministro
uniforme a la superficie de la resina de la columna, y
los compuestos de la disolucién de alimentacién son elui-
dos a diferentes velocidades, segiin su afinidad por la re-
sina. Los primeros materiales que se recuperan son los
trisacéridos y los saciridos superiores. La fraccién si-
guiente contiene disacéridos, juntamente con una peque-
iia proporcién de los monosaciridos. La fraccién Gltima,
que es la mayor, es sustancialmente pura, y comprende la
porcién principal de monosacéridos.

En una realizacién preferida de la inven-
¢ién se usa una sal de sodio de la resina, y tiene lugar
una separacién moderadamente fépida de las fracciones
respectivas., Ademés, se consigue cierto grado de separs.
cién entre la glucosa y la fructosa, dentro de la por-
cibén eluyente de monosaciridos del ciclo. Si se desee
un jarabe enriquecido hasta el punto de que contiene 60%
de fructosa con respecto a sélidos secos, puede lograrse
fédcilmente una recuperacién de una fraccién adecuada que
tiene esta caracteristica. Por el contrario, si se deses
recuperar una preparacién de fructosa sustancialmente pu-

ra, es mis econémico emplear la sal de calcio de la resina,
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aunque en este Gltimo caso el procedimiento de separa-
cién requiere un periodo de tiempo sustancialmente més
largo.
El procedimiento de la invencién es parti-
5 cularmente Gtil para tratar jarabes de conversién de al-
nidén, y la invencién se describiri més adelante con re-
ferencia a los mismos, aunque ha de reconocerse que el
procedimiento de la invencién es aplicable a una amplia
variedad de otras disoluciones acuosas que contienen mo~
10 nosacaridos y los disacaridos y sacéridos superiores.

' Los jarabes de conversién de almidén que
gon tratados segin la presente invencién son, preferi=-
blemente, neutralizados primero y filtrados para separar
4cidos grasos, proteinas y otras impurezas. Los jarabes

15 que constan predominantemente de glucosa pueden ser tra-
tados segin esta invencién para separar de los mismos los
disacaridos y los sacéridos superiores, Son muy conocidos
en la técnica los tramientos enziméticos pars aumentar la
concentracién de fructosa; en la patente antedicha de

20 Scallet y otros se describe un procedimiento tipico. La
presente invencién puede usarse con jarabes que tienen
al menos 15% de fructosa., Un jarabe preferido para uso
como material de partida es el vendido con la marca de
fabrica de ISOMEROSE por Standard Brands Incorporated. Un

25 anélisis del ISOMEROSE revela que contiene 71,5% de sélidos,

22,2,73 -5~
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tiene un pH de 4,6 y un contenido de cenizas de 0,06,

Los s6élidos secos comprenden 52% de glucosa, 40,7% de

fructosa, 0,6% de otros monosacéiridos, 6,4% de disaca-
ridos y 0,4% de trisacaridos y azlcares superiores,

El procedimiento de separacién empleado
segin la presente invencién se basa en el uso de colum-
nas de resinas de cambio de cationes de sulfonato de po-
liemstireno, preferiblemente las preparadas porreticula-
cién con desde aproximadamente 2 a aproximadamente 8 por
ciento en peso de divinil-benceno. Se describe un proce-
dimiento similar de separacién, aplicado al problema de
separar glucosa y fructosa, en la solicitud de patente
de Asko J. Melaja, de N2 de Serie 59,987, presentada
el 31 de julio de 1970.

El procedimiento de la presente invencién
se diferencia de las técnicas de la técnica anterior poi-
que se emplea una columna de resina que tiene una altura
de desde aproximadamente 2,5 a aproximadamente § metros,
Esto contrasta con las profundidades de lechos normales
de resina, de desde 0,6 a 1,8 metros. No se esperaba que el
procedimiento de esta invencidén produjera los excelentes
resultados de separacién conseguidos.

También es importante, para el exito del
procedimiento de la presente invencidén, que la disolucién

de aztGcar de alimentacidén sea suministrada en la parte su-
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perior de la columna de resina, en suministro uniforme.
Las perturbaciones debidas a la falta de uniformidad del
suministro de la disolucién al lecho de resina hacen que
los procedimientos de separacién sean menos exactos, y
que las fracciones se superponga unas con otras. Cada
suminigtro sucesivo de liquido a la parte superior de

la columna ha de suministrarse, hasta donde sea posible,
a través de un plano horizontal, teniendo lugar un minimo
de mezclado en la superficie de separacién.

Las consideraciones con resgpecto a la tem-
peratura a la que se efectiia el procedimiento son simila-
res a las encontradas en otros procedimientos de elimina-
cién de iones conocidos en la técnica., Se requieren tem-
peraturas més altas cuando se usan disoluciones méis vig-
cosas. Se prefiere que el procedimiento de esta inven-
cién se practique en el intervalo de 20 a 80¢9C.

La disolucién acuosa de alimentacién emplea-
da en el procedimiento de la presente invencién contienc,
preferiblemente, un contenido de material seco de desde
20 a 60% en peso. Este puede variar, segin la viscosidad
de la disolucién y la temperatura empleada en el proce-
dimiento. Puede emplearse un caudal de material a través
de la columna comprendido entre 0,2 y 4,0 metros cibicos

por hora por metro cuadrado de la seccién transversal de

la columna de resina,



22.2.73

5

10

15

20

25

EJEMRLO I

La presente invencién puede describirse
ademds haciendo reférencia al dibujo anexo, que muestra
una curva obtenida siguiendo la concentracién de mono-, di-
¥ trisacaridos en el eluato de una columna de resina segiin
el procedimiento de la presente invencién,

El procedimiento ilustrado por el dibujo es
una separacién de ISOMEROSE, identificada anteriormente.

La altura de resina en la columna era de 3,5 metros, y el
velumen de resina usado fue de 130 litros. La resina empleada
era una resina de cambio de cationes de sulfonato de polies-
tireno reticulada con 3,5% en peso de divinil-benceno; se
empleé la forma de sodio.

La alimentacién total a la columna fué do
5 kilogramos de sustancia seca, y la conceantracién de la
sugtancia seca en la disolucién era de 37%. El caudal era
de 40 litros por hora., La temperatura de la columna era de
aproximadamente 602C. La resina tenia un tamafio medio de
particulas de 0,30 mm, y el tamafio de particula de la resi-
na era uniforme,

Las curvas del dibujo muestran que los tri-
sacaridos salen los primeros de la columna, y estén sus-
tancialmente separados al cabo de aproximadamente 30 mi-
nutos. Después empiezan los disaciridos a salir de la co-

lumna, y al cabo de 60 minutos su separacidén es sustancial-
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mente completa, acompafiados por una pequefia cantidad de
monosacérido. El resto del ciclo separa la porcién prin-
cipal de los monosacéridos.

Segtn una realizacidén de la invencién, la
parte de los s6lidos eluidos descrita como fraccién de pro-
ducto puede subdividirse a su vez en tres fracciones. La
primera, medida sobre la escala de "min" desde 6 a apro-
ximadamente 8, es una fraccién rica en glucosa, y puede re-
cuperarse por separado. Una segunda fracciémn, recogida des-
de aproximadamente 8 a aproximadamente 9 en la escala de
"min", es una fraccién intermedia, que contiene aproximsz.-
damente partes iguales de fructosa y glucosa, y, si se
desea, esta fraccién puede devolverse al sistema para com-
pletar una nueva disolucién de alimentacidén. Una tercera
fraccién, el resto del eluato es una fraccién rica en frug
tosa, y puede recogerse para su uso posterior,

El cuadro que sigue da el coeficiente de
distribucién de cada uno de los componentes de la mezzla,
El coeficiente de distribucién expresa el potencial de
separacién de cada componente, y es definido como K = can-
tidad de soluto en la fase estacionaria dividida por canti-
dad de soluto en la fase mévil., El coeficiente de digtribu-

cién KD es calculado como sigue:

V' v \'
e o e
K - = - V!
D o
vt vt vt
-9 -
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Ve = yolumen de efluente del miximo croma=~

tografico del soluto.

fica.

di~-sacéridos ¥

Vt = volumen de lecho de resina

Vo = volumen de vacios del lecho de resina
V'o = volumen de vacios de la fraccién

KD = coeficiente de distribucién cromatogri-
Los coeficientes de distribucién para mono-,

sacdridos superiores, segin esta definicién:

K, (Na') K, (ca')
Trisacérido 0,10 0,1¢
Disacérido 0,26 0,26
Monosacérido 0,43 0,38
Glucosa 0,39-0,41 0,35
Fructosa 0,44-0,49 0,48

Tamafio de particula de la resina, 0,30 na.

Los coeficientes sobre una resina de 0,42

mm de tamafio de particula son los siguientes:

Kp (Na+)
Trisacérido 0,08
Disacérido 0,26
Monosacéarido 0,43
Glucosa 0,37
Fructosa 0,46

Dependiendo de en qué sitio es tomada la

- 10 -
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la fracecién sobre la curva mostrada en el dibujo, el
rendimiento de producto final de monosacirido puede
aproximarse al 100%. En la tabla siguiente se muestra
la relacién del contenido de monosacérido del producto
con el rendimiento total de sustancia seca y el rendi-

miento de monosacaridos,

Rendimiento,%, de sug
tancia seca en el pro

% de monosacéridos ducto de la Rendimiento de
en el producto alimentacién total monosacérido
100 92,5 96, 3%
99,6 95,6 99,6%
98,8 96,8 99,9%

La resina usada en la columns tiene que ser
de un tamafio uniforme de particulas y ha de tener un tama-
filo medio de particula en el intervalo de aproximadamente
de 149 a aproximadamente 841 micras de abertura de malla;
un intervalo preferido de tamafio medio de particula es el
de 0,2 a 0,6 mm.

EJEMPLO II
Resina: Zerolit 225 en forma de Na
Columna: 3,5 m, didmetro de 22,5 cm.

Velocidad de alimentacién: 56 1/h.

- 11 =
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Disolucién de alimentacién: disolucidén de Isomerose al 36%
en peso que contenia 42,2% de fructosa, 48,8% de glucosa

y 9,0% de oligosaciridos, de sustancia seca.

gsiguiente:

Fraccién

(5 min)

AC~T» - IR A I L - B

[ S S T T S )
@ 3 Ot AW N = O

Los azicares fueron sgeparados segin la tabla

sust. seca

(gramos)

10,7
22,4
35,0
32,2
33,6
27,1
41,1
53,6
56,4
174,9
439,9
758,5
966, 6
918,1
758,5
541,1
222,5

4,1

fructosa

(gramos)

7,4
58,7
203, 6
476,6
470,5
441,5
340,4
150, 2
4,1

- 12 -

glucosa

(gramos)

-

2,1
103,2
333,5
530,35
484,6
447,5
317,0
200,7

72,3

oligosacar.

(gramos)

10,7
22,4
35,0
32,2
33,6
27,1
41,1
53,6
54,3
66,3
47,7
24,4

5,4
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Por reunién de las fracciones 1-9, 10-14 y
15-18 se obtuvieron tres fracciones a, b y ¢. La fraccién
a contenia la mayor parte de los oligosacéridos, la frac-
cién b era una fraceién rica en glucosa, y la fracciédén c
era una fracecién rica en fructosa. La composicién de la

sustancia seca de las fracciones era la siguiente:

Fraccién Sust, seca fructosa glucosa oligosaciridos

a 312,1 g - 0,7% 99, 3%
b 3258,0 g 37,3% 58,3% 4,4%
e 1526,0 g 61,3% 38,7% -

Todas las composiciones, segin analisis de
cromatografia de gases.

Segin una realizacidén de la invencién, las
fracciones 1-13 y las fracciones 14-18 pueden reunirse pur
separado para obtener dos fracciones (A) y (B). La primera
fraccién (A) contiene todos los di~-, tri- y oligosacéridos
y glucosa y fructosa también, y la segunda fraccién (B).
riea en fructosa, contiene sélo fructosa y glucosa.

Segln otra realizacién de la invencién, las
fracciones que contienen di-, tri- y oligosacéridos y la
mayor parte de la glucosa y una pequeiia cantidad de fructo-
sa; pueden reunirse por separado, con lo que se obtiene una

segunda fraccién que contiene fructosa sustancialmente pu-

-13 -
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EJEMPLO III

Separacién cromatogréifica de oligosacéri-
dos a partir de hidrolizado de almidén,

Un hidrolizado de almidén de trigo que con-
tenia 15% de di-, o trisacéridos o saciridos superiores, fué
dividido en una fraccién de glucosa y una fraccién de oli-
gosacéaridos, |

Columna: 1 m con 9,3 cm. de didmetro

Alimentacién: 155 g de sustancia seca
Concentracién de
la alimentacién: 31% en peso
Velocidad de alimentacién: 1,4 1/nh.
Resina : poliestireno-divinilbenceno en
‘forma de Na

Los azlcares fueron separados segin la ligu~
ra 2, Por reunién de las fracciones 38-46 se obtuvieron 900
ml de una disolucién que contenfa 75,3 g de glucosa de mis
de 99% de pureza. (Antes de comenzar a recoger fracciones,
se eluyé la columna con agua durante una hora).

Todos los resultados son segin un anédlisis
cromatografico de capa delgada,

La presente solicitud, que corresponde a la

presentada en Estados Unidos de América el 26 de Enero de

- 14 -
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1972 bajo el N2, 220.886, se acoge a los beneficios del
articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Indus-

trial,

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva,
que se presentan para que sean objeto de esta solicitud
de Patente de Invencidén en Esgpaiia, por VEINTE afios, son
los que se recogen en las reivindicaciones siguientes:
12,« Un método para separar monosaciridos
de disacaridos, trisacéiridos y oligosacéridos, que com-
prende (a) disponer una columna de una sal de resina cam-
biadora de cationes de sulfonato de poliestireno reticu-
lada con desde aproximadamente 2 a aproximadamente 8 pcr
ciento en peso de divinil-benceno, teniendo la columna
una altura de desde aproximadamente 2,5 a aproximadameate
5 metros, siendo la resina de un tamafio uniforme de parti-
culas, y teniendo un tamafio medio de particulas dentro del
intervalo de aproximadamente 149 a 841 micras de abertura
de malla; (b) sumergir en agua la columna de resina, (c)

introducir una disolucién acuosa de alimentacién que com-
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prende monosaciridos; disaciridos, trisacéridos y oligosa-
ciridos, que tiene un contenido de material seco de 20 a
60% en peso, en suministro uniforme a la superficie de la
resina de la columna, a un caudal de 0,2 a 4,0 metros ci-
bicos por hora por metrc cuadrado de la seccidén transver-
sal de la columna de resina, y (d) recuperar sucesivamente,
de aguas abajo del lecho de resina (1) una primera fraccién
que contiene di-, tri y oligosacéridos, juntamente con una
pequeiia cantidad de monosacéridos, y (2) una segunda frac-
cién de contenide de monosacidrido sustancialmente puro,

22,- Un método seglin la reivindicacién 12
en el que la segunda fraccidén (2) es subdividida en 3
fracciones, sucesgivamente, a partir de aguas abajo del
lecho de resina (I) una fraccién rica en glucosa, (II)
una fraccidén intermedia que contiene glucosa y fructosa,
¥ (IXI) una fraccién rica en fructosa, y la fraccién (II)
es recirculada, si se desea; afiadiéndola al nuevo matericl
de alimentacidn, para constituir la disolucién acuosa de
alimentacién de la operacién (c).

32, Un método segln la reivindicacién 12,
en el que la segunda fraccién (2) es subdividida en 2
fracciones sucesivamente a partir de aguas abajo del lecho
de resina: (a) una fraccién rica en glucosa que contiene
glucosa y fructosa, y (b) una fraccién rica en fructosa que

contiene fructosa y glucosa.

- 16 -
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42,- Un método seglin las reivindicaciones
12, 22 y 32, en el que la sal de la resina cambiadora en
(a) es seleccionada del grupo que consta de sales de me-
tales alcalinos y sales de metales alcalinotérreos.

53,~ Un método seghin la reivindicacién 42,
en el que la sal es una sal de sodio.

62,- Un método segln la reivindicacién 42,
en el que la sal es una sal de calcio,

78,- Un método segin las reivindicaciones
18, 28 y 32, en el que la disolucién acuosa de alimenta-
cién de (c) va seguida de una cantidad de agua suminis-
trada a la columna, y la cantidad de agua va seguida de
una nueva carga de disolucién acuosa de alimentacién (c),
siendo calculadas las cantidades de las respectivas curgss
de disolucidén acuosa de alimentacién y de agua de modo que
se obtengan ciclos sucesivos de fracciones de la columna
que comprenden una primera fraccién (1) que contiene sus-
tancialmente todo el contenido de di-, tri- y oligosacéri-
dos de la disolucién de azdcar, y una segunda fraccién (2)
de monosacirido sustancialmente puro, en forma de una fruc-
cién o en forma posteriormente subdividida enm 3 fracciones
(I, II, y II1) o en 2 fracciones (a, b).

82,- Un método segln la relvindicacién 78,
en el que la disolucién acuosa de alinientacién de (c) es

un jarabe de conversién de almidén, refinado hasta estar

- 17 -
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esencialmente exento de &cidos orgénicos y cenizas; y
que contieme al menos 15% de fructosa y cantidades sus-
tanciales de di-; tri~ y oligosacéridos.

92,~ Un método segiin las reivindicacio-
nes 18 y 72, en el que la segunda fracecién (2), que
comprende una mezcla sustancialmente pura de fructosa
y glucosa es dividida ademis en fructosa y glucosa (a)
disponiendo una columna de sal de metal alcalinotérreo
de una resina de cambio de cationes de sulfonato de po-
liestireno reticulada con aproximadamente 2 a 8 por
ciento en peso de divinil-benceno, teniendo la columna uaa
altura de desde aproximadamente 2,5 a 5 metros, (b) su-
mergiendo la columna de resina en agua, (c) introducien-
do dicha segunda fracciém, que comprende una disolucidn
acuosa de alimentacién de fructosa y glucosa que tiene
un contenido de material seco de 25 a 55% en peso, en.
suministro uniforme a la superficie de resina de la ca-
lumna a un caudal de 0,2 a 1,5 metros cbicos por hora
por metro cuadrado de la seccidén transversal de la co-
lumna de resina, (d) recuperando sucesivamente, del lado
de aguas abajo del lecho de resina, (1) una fraccién de
glucosa, (2) una fraccién que contiene glucosa y fruc-
tosa, y (3) una fraccién de fructosa, no siendo la frac-
cién (2) de mas de 35% de material seco en peso, calcula-

do a partir del suministro de aztcar invertido, y (e) de-

- 18 -
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volver la fraccién (2) que contiene fructosa y glucosa,
como diluyente, para constituir, con nuevo material de
alimentacién, la disolucién acuosa de alimentacién (c)
anterior,

103,~ Un método segdn la reivindicacién
12, en el que, sucegivamente a partir del lado de aguas
abajo del lecho de resina, se recuperan en la operacién
{d), (A) una primera fraccién que contiene todos los di-,
tri- y oligosacaridos y que contiene glucosa y fructosa,
y (B) una fraccién rica en fructosa que contiene sélo

fructosa y glucosa.
112,- Un método segdin la reivindicacién

108, en el que la primera fraccién (A) contiene todos los
di=, tri- y oligosacaridos y la parte principal de la
glucosa, y una pequeila proporcidén de fructosa, y la se~

gunda fraccién (B) contiene fructosa sustancialmente pu~

ra.
128,- Un método para separar monosacéridos

de disacéridos, trisacéridos y oligosacéridos.

Tal y como se ha descrito en la Memoria yue
antecede, representado en los dibujos que se acompaifian y

con los fines que se han especificado.
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Esta Memoria consta de veinte hojas escritas

a méquina por una sola cara.

Madrid,
P. A.

5 de Bizahurd

23.2.73
BPD/,
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