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La presente invencidn se refiere a un procedimiento
para la produccién de fructosa y de jarabes de fructosa y
glucosa que tengan una composicidn andloga a la del azdcar
invertido.

Més particularmente, el procedimiento segin la inven-
cidn hace uso de la enzima glucosa isomerasa purificada y
englobada en estructuras filamentosas.

Son conocidos procedimientos para la isomerizacidén
de la glucosa y la fructosa. Estos procedimientos son sus-~
tancialmente de dos tipos: Isomerizacién qufmica e isomeri-
zacidn enzimdtica.

El primer método consiste en tratar con un catalizador
alcalino los azidcares que deban isomerizarse; sin embargo,
mediante este método se obtiemen bajos rendimientos a causa
de la formacidn de productos secundarios debido a la inesta-
bilidad de los azdcares en un medio alcalino.

La isomerizacidn enzimdtica se efectda empleando como
enzima la glucosa isomerasa cruda o utilizando directamente
el cultivo de un microorganismo.

En ambos casos se obtiene, sin embargo, una escasa
actividad debido al bajo grado de pureza de las enzimas
empleadas,'lo cual obliga a operar a temperaturas mds ele-~
vadas con el consiguiente oscurecimiento de las soluciones
azucaradas obtenidas. La refinacidn de las soluciones azu~-
caradas por medio de tierras decolorantes comporta un consi-
derable costo econdmico y tecnélégico. Ademds, las celdas

.

sélo pueden ser utilizadas un ntdmero de veces muy limitado.
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Serfa posible obtener un aumento de la actividad en-
zimdtica mediante un costoso proceso de purificacidén, pero
ello harfa imposible llevar a cabo el proceso de isomeriza-
cién de manéra econdmica, ya que la enzima es utilizada
una sola vez y permanece en el producto de reaccién, del
cual es eliminada después.

S8e ha descubierto que es posible efectuar la isomeri-
zacidn enzimdtica con una actividad elevada mediante un pro-
cedimiento econémicamente ventajoso, utilizando una enzima
en una forma considerablemente activa que permite operar
con elevadas conversiones y a bajas temperaturas.

El procedimiento segin el presente invento consiste en
el empleo de glucosas isomerasas englobadas en estructuras
filamentosas. Tal método presenta la ventaja, respecto al
empleo de las enzimas, de poder utilizar la misma enzima
un ndmero de veces indefinido por cuanto la enzima desarrolla
su accidén catalizadora permaneciendo firmemente anclada al
soporte filamentoso que la engloba y el contacto con el
sustrato se realiza a través de una membrana muy fina que
la separa del ambiente circundante.

Tal procedimiento permite utilizar una enzima de eleva-
do grado de pureza dado que una vez englobada en la estruc-
tura filamentosa,la enzima puede ser empleada un elevado
ndmero de veces y el costo de purificacién resulta as{

notablemente dismintido.

Se tiene adicionalmente la ventaja de eliminar completa-

mente la contaminacidn del producto de reaccién obtenido ya
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que no se produce dispersidén de la enzima que permanece en
el interior de los alvéolos de la estructura filamentosa.

La estructura filamentosa empleada y el método de
englobamiento de la enzima son aguellos descritos en la
patente italiana N2 836.462, segin la cual las fibras englo-
bantes de enzima pueden ser preparadas e partir de solu-
ciones de polimeros capaces de proporcionar fibras, en
las cuales se dispersan preparados enzimdticos en forma
de minisculas gotitas del orden de magnitud de las emul-~
siones. La emulsidn asi obtenida puede ser hilada en hdmedo
0 en seco para dar una fibra que presenta en su interior
pequefiisimas cavidades en las cuales se disponen las
enzimas que quedan separadas del ambiente por una membrana
muy fina, la cual impide la salida hacia el exterior de las
enzimas y su dispersidn en la masa de reaccién y sin embar-
go permite que la enzima pueda desarrollar su accién cata-
litica.

Los polimeros dtilmente empleables en la preparacién
de fibras enzimfticas deben poder existir en solucidn a una
temperatura compatible con la estabilidad de la enzima en
un disolvente que debe ser sustancialmente inmiscible con
el disolvente en el cual se ha diluido o dispersado la
enzima. b

Su disolvente no debevser nocivo para la estabilidad
de la enzima y ﬁo debe presentar una accidn desactivante
con respecto a la enzima, Ademds, en el caso de hilado por

via himeda, el coagulante debe ser miscible con el disolvente
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del polimero y tener las caracteristicas del disolvente

arriba mencionado.

Entre los polimeros que pueden englobar las enzimas
pueden citarse:

Los polfimeros celuldsicos esterificados, nitratos,
poliolefinas, los polimeros y copolimeros obtenidos del
acrilonitrilo, acrilatos, metacrilatos; ésteres vinflicos,
cloruro de vinilo, cloruro de vinilideno, estireno y
también las poliamidas, el polivinilbutiral y similares.

Particularmente ventajoso para realizar el procedi-
miento de la presente invencién ha resultado el empleo de
polimeros celuldsicos esterificados. Ademds de mantener las
ventajas del empleo de la isomerizacidén enzimdticae conven-—
cional, la presente invencién introduce notables mejoras.

La enzima englobada presenta una buena duracién de
actividad y es entonces posible reutilizarla un ndmero inde-
finido de veces con positivo reflejo sobre la economia.

Dada la duracién de actividad, es posible englobar
un preparado enzimitico de extrema bureza sin que el costo
de purificacién incida de manera notable sobre el proceso.
Ello hace posible la obtencién-de fibras muy activas que
permitan trabajar en tiempos breves a temperaturas y pH
tales que eviten la descomposicidén de los azdcares obteniendo
de tal modo soluciones finales prédcticamente incoloras,
con un notable shorro de carbén decolorante. Ademds, la
proteina enzimdtica no difunde en el medio de reaccién y no

contamina el producto. Otra ventaja muy importante consiste en

Rl e
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la posibilidad de operar en forma continua con evidente
simplificacién de la instalacidén y con posibilidades de
automatizar el procedimiento. Regulando oportunamente la
velocidad de flujo, la cantidad de fibra.y su concentra-
cién enzimdtica, es posible obtener la isomerizacidén al
nivel deseado del efluente. El procedimiento aqui descrito
puede ser realizado en discontinuo, en el que el contacto
enzima-sustrato tiene lugar durante el tiempo necesario
para obtener el grado de isomerizacidn deseado. El1 jarabe
isomerizado puede ser entonces separado y sustituido por
un nuevo jarabe utilizando la misma fibra enzimdtica.

La enzim; a englobar puede ser extraida de una fuente
micrébice adecuada. Puede ser englobada como extracto no
refinado o crudo por rotura mecdnica o por lisis (desinte-
gracién o destruccidn) de las células o bien puede ser
purificada con métodos normales de purificacidn de las
proteinas. La temperatura a la cual se lleva a cabo el pro-
ceso de isomerizacién varia entre 30° ¥y 70°C, preferible-~
mente 40-4500; el pH entre 5,0 y 9,0, operdndose preferi-
blemente alrededor de 7,0. La solucidn de isomerizacién
puede ser una solqcién tamponada de glucosa en agua prefe;

riblemente al 50 % (en peso) conteniendo pequefias dosis

de iomes Mg++ y Co++, o bien puede estar constituida por

una solucidén de glucosa obtenida por la accién de la
glucoamilasa sobre almidén.
Otras modalidades operativas resultardn de los ejemplos

que a continuacidén se describen al solo fin de mejor ilus-



10

15

20

25

trar la presente invencién.
EJEMPLO 1

Se tiene a disposicidn para el englobamiento una so-
lucién, en agua-glicerina (75:25), de glucosa isomerasa
obtenida de células de estreptomicina por lisis y sucesiva
precipitacién con acetona, teniendo las siguientes carac-
terf{sticas: actividad 364 unidades / ml (1 unidad es la
cantidad de enzima que produce en 1 hora a 4500, 1 mg de
Tructosa de solucién 0,5 M de glucosa a pH 7,0), protefnas
22 mg/ml.

Se disuelven bajo agitacién, en un reactor, 20 g de
triacetato de celulosa (Fluka) en 266 g de cloruro de
metileno. Se adicionan 40 g de solucién enzimftica a la solu-
cién del polimero y se favorece la emulsién de las dos fases
con enérgica agitacidn a 0°C durante 30 minutos. La emulsién
es vertida en un recipiente mantenido a. —6°C e hilada bajo
presién de nitrégeno.

El hilo se coagula en tolueno a temperatura ambiente
recogiéndolo en aspas.

Se seca bajo vacio a 0°C durante el tiempo necesario
para eliminar los disolventes orgdnicos.

2,8 g de fibra asi obtenida, correspondientes a aproxima-
damente 1,4 g de polimero seco, son lavados con tampén fos-
fato 0,05 M, a un pH 7,0 para separar la enzima absorbida
y sucesivamente colocados en 25 ml de una solucidn acuosa de
la siguiente composicidén: glucosa 60 % (en volumen); CoClz,

4

10 'M; MgCl,, 5 x 10-3M. Se agita a 45°C se mantiene el
CAtD) ¥

-7 -
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pH a 7,0 con pH -stato, agregando NaQOH. Después de 24 horas,
por via polarimétrica, se determina un porcentaje de isome-
rizacidn igual.a 45,5. Descargada la mezcla isomerizada,

se pone en contacto con la misma fibra una solucidn fresca

de glucosa para un nuevo ciclo de isomerizacidn. Después

de 6 dfas de sucesivas operaciones, el porcentaje de isome-
rizacién después de 24 horas es de 41 %, después de 12 dias
28,7 %, después de 18 dfias 26,5 %. La separacidén es efectuada
durante 45 dfas.

Parte de los jarabes isomerizados fue utilizada para la
separacidn de la fructosa previa deionizacidn con resinas a
intercambio idnico y sucesiva precipitacidn de la fructosa
con sales de calcio a pH alcalino.

EJEMPLQO 2

25 g de fibra englobando glucosa isomerasa, preparada
segin lo descrito en el ejemplo 1, son dispuestos en hilos
paralelos en una columna de vidrio (1,3 x 40 cm); manteni&a
termoestéticamente a 45°C. Mediante una bomba peristdltica
se envia de abajo hacia arriba, a un flujo de 7 ml/h, una
solupién constituida por tampén fosfato de pH 7,0, 0,05 M,

M, Mge1, 5 x 107

glucosa 60 %, CoCl, 6 H,0 10~ M. En el
efluente se tiene un porcentaje de isomerizacidén de 40 %.
EJEMPLO 3

10 g de amiloglucosidasa, polvo Diazyme (Miles) son
suspendidos en 50 ml de agua deionizada y agitados durante

20 minutos para favorecer la solubilizacidn de la proteina

activa. Se filtra para eliminar el soporte insoluble y se
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lava la torta de filtracidén. Reunidos el filtrado y el
lavado, se concentran bajo vacio a 25°C hasta un volumen
final de 20 ml., A la solucidn as{ obtenida se adicionan
20 ml de solucién de glucosa isomerasa (364 unidades/ml;
proteinas 22 mg/ml).

Las soluciones mixtas de glucosa isomerasa y amilo-
glucosidasa son englobadas, segin el método descrito en el
ejemplo 1, en 40 g de triacetato de celulosa.

20 g de la fibra resultante son dispuestos en hilos
paralelos en una columna de vidrio (2,5 x 40 cm) mantenida
termostdticamente a 45°C. Mediante una bomba peristdltica
se hacen circular en circuito cerrado por el interior de la
columna 500 ml de una solucidn al 35 % en volumen de almiddn
de mafz licuado previamente con X -amilasa y adicionada con
sales de cobalto y magnesio (Mg't 5 x 10~3M, cott 10_4M).

La solucidn pasa por un pulmdén en el cual se controla
y mantiene el pH a 6,5 mientras recicla sobre el cabalizador
enzimdtico, obteniéndose contempordneamente la hidrdlisis de
las dextrinas a glucosa y la isomerizacién de la glucosa a
fructosa. La recirculacién de la solucién se efectda hasta ob-
tener una estabilizacién del poder éptico rotatorio (/72 h).

El andlisis de la solucién obtenida hasta este punto
revela una concentrgcidn en glucosa de 191 mg/ml y en
fructosa de 129 mg/ml, siendo formado el resto por
disacdridos y oligosacdridos. La misma operacidn fue repetida
con la misma muestra de fibra durante 15 dfas sin ninguna

disminucidn apreciable de actividad.
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Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
asl como la manera de ponerlo en pféctica, se hace comnstar
que todo cuanto no altere, cambie o modifique su principio
5 fundamental puede quedar sometido a variaciones de detalle.
También se hace constar que esta invencidn corresponde a la
Solicitud de Patente N2 19884 A/72, depositada en Italia en
28 de Enero de 1972, cuya prioridad se reivindica de acuerdo
con los Convenios Internacionales en vigor, siendo lo esencial
10 y por lo que se solicita Patente de Invencidn, por veinte aflos,
lo que quedé resumido en las siguientes reivindicaciones:
18.~ Procedimiento para la producecidn de fructosa y
de jarabes de fructosa y glucosa, mediante isomerizacidn
enzimdtica de & -glucosa, caracterizado porque como enzima
15  catalizadora de la isomerizacién se emplea una glucosa |
isomerasa englobada en una estructura filamentosa.
28.- Procedimiento para la produccién de fructosa y de
jarabes de fructosa y glucosa segun la reivindicacidén 1%,
caracterizado porque la reaccidn se realiza a temperaturas
20 comprendidas entre 30° y 70°C, preferiblemente entre
40 y 45°¢C.
38.- Procedimiento para la produccién de fructosa y de
jarabes de fructosa y glucosa segiin las reivindicaciones 1%
y 2%, caracterizado porque el pH del medio de reaccidn se
25 mantiene entre 5 y 9 y preferiblemente alrededor de 7.
48, Procedimiento para la produccidn de fructosa y de

jarabes de fructosa y glucosa gegln las reivindicaciones pre-

-10 =
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cedentes, caracterizado porque la solucidn de glucosa
destinada a ser isomerizada contiene pequeflas cantidades
de iones Mg++ y~Co++;

52.~ Procedimiento para la produccién de fructosa y de
jarabes de fructosa y glucosa segin las reivindicaciones
precedentes, caracterizado porque la enzima utilizada, englo-
bada en estructuras fibrosas, se constituye por glucosa
isomerasa de elevado grado de pureza.

62,- Procedimiento pare la produccién de fructosa y de
jarabes de fructosa y glucosa segin las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado porque se traten polir-cK—glﬁcésidos
con preparados fibrosos bioenzimdticos conteniendo amilo-
glucosidasas y glucosa-isomerasas.

7&.- PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE FRUCTOSA Y
DE JARABES DE FRUCTOSA Y GLUCOSA,
tal y como queda descrito y reivindicado en la presente
memoria que consta de once hojas mecanografiadas por una
sola cara.

BARCELONA, 27 de Enero de 1973.

SNAM PROGETTI S.p.A.
P.P.

J BOMEZ -ACEBT Y"MODET
%ﬂ?’u @xﬁf ‘Sit')narA - o

- 11 -



	Bibliographic data
	Description
	Claims



