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Esta invencién se refiere a un procedimiento para
convertir enzimaticamente una porcibn de la glucosa en una
gsolucibén que contiene glucosa en fructosa y es una modifica-
cibén de la invencidn descrita y reivindicada en nuestra so-
licitud de patente copendiente n2 415.711.

Existen muchos procedimientos conocidos en la técni-
ca para producir soiuciones que contienen fructosa., Estos
procedimientos pueden ser agrupados en tres amplias catego-—
rias, todas las cuales estfn descritas en nuestra solicitud
de patente copendiente n¢? 415.71j.

Debido a 1la economia implicada en la produccidn de
glucosa=isomerasa, es de la méxima importancia utilizar la
isomerasa bajo condiciones en las que se produzcan rendimiend
tos méximos de fructosa utilizando cantidades minimas de glu-
cosa~igomerass, Ademés, las condiciones para la isomeriza;
cidén deben ser tales que se produzcan cantidades minimes de
subproductos objetables, '

Fundamentalmente la glucosa—isoherasa es producida
intracelularmente por varios microorganismos. Asi, la por—
cibén principal de la glucosa-isomerasa se encuentfa dentro
de las paredes de las células de los microorganismos y/o so-
bre dichas paredes, Normalmente, cuando se utilizan estas céd
lulas para isomerizar la glucosa a fructosa, durante la iso-
merizacidn es liberada o extralda de las células la isomera-
sa., Cuando la isomerasa es liberada o extralda de las células
estid esencialmente solubilizada. Constituirfa un procedimien-
to bastante costoso y complicado recuperar la isomerasa solu-
bilizada de manera que pudiera ser utilizada en otra reaceidn
de isomerizacidn.

En un artieulo titulado "A Continuous Glucose Iso-~
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merization Method by anAdsorbed Enzyme Column™ by Tsumura

y colaboradores, puolicado en Nippon Shokuhin Kogyo Gakkéishi
11; (12) 1967, 1a glucosa-isomerasa derivada del Streptog&¢ea
phaeochromogenes estaba combinada a DEAE-Sermiex. Este

enzima combinado se coloca en una columna y se pasa continua-
mente a'través de la misma una soluciém de glucosa, Cuando
la glucosa ge pone en contacto con el enzima combinado, se
produce continuamente fructosa. Aungue el procedimiento des=
crito en este artfculo aparentemente consijtuye una solucidn
parcial al problema de reutilizar la glucosa-~isomerasa, se
llevé a cabo a una esocala tan pequefia que los pardmetros del
proceso no son aplicables a la préciica ccmereial, Por 1o tan|
t¢ seria diffeil, si no précticamente imposible, reducir es—
te procesoc a esoala comercgial y producir una solucién conte~
niendo glucosa-fructosa de calidad aceptable.

En la patente estadounidense n? 3.708.397 de Sipos

se indica que la glucosa~isomerasa derivada del Streptomyces

phaeochromogenes puede ser inmovilizada sobre resinas basicas

cambiadoras de anidn tales como las celuloses DEAE,.TEAE ¥
ECTEOLA, Existe la necesidad de un proéeso: continuo para
isomerizar enzimdticamente 1 glucosa a fructosa. '

En nuestra solicitud de patente n? 415,711 se deseri-
be y reivindica un procedimiento para la ¢onversibén enzimé-
tica de glucosa en fructosa, procedimiento que consisie en
formar una solucién de glucosa, con una viscosidad oomprendi-.
da entre 0,5 y 100 centipoises, un pH comprendido entre 6 ¥y
9 y conteniendo de 5 a 80 % en peso de glucosa, mantener di-
éha solueidn a una temperatura comprendida entre 20 y 80%
mieﬁtras se hace pasar la solucidn a través de un lecho de

glucosa-isomerasa combinada con una actividad de glucosa-—~
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| un caudal tal que alrededor del 54 % de glucosa se convierte

isomerasa de 3 IGIU como minimo por centimetro cfbico de le-

cho y un valor de la estabilidad de 50 horas como minimo, s

en fructbsa, el color de lé solucidn convertida aumenta en
menos de dos unidades de color y no hay produccidn sustan--
cial de psicosa.

Esta invencibn es una modificacidn de la de la soli-
citud de patente n@ 415.711, en la que las particulas de glud
cosa—i§Omerasa combinada estén combinadas a una celulosa sin-
tética cambiadora de anibn y manténidas en suspensidn.

Dé acuerdo con este invento, se proporciona un proce-
dimiénto para convertir enzimfticamente la glucosa en fructo-
sa que consiste en introducir continuamente una solucién de
glucosa, con una viscosidad de 0,5 a 100 centipoises aproxi-
madamente, un pH comprendido aproximadamente entre 6 y 9,
una temperatura de 20 a 80°C aproximadamente y conteniendo
alrededor de 5 a 80 % en peso de glucosa, en una zona que con
tiene particulas de glucosa isomerasa combinada, selecciona-
da entre el grupo formado por glucosa-isomerasa comfinada a
uns celulosa cambiadora de anidn y glucosa-isomerasa combina-
da a una resina sintética cambiadora de anidn, con lo que lad
particulas de la glucosa-isomerasa combinada se manfienen en
suspensidn y hasta el 54 % de la glucosa se convierte en frug
tosa, el color de la solucibn convertida aumenta en menos de
dos unidades de color y no hay produccidn sustanciai de psico
sa y retirar dicha solucidn convértida de la citada zona a
una velocidad précticamente equivalente a la velocidad de in-
troduccidén de la solueidn de glucosa en dicha zona, caracte-
rizédndose las partfculas de glucosa combinada por tener una

actividad de glucosa-isomerssa de 3 IGIU como minimo por
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cent{metro clibico cuando se rellenan en un lecho y un valor
de la estabilidad de 50 horas como minimo,

Variog términos y expresiones utilizados en lo que
antecede y en la siguiente discusidn y en los ejemplos estén
definidos en nuestra solicitud de patente copendiente nimero
415,711,

El mentenimiento de las particulas de glucosa-isome-
rasa combinada en suspensidn puede realizarse por cualguier
forma conveniente. Por ejemplo, las ﬁarticulas de glucosa-
isomerasa combinada pueden introducirse en una vagija ade-
cuada con una salida superior y una enirada inferior. En la
galida y en la entrada puede colocarse una rejilla u otro me-
dio poroso adecuado. La solucidn de glucosa es introducida
continuamente en la vasija a través de la entrada inferior
a un caudal y bajo unas condiciones tales que las particulas
de glucosa-~isomerasa combinada son fluidificadas y manteni-
das en suspensidn en la solucidn de glucosa. Una porcidn de
ia glucosa en la solucidn es convertida asi en fructosa y la
solucidén de fructosa se saca & través de la salida superior.

Otro método para mantener la glucosa-isomerasa en
suspensién o fluidificada en una solucidén de glucosa consis-
te en un dispositivo agitador mecénico. Por ejemplo, una va-
gija adecuada puede proveerse de una salida y una entrada y
de un dispositivo agitador. Las particulas de glucosa~isome-
rasa combinadas se encuentran en la vasija yrla solucidn de
glucosa es introducida en la vasija mediante un medio de
bombeo adecuado a través de la entrada, El dispositivo agitad
dor meclnico agita la solucidén de manera que las particulas
de glucosa~isomerasa combinada se mantienen en suspensidn,

Una parte de la glucosa se convierte en fructosa y esta solu--
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"6l almidén y el segundo para convertir el almiddén licuado en

cidn convertida sale por la salida,

El grado de conversidn de la glucosa en fructosa de~
pende de muchog factores, tales como el periodo durante el
cual la glucosa se mantiene en contacto con la glucosa-isome—
rasa cgombinada,la temperatura a la cual se efectia la reac—~
cibén, la actividad especifica de la glucosa-isomerasa combi-
nada y otros factores,

El procedimiento de esta invencidn proporciona varias
ventajas evidentes. Por ejemplo, proporciona un procedimiento
que ‘puede ser puesto en practica ficil y econdmicamente en ung
operacibén comercial. Ademfs, es extraordinariamente eficiente
en cuanto a la utilizacidn de la glucosa-isomerasa y la pro-
duceidén de una solucidn de fructosa conteniendo color, ceni-
zas y psicosa minimos. Ademés, la isomerizacidn puede reali-
zarse continuamente lo que, naturalmente, constituye una evi-
dente ventaja en cualquier operacidn de manufactura.

Existen muchos métodos conocidos en este campo para
la produccidn de soluciones de glucosa. Por ejemplo, los mé-
todos que actualmente se estan piacticando a escala comercial
implican principalmente la sacarificacidén del almidén de maiz
en glucosa. Estos métodos pueden ser agrupados en tres catego-
rias. Ia primera es un proceso &cido en el que se empleza una
solucidn 4cida diluida para hidrolizar el almidén a glucosa.
Ia segunda es un proceso acido-enzimatico en el que el almi-
dfn es licuado por un tratamiento 4cido suave y después se em-
plea un enzima para convertir el almidén licuado en glucosa,
La tercera es un proceso enzimitico-enzimatico en el que se

emplean dos tratamientos con enzimas, el primero para licuar

glucosa. En el procedimiento de esta invencidn, se prefiere
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utilizar una solucién de glucosa producida por uno cualquie-~
ra de los dos dltimos procedimientos ya que estas soluciones,
,en general; contienen mayores cantidmdes de dextrosa, sobre la
base del peso de la sustancia seca, menores cantidades de &ci
dos, menos color y cantidades més pequefias de oiigosacéridos.
Le solucidén de glucosa puede ser refinada, si se desea, por
medios convencionales antes de ser sometida al procedimiento
de esta invencidn.

Ia viscosidad de la solucibn de glucosa debe estar
comprendida aproximadamente entre 0,5 y 100 centipoises y pre-
feriblemente debe ser alrededor de 2 a 20 centipoises. Si la
viscosidad de la soluciln es demasiado alta, serd dificil, si
no imposible, mantener las particulas de glucosa-isomerasa
combinada en suspensidn.

El valor de la estabilidad de la glucosa-isomerasa
combinada debe ser como minimo de 50 horas, preferiblemente
como minimo de unas 300 horas y todavia mejor de unas 400 ho-
ras como minimo,

La formacidén de la glucosa-isomerasa combindda puede
realizarse por cualquier método conveniente siempre que la gly
cosa~isomerasa combinada tenga las caracteristicas antes in-
dicadas. Se considera que la glucosa-~isomerasa puede ser combi-
nada a una multitud de vehiculos inertes. Por ejemplo, la
glucosa~isomerasa puede ser combinada a Ja DEAE-celulosa (dietil-
aminoetilcelulosa) o un material similar, obteniéndose exce-
lentes resultados. Naturalmentie,para combinarla,la glucosa-isome
rasa debe ser separada de las células y no debe haber sus-
tancias interferentes durante Ja combinacidn. La éaibinacifn puede
realizarse en un medio acuoso o en una solucidn azucarada,

V.8, jarabe de maiz. También la glucosa-isomerasa puede ser
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cofibinada sohre vehiculos inertes ya sea junto con material ce-
lular o en estado relativamente puro. Pueden ser adecuados
para este fin diversos materiales poliméricos pero, natural-
mente, la porosidad de estos materiales debe ser tal que per-
mita que la glucosa entre en contacto con la glucosa~isomera
ga.

La concentracidén de glucosa en la solucidn de glucosa
debe estar comprendida apfoximadamente entre 5 y 80 % en peso
y preferiblemente debe estar comprendida entre 40 y 60 %
aproximademente, sobrezla misma base en peso.

EL pH de la solucidén de glucosa debe estar comprendi-
do enire 6 y 9 aproximadamente, de preferencia entre 6,5 y
8 aproximadamente y todavia mejor entre 1y 7,5 aproximadamen+
te. Bs importante mantener el pH de la solucidén de glucosa
dentro de este intervalo durante la reaccifn de isomerizacidn
ya que, si la solucidn estd fuera de estos limites, la isome-
rasa serd rdpidamente inactivada y/o se producirdn grandes
cantidades de subproductos indeseables tales como color y
psicosa. En 1la solucidn de glucosa puede heber varios iones
met&licos activadores y/o estabilizantes de la isomerasa, ta-
les como sales solibles de cobalto, magnesio, etc.

En la Tabla I dada a continuacidén se reunen las oa-
racteristicas esenciales de la solucibn de fructosa isomeri-

zada producida por el método de esta invencidn.,
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TABLA 1
Caracteristicas de las soluciones que contienen fructos
GlucosaX Pructosal Polisacdridod
Intervalo tipico 30 a 60 10 a 54 0 a 50
Intervalo prefe-
rido 30 a 60 10 a 54 0a 30
Intervalo més
_prefexido 30 a 60 10 a 54 0a 30

x Cantidad de sacdrido que depende principalmente del produ

an Constituldas principalmente por sales metdlicas que estér

lizar y/o activar la glucosa-lisomerasa.




goluclones que contienen fructosa sin refinar - porcentaje en peso seco

TABLA I

f FructosaX Polisaciridol
10 a 54 0 a 50
10 a 54 0a 30
10 a 54 0a 30

Psicosa
£8.5054

0ai

0=a 0,5

0a 0,1

depende principalmente del, producto deseado.

b+ 3

Cenizag

0,1 a 0,5
0,1 a 0,2

0,05 a 0,1

Unidades de color

0a 0,2
0a 0,05

0 a 0,03

, s .
nte por sales metalicas que estén presentes durante la isomerizacidén para estabi~ .

cosa=1lsomerasa.
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Con objeto de deseribir mAs claramente la naturaleza

de esta invencibn, describiremos a continuacién varios ejem-

plos especificos. Sin embargo, debe entenderse que esto se has

ce exclusivamente a titulo de ejemplo y ro se intenta deli-

inear el alcance de la invencidn ni limitar el émbito de las

' reivindicaciones del apéndice.
! | EIEMPLO 1 -

i Egte e jemplo ilustra el uso de glucosa-isomerasa combi

_nada a una resina sintética porosa, cambiadora de anibn, en

‘un lecho fluidificado para cdnvértir continuamente la glucosa

| en fructosa.

Se cultiva Streptomyces sp. ATCC 21175 en condiciones

sumergidas aerdbicas y se afiade 00012.6H20 ¥y un agente tenso-
activo catiénico (Variqﬁat 50 MC - Varney Chemical Division
of Northern Petrochemical Company) en cantidad suficiente pa-
ra obtener en el caldo resultante 240 ppm y 1600 ppm, respec-
tivamente. .

Bl caldo se agita continuamente durante S'horas mien-
tras se mantiene a 40°C y a un pH de 6,5, Despuds se enfria
el oaldo a unos 15°C y se filtra. El filtrado presenta una ac-
tividad de glucosa-isomerasa de 11,4 IGIU/ml. A 4 litros del
filtrado se afiaden 12 g de celulosa catidnica (Whatman DE-23)
pera adsorber los materiales proteinicos distintos de la iso-
merasa. La celulosa catibnica se separa por filtracién., E1
filtrado tiene una actividad de glucosa~isomerasa de 11,2
IGIU/ml.

Se afiaden 830 g de la resina cambiadora de anién Am-
berlite IRA-938 himeda (Rohm & Haas) a 3 litros de NaOH 1,5 N
La resina se agita & 60°C durante 15 minutos, se filtra, se

enjuaga con agua desmineralizada, se vuelve a agiter en 4 li-
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tros de HC1 2 N a 60°C durante 15 minutos, ge filtra, se en—
Jjuaga con agua desmineralizada, se agita en agua desminerali-
zada a pH 7 y se filtra. Esta redina se agrega a 4 litros del
filtrado de glucosa-isomerasa anteriormente descrito, con una
actividad de glucosa~isomerasa de 11,2 IGIU/ml y se mantiene
alll durente 1 hora a 60°C, se filtra y se lava. Se recogen
el filtrado y las aguas de lavado y se determina la actividad
de glucosa~isomerasa de los mismos,

Baséndose en la diferencia entre la actividad de glu-
cosa=-isomerasa de este filtrado y estas aguas de lavado y la
actividad de glucosa-isomerasa del filtrado al que se ha afig-
dido la resina, ge calcula que la resina adsorbe 46,5 IGIU/g.
Basindose en este valor caleculado, 1a resina tiene una acti-
vidad de glucosa=isomerasa de 29,9 IGIU/bm3 cuando se rellena
en un lecho y un valor estimado de la estabilidad de 600 ho-
ras.

Una solucidn de glucosa refinada que contiene 90,5 %
de glucosa, 2,0 % de fructosa y 52,1 % de sustancia seca se
diluye con agua para obtener soluciones que contieneh alre—
dedor de 10, 20, 30 y 40 % de sustancia seca. A cada solucibn
se afiaden 0,005 moles de MgSO3 por litro y el pH de las solu~
ciones se ajusta a T,4. ;

Se agitan 90 g de la resine que contiene la glucosa-
isomerasa adsorbida en 500 ml de la solucidn que contiene
10 % de sustancia seca, se calienta a 40°C y se agita a vacio
para eliminar el aire atrapado. Esta suspensidén se vierte en
una columna de doble pared, con un didmetro de 1 pulgada
(25,4 mm) y une altura de 24 pulgadas (61 cm), donde se man-
tiene una temperatura constante de 65°C, Los extremos supe-

rior e inferior de la columng sSe equipan con rejillas para
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mantener alli la resina.

Las soluciones anteriormente preparadas se bombean
a trévés de un serpentin caliente para ajustar su temperatu-
ra a 65°C y después se bombean al fondo de la columna donde
la glgcosa—isomerasacuﬂﬁna&ies fluidificada., En la Tabla II
se encuentran los caudales de las soluciones bombeadas a tra
vés de las columnas, el porcentaje de glucosa convertida en
fructosa y el contenido en psicosa de las soluciones conver-
tidas.

TABLA 1T

Igomerizacidn en lecho fluidificado

Porcentaje de Caudal de la Porcentaje de glu
sustancia se- solucidén (ml/ cosa convertida en Porcentaje

ca minuto) fructosa de psicosa
10,0 47,4 ‘ 14,1 <1
20,2 28,5 12,6 <1
30,2 13,0 17,3 <1
40,4 7,4 16,8 <1
EJEMFLO 2

Este ejemplo ilustra el uso de la glucosa-isomerasa
ligada a una resina cambiadora de anibén sintética porosa en
un sistema reactor agitado, donde la glucosa es continuamen-
te convertida en fructosa. lLa glucosa-isomerasa es combinada a
Amberlite IRA-938 (Rohm & Haas) segin el procedimiento des-
crito en el Ejemplo 1. Em tres matraces de vacio de 1 litro
se introducen 100 g de la resina que contiene la isomerasa
¥y 900 ml de una solucidn de glucosa refinada., Ia solucidn de
glucosa refinada contiene 90,5 % sobre la base de sustancia
seca de glucosa, 2,0 % de fructosa sobre la base de sustan-
cia seca, un contenido en sustancia seca del 52,1 %, un pH

de 7,4 y un contenido de Mg803 de 0,005 moles por litro. Se
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aplica vacio a cada matraz durante 10 minutos para eliminar
el aire atrapado. Los matraces se conectan en serie por los
brazos laterales de los matraces que sirvem como entradas.
Unos tubos de vidrio provistos de filtros de vidrio fritado
se colocan en los matraces a través de tapones insertados
en los cuellos de los matraces y sirven como salidas, Tam-
blén & traves de los tapones se hacen pasar unos agitadores
mecénicos de paletas anchas. Log matraces se mantienen & una
temperatura de 6500. Los agitadares mantienen la resina en
suspensién. Los matraces se colocan en serie con la salida
de un matraz coneotada & la entrada del matraz sucesivo. La |
golucidn de glucosa se bombea a través de la salida del pri-?
mer matraz colocado en la serie y desplaza uns porcidn igual
de la solucibn a través de los tubos de vidrio. La solueién
de glucosa se bombea a través de los matraces & los caudales
y durante los periodos indicados en la Tabia III, Los resul-
tados de este ejemplo se encuentran también en la Tabla III,
TAﬁLA III

Isomerizacidén continua en um reactor agitado

Caudal de 1la Porcentaje de
solucidn (ml/ fructosa pro- Porcentaje

minuto) duoida de psicosa Unidades de coloy
5,33 39,6 <1 0,013
5,40 40,4 <1 "
5,30 39,0 <1 "
4,80 38,2 <1 n
8,00 30,0 <1 ' 0,007
7400 29,2 <1 "
6,80 25,4 <1 "

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita

deberéd recaer sobre las siguientest
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REIVINDICACIONES

1. Mejoras introducidas en el objeto de la patente
principal n? 415.711 por: "Un procedimiento para convertir
enzimiticamente glucosa en fructosa® caracterizadas por in-
trodueir continuamente una solucidn que contiene glucosa, con
une viscosidad de 0,5 a 100 centipoises aproximadamente, un
PH comprendido aproximadamente entre 6 y 9, & una tempera-
tura comprendida entre 20° ¥y 80°¢ aproximadamente y conte-
niendo alrededor de 5 a2 80 % en peso de glucosa, en una zona
que contiene particulas de giucosaﬁhumuasaamﬂmmﬂisdunbnmhsag
tre el grupo formado por glucosa-isomerasa combinada a una
celulosa cambiadora de anibn y glucosa-igomerasa combinada a
una resina sintética cambiadora de anidn, con lo que las par-
ticulas de la glucosa~isomerasa combinada se mantienen en
suspensidn y hasta el 54 % de la glucosa se convierte en
fructosa, el color de la solucidn convertida es aumentado en
menos de dos unidades de color y no hay produceibén sustane—
cial de psicosa, y retirar dicha solucién convertida de la
citada zona a unarvelocidad précticamente equivalenée a 1&
velocidad & que se introduce la citada solucign que contie=
ne glucosa en dicha zona, caracterizandose las particulas
de la glucosa combinada por presentar una actividad de glu-
cosa~-isomerasa por lo menos igual a tres IGIU por centimetro
clibico cuando se rellenan en un lecho y un valor de la esta=

bilidad de 50 horas como minimo,
2. Mejoras introducidas en el objeto de la patente

principal n® 415.711 por: Un procédimiento para convertir
enziméticamente glucosa en fructosa, segin la reivindicacih
1,caracterizadas porque la viscosidad de la solucidén que cop

tiene glucosa est& comprendida aproximadamente entre 2 ¥ 20
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centipoises y el pH de la solucién es de 6,5 a 8 aproxima-
damente.

3. Mejoras introducidas en el objeto de la patente
principal ne 415.711 por: Un procedimiento para convertir
enziméticamente glucosa en fructosa, segin las reivindica-
ciones 1 6 2, caracterizadas porque la solucidn que contie-
ne glucosa contiene alrededor de 40 s 60% en peso de gluco-
sa y el pH de la solucibn es de 7 a 8 aproximadamente.

4. Mejoras introducidas en el objeto de la patente
principal n® 415.711 por: Un procedimiento para convertir

enziméticamente glucosa en fructosa, segin las reivindica-

cionegs 1 a 3, caracterizadas porque el valor de la estabili
ded de la glucosa-isomerasa combinada es de unas 300 horas
como minimo.

5. Mejoras introducidas en el objeto de la patente
principal ne 415.711 por: Un procedimiento para convertir
enziméticamente glucosa en fructosa, segiin la reivindica-
cidon 4, caracterizadas porque el valor de la estabilidad de|
la glucosa-isomerasa combinadas es de unas 400 horés como
minimo.

- 6.Mejoras introducidas en el objeto de la patente
principal ne 415.711 por: Un procedimiento para convertir
enziméticemente glucosa en fructosa, segln cualquiera de la
reivindicaciones 1 a 5, caracterizadas porque la glucosa-
isomerasa est&d combinada a DEAE-celulosa.

7. Mejoras introducidas en el objeto de la patente
principal ne 415.711 por: Un procedimiento para convertir
enziméticamente glucosa en fructosa, segln la reivindicacié&
4, caracterizadas porque la solucidn que contiene glucosa

introducida en la zona es producida por tratamiento del
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almiddén con un acido para licuar el almiddén y despuds tra-
temiento del almidén licusdo cor un enzima formador de glu-
cosa para obtener la solucidn que contiene glucosa.

8. Mejoras introducidas en el objeto de la patente
prineipal ne 415.711 por: Un procedimiento para convertir
enziméticamente glucosa en fructosa, segin la reivindicacibh
4, csracterizadas porque la solucibén que contiene glucosa
introducida en la zona es producida tratando el almidén
con un enzima para licuar el almidén y después tratando el
almiddén licuado con un enzima formador de glucosa para ob-
tener la solucibén que contiene glucosa.

9. Mejoras introducidas en el objeto de la patente
principal n2 415.711 por: Un.procedimiento para convertir
enziméticemente glucosa en fructosa, segin la reivindicacidn
4, caracterizadas porque la glucosa-isomerasa procede del
Streptomyceg ATCC 21.175.

10. Mejoras introducidas en el objeto de la patente
prinépal ne 415.711 por: Un procedimiento para convertir
enziméticamente glucosa en'fructosa, segin la reivindicaciép.-
1, caracterizadas porque la solucién que contiene glucosa sé
pone en contacto con la glucosa-isomerasa combinada en con=-
diciones en lag cuales se produce menos de alrededor del 1%
de psicosa.

1l. Mejoras introducidas en el objeto de la patente
prindpal ne 415.711 por: Un procedimiento para convertir
enzimbticamente glucosa en fructosa, segin la reivindicacidh
10, caracterizadas porque la solucidn que contiene glucosa
se pone en contacto con la glucosa-isomerasa combinada en
condiciones en las que produce menos de alrededor del 0,5%

de psicosa.
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12. Mejoras introducidas en el objeto de la patente
principal ne 415.711 por: Un procedimiento para convertir

enziméticamente glucosa en fructosa, segin la reivindica_

glucosa se pone en contacto con la glucosa-isomerasa cg@bi-
nada en condiciones en las que se produce menos de alrede-
dor del 0,1% de psicosa.

13. Mejoras introducidag en el obJjeto de la patente
prineipal ne 415.711 por: Un procedimiento para convertir
enzimbdticamente glucosa en fructosa, segin la reivindicacidp
11, caracterizadas porque la solucidn que contiené glucosa
se pone en contacto con la glucosa-isomerasa combinada en
condiciones en las que el colorigg la solucidn convertida
sumenta en menos de 0,05 unidades de color.

14, Mejoras introducidas en el objeto de la patente
principal ne 415.711 por: Un procedimiento para convertir
enzimhticamente glucosa en fructosa, segin la reivindicacién'
12, caracterizadas porque la solucién.que contiene glucosa
se pone en contacto con la glucosa-isomerasa combinada en
condiciones en las que el color de la solucibdn convertida
aumenta en menos de 0,03 unidades de color.

15. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de recaer el Primer Certificado de Adiccidn que se
solicita por: MEJORAS INTRODUCIDAS EN EL OBJETO DE LA PATEN
TE PRINCIPAL N2 415.711 POR:"UN PROCEDIMIENTO PARA CONVERTIR
ENZIMATICAMENTE GLUCOSA EN FRUCTOSAY,
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Todo conforme queda descrito y reivindicedo en la
presente memoria descriptiva que consta de dieciocho pagi-

nas mecsanografiadas.

Madrid, 19 de noviembre de 1.974
BERNARDO UNGRIA
p'P"/£'7T
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