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Esta invención se r e f ie r e  en general a la  f i j a ­

c ión  de enzimas cata líticam ente activas sobre materiales 

soporte esencialmente insolubles en agua. Específicamen­

te , la  invención se r e f ie r e  a la  adsorción de g lucosa-iso- 

.5 merasa sobre las  su p erfic ies  in te r io res  de un soporte inor-

• gánico poroso de área s u p e r fic ia l elevada, constitu ido por 

una mezcla de lo s  óxidos m etálicos y AlgO^.

Debido a la  espec ific idad  c a ta lít ic a  de las en­

zimas, se ha prestado considerable atención hacia la  bús- 

10 queda de métodos de u t i l iz a c ió n  de las mismas tanto en

aplicaciones de labora torio  como en aplicaciones indus­

t r ia le s .  Las enzimas son generalmente insolubles en agua, 

y, por esta razón, muchas enzimas son antieconómicas en 

lo  que se r e f ie r e  a su u t il iz a c ió n  en operaciones del t i -  

15 po por cargas en gran escala, dado que las enzimas pueden

u t i l iz a r s e  por reg la  general só lo  una vez en ausencia de 

etapas de recuperación y p u rifica c ión  de enzimas, que son 

bastante coatosas. En los años rec ien tes , s in  embargo, se 

han ideado técnicas para la  f i ja c ió n  de enzimas activas 

20 sobre m ateriales soporte esencialmente insolubles en agua

' que pueden separarse fácilm ente de una reacción, perm itien- 

" do así la  r e u t il iz a c ió n  de la  enzima in so lu b ilizada  o inmo-
o >

b iliz a d a . Esta descripción  tra ta  de una nueva composición 

de glucosa-isomerasa inmobilizada que exhibe un a lto  gra- 

25 do de activ idad  enzimática por unidad de peso de la  com­

posición .
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l a  glucosa -  isómerasa es una enzima que cata­

l i z a  la  isom erizacién de l azúcar glucosa a l azúcar fru c­

tosa, a la  que a.veces se hace re fe ren c ia  como levu losa . 

l a  conveniencia de la  conversión de glucosa en fructosa  

5 está perfectamente reconocida por diversas razones. Por 

ejemplo, aun cuando la  fructosa tien e  e l mismo poder ca- 

l o r i f i c o  que la  glucosa, es un azúcar más dulce. Así, 

con fructosa se puede conseguir un grado de dulzor f i j a ­

do con un aporte de ca lo r ías  relativam ente más ba jo . Ade- 

1o más, e l azúcar glucosa es relativam ente abundante a par­

t i r  de una diversidad de fuentes, y por esta razón es 

asequible como fuente de materia prima para la  producción 

de fructosa.

Es b ien  sabido que la  glucosa se puede isom eri- 

15 zar en fructosa por métodos tanto a lca linos como enzima- 

t ic o s . la  isom erizacién a lca lin a  de la  solución  de glu­

cosa requ iere someter una solución  que contiene gLucosa 

a un medio a lca lin o  en e l que puede producirse la  isome— 

r iza c ión  en fructosa. Desgraciadamente, la  isom erizacién 

2o a lca lin a  de la  glucosa en fructosa ha dado resultados

in sa tis fa c to r io s , generalmente debido a la  tendencia de 

los  cata lizadores a lca linos no s e le c tivo s  a producir 

subproductos indeseables que afectan desfavorablemente 

a l sabor de l producto y que son d i f í c i l e s  de elim inar.

25 Entre lo s  subproductos indeseables conocidos de la  isome-
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r iza c ió n  a lca lin a  se encuentran diversos cuerpos colorea­

dos y  productos ácidos que requieren etapas de tratamien­

to ad icionales para su elim inación. Algunas de las  desvena- 

ta jas  asociadas con la  isom erización a lca lin a  se han ven­

cido por e l descubrimiento relativam ente rec ien te  de que 

puede u t i l iz a r s e  alúmina finamente d iv id ida  en un medio 

a lca lin o  para la  isom erización de la  glucosa. Como se 

ha descrito  en la  técn ica an terior, por la  u t i l iz a c ió n  

de alúmina a lca lin a  (pH mayor que 7) que tien e  un área 

s u p e r fic ia l elevada, se ha hecho posib le  e v ita r  la  fo r ­

mación de subproductos ob jetab les. Una venta ja  ad icional 

d esc r ita  es que por la  u t i l iz a c ió n  de partícu las sólidas 

de alúmina, la  alúmina se puede separar con fa c il id a d  

de un medio de reacción  y puede vo lve r  a ser u t iliza d a . 

Desgraciadamente, s in  embargo, e l  uso de alúmina finamen­

te  d iv id ida  requ iere un tiempo de residencia  relativamen­

te  la rgo  para la  solución  de glucosa, tendiendo así a 

ex c lu ir  las reacciones continuas o de f lu jo  d ire c to , más 

económicas. Además, debido a un eq u ilib r io  que parece exis 

t i r  entre glucosa y fructosa, la  conversión óptima de 

glucosa en fru ctosa  está lim itada en las condiciones de 

las reacciones de tipo  por cargas que se describen en la  

técn ica  an terior.

A causa de los problemas asociados con la  iso ­

m erización a lca lin a , se está prestando atención crecien -
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te  hacia los  métodos de isom erización enzimática en que 

se u t i l i z a  glucosa-isomerasa. Tal como se u t i l i z a  en es­

ta  memoria, e l término glucosa-isomerasa hace re fe ren c ia  

a la  enzima o a l sistema de enzimas que c a ta liza  la  is o -  

5 merización de glucosa en fructosa, cualquiera que sea la  

fuente de la (s )  enzim a(s). Xa enzima propiamente dicha 

puede derivarse de una diversidad de organismos, y se co­

nocen numerosos métodos para la  extracción  y p u rifica c ión  

de la  glucosa-isomerasa. El uso de preparaciones solubles 

1o de glucosa-isomerasa para la  fab ricac ión  de fructosa  co­

m ercial en gran escala está lim itado en general debido 

a l coste de la  enzima para una so la  u t il iz a c ió n  y/o a 

los  costes asociados con la  recuperación o in activac ión  

de la  enzima solub le agotada. Por ta les  razones, se ha 

15 prestado atención recientemente hacia la  búsqueda de mé­

todos de f i ja c ió n  de enzimas sobre m ateriales soporte de 

área s u p e r fic ia l elevada, esencialmente insolubles en agua, 

tanto orgánicos como inorgánicos.

■ Exi st e un c ie r to  número de desventajas asocia- 

2o das con e l uso de soportes orgánicos como m ateriales so- 

-  porte de enzimas. Por ejemplo, muchas sustancias orgáni­

cas están sometidas al ataque de los  m icrobios, en espe­

c ia l  durante su u t il iz a c ió n  a la rgo  plazo. Además, algu­

nas de las  sustancias orgánicas tienden a hincharse en 

25 un medio acuoso, acarreando así problemas de presión en
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las operaciones en columnas de uso continuo. Aún más, mu­

chas sustancias orgánicas carecen del área' su p e r fic ia l 

elevada necesaria para asegurar una carga de enzima má­

xima y, debido a su naturaleza orgánica, muchos de ta les  

soportes son d i f í c i l e s  de e s t e r i l iz a r  por métodos conven­

c iona les . Muchas de las desventajas arriba indicadas se 

han resuelto  por descubrimientos rec ien tes que demuestran 

que c ie r to s  m ateriales inorgánicos pueden u t i l iz a r s e  como 

m ateriales soporte de enzimas.

Métodos de adsorción de diversas enzimas sobre 

c ie r to  número de m ateriales s i l íc e o s  se describen en la  

técn ica  an terio r. Métodos de copulación química de enzi­

mas con una d iversidad  de materias inorgánicas por medio 

de un agente de copulación intermedio de s ilsn o  se descri­

ben también en la  técn ica  an terior. Más recientemente, en 

la  Patente de lo s  EE. UU. N2 3.850.751, se describe que 

podrían prepararse composiciones de enzimas fija d a s  muy 

e fic ien te s  por f i ja c ió n  de las enzimas a la  su p erfic ie  

in te r io r  de m ateriales cerámicos porosos que tienen un 

diámetro medio de poro menor que 1000 £, preferib lem ente 

menor que aproximadamente 500 i? o comprendido entre apro­

ximadamente 100 £ y 500 5L Seleccionando un diámetro de 

poro medio a l menos tan grande como e l tamaño de la  enzi­

ma pero menor que aproximadamente 1000 se describ ió  

que se logra  un área su p e r fic ia l elevada para una carga
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de enzima a lta , y que las enzimas fija d a s  interiorm ente 

tendían a estar protegidas contra e l desprendimiento, es­

pecialmente en medios de reacción  turbulentos.

En la  Patente Española N2 422.764, se describe 

un método de isom erización de glucosa en fructosa con 

u t il iz a c ió n  de una composición que consiste en glucosa- 

-isomerasa adsorbida sobre cuerpos de alúmina porosos 

que tienen un tamaño de poro medio comprendido entre apro­

ximadamente 100 5 y 1000 £. Como se describe en la  paten­

te  arriba citada, es sabido que se necesitan diversos 

iones metálicos en la  isom erización enzimática de gluco­

sa en fructosa.

En la  técn ica an terior se han examinado los e fec­

tos de d iversos iones metálicos ta les  como Mg, Co, Pe, Mn, 

N i, Ba, Ca, Zn y  Cu, llegándose a la  conclusión de que 

la  glucosa-lsomerasa procedente de una cepa.de Streptomy-  

ces sp. c itada requ iere la  presencia tanto de iones cobal­

to como de iones magnesio para su activ idad . Típicamente, 

la  presencia de aquéllos y otros iones esté asegurada por 

adición de lo s  mismos a la  alimentación de glucosa antes 

de ponerla en contacto con un sistema de enzima f i ja d a , 

como se muestra por los ejemplos de la  patente arriba 

indicada. la  adición de diversos iones m etálicos a l mate­

r i a l  de alimentación de glucosa requ iere etapas de tra ta ­

miento adicionales en la  producción de fructosa  con glu-
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eosa-isómeras a f i ja d a , especialmente en un reactor de 

f lu jo  d irec to  continuo (p. e j . ,  una columna de f lu jo  de . 

r e l le n o ).  Adicionalmente, cuando se añaden ta le s  iones 

a la  solución  de alimentación, los  mismos se convierten 

5 • en una parte d e l producto f in a l .  Esto es especialmente

indeseable en e l caso de iones ta les  como los de cobalto. 

Debido al hecho de ser indeseable la  presencia de ta les  

iones en e l producto f in a l,  en especia l en e l caso de 

productos a lim en tic ios , y debido a los  costes adicióna­

lo  le s  asociados con la  elim inación de ta les  iones, se ha 

reconocido la  necesidad de proporcionar un sistema de 

gLucosa-isomerasa f i ja d a  que asegure la  presencia de los 

iones m etálicos necesarios y e v ite  s in  embargo lo s  proble 

mas asociados con los  sistemas anteriores.

15 De un modo totalmente sorprendente, se ha en­

contrado que una parte de los requ is itos  de iones metá­

l ic o s  de un sistema de glucosa-isomerasa f i ja d a  y los  pa­

rámetros de pH c r ít ic o s  de un ta l  sistema pueden cumplir­

se simultáneamente con un m aterial soporte inorgánico po- 

2o roso que tiene un in te rva lo  de composición de óxidos me­

tá lic o s  muy c r í t ic o ,  que se describe en d e ta lle  más ade­

lan te .

Da esencia de la  presente invención es e l des­

cubrimiento de que puede logra rse  «na carga de enzima muy 

25 elevada por gramo de soporte para una composición de glu-

4.10.75 -  8 -



1o

i,  V

v  ^

í v ^
15

v ". 2o
i .  V  "•

25

4 . 10.75

.7"*
i O

cosa-isomerasa f i ja d a  por incorporación de una cantidad 

c r í t ic a  de MgO en un m aterial soporte de la  enzima cons­

t itu id o  por A1203 poroso. Específicamente, se ha encon­

trado que puede prepararse una composición de glucosa-iso 

merasa f i ja d a  muy e f ic ie n te  por adsorción de enzimas de 

glucosa-isomerasa a las  su perfic ies  in te r io res  de un so­

porte inorgánico poroso de area su p e r fic ia l elevada (co­

mo 'mínimo 5 m2/g) que tien e  un diámetro medio de poro 

comprendido entre aproximadamente 100 & y aproximadamente 

1000 S. y que contiene, en peso, entre 0,84 f° J 12,0 fo de 

MgO y entre 99,16 a/> y 88,0 1° de A l ^ ,  comprendiendo prefe­

riblemente entre aproximadamente 0,84 $ y aproximadamente 

3,80 $ de MgO. En rea lizac iones  muy p re feridas , e l sopor­

te  de enzima de MgO-AlgO^ poroso se h a lla  en forma de par­

tícu la s  que tienen  un tamaño medio de partícu la  comprendi­

do entre aproximadamente 4,76 mm y 74 mieras, p re fe r ib le ­

mente entre 595 y 354 mieras, estando comprendido e l d iá­

metro medio de poro entre aproximadamente 150 8. y 250 

Métodos para la  preparación d e l soporte, y de la  composi­

ción  de glucosa-isomerasa f i ja d a , así como métodos para 

la  u t i l iz a c ió n  de la  composición para la  preparación de 

fructosa se describen mas adelante en esta memoria.

El método de u t i l iz a c ió n  de la  composición de 

glucosa-isomerasa f i ja d a  para isom erizar parcialmente la  

glucosa en una solución que contiene glucosa im plica la

-  9 -
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etapa de hacer reaccionar mía solución acuosa de glucosa 

en condiciones de isom erización con la  composición. Pre­

ferib lem ente, la  composición está constitu ida por molécu­

las  de glucosa-isomerasa adsorbidas en las su p erfic ies  in ­

te r io re s  de una pluralidad de partícu las porosas que t i e ­

nen un tamaño medio de partícu la  comprendido entre apro­

ximadamente 4,76 m  y 74 mieras, estando contenida la  

composición en una columna de re llen o  de f lu jo  d irec to  

a través de la  cual se hace pasar continuamente la  solu­

c ión  de glucosa, que contiene como mínimo 10 $ en peso 

de glucosa, en condiciones de isom erización. Muy prefe­

riblem ente, e l pH de la  solución de glucosa, antes de l 

paso de ésta a través de la  columna, está comprendido 

entre aproximadamente 7,0 y 9,0, más preferib lem ente en­

tr e  7,4 y 8,8, estando,constitu ido e l soporte inorgánico, 

en peso, por entre aproximadamente 0,84 y 3>80 de MgO 

y 99,16 y 96,2 i» de AlgO^, y teniendo un diámetro medio 

de poro comprendido entre aproximadamente 150 i? y 250 $ 

y un tamaño medio de partícu la  comprendido dentro de l 

in te rva lo  de aproximadamente 595 a 354 mieras.

la  esencia de la  presente invención rad ica en 

las  propiedades químicas y f ís ic a s  de l soporte de gLuco- 

sa-isomerasa y su u t i l iz a c ió n  para f i j a r  la  enzima para 

la  producción de fructosa a p a r t ir  de una solución de 

glucosa. Específicamente, se ha encontrado que la  can ti-

4.10.75 1o -
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dad de MgO en e l soporte poroso de MgO-Al20^ es c r í t ic a  

para proporcionar un soporte de área s u p e r fic ia l elevada 

que tenga un pH y una capacidad de carga óptimos para 

las  enzimas de glucosa-isomerasa y que pueda s a t is fa c e r  

5 también en parte lo s  requ is itos  de iones m etálicos de

las  enzimas. Debe ponerse de r e l ie v e  e l hecho de que e l 

soporte de la  presente invención constituye una mejora 

sobre e l d escrito  en la  Patente Española 422.764* arriba 

considerada. En dicha patente se indicaba que e l diámetro 

1o medio de poro del poroso debía estar comprendido

entre aproximadamente 100 S y 1000 muy preferiblem en­

te  entre aproximadamente 140 $ y 220 Debido a lig e ra s  

d iferenc ias  en la  fab ricac ión  de los soportes de la  pre­

sente invención, que requieren la  adición de una cantidad 

15 c r í t ic a  de MgO, se ha encontrado que e l diámetro medio
-  L’ v

de poro p re ferido  esté comprendido dentro de l in te rva lo  

¿e -i 50 % a 250 &. l a  mejora e sp ec ífica  con respecto, a l 

soporte de la  patente arriba indicada res id e  en e l descu­

brim iento de que. los  iones .magnesio que son esenciales 

2o para la  glucosa-isomerasa pueden incorporarse en e l sopor— 

te  de alúmina poroso, t a l  como en la  forma de oxido de 

magnesio, a f in  de que e l magnesio se encuentre en estre­

cha proximidad con la  gLucosa-isomerasa adsorbida en la  

su p er fic ie  d e l soporte. Aun cuando e l mecanismo exacto por 

25 e l cual e l magnesio contribuye a la  acción c a ta l ít ic a  de
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la  gLucosa-isómerasa no se conoce con exactitud, se ha 

encontrado que a l menos se obtienen cuatro ventajas c la ­

ras cuando se incorporan pequeñas cantidades controladas 

de MgO en la  m atriz de alúmina porosa:

(1 ) e l  pH del microambiente en e l in te r io r  del 

soporte del cuerpo poroso y e l pH del subs­

tra to  o alimentación pueden controlarse con 

respecto a las necesidades de la  enzima;

(2 ) la  cantidad de glucosa-isomerasa ac tiva  f i j a ­

da se puede aumentar sustancialmente con res­

pecto a y más a llá  de cualquier activ idad  aso­

ciada con el pre-tratam iento de la  su p erfic ie  

con iones magnesio o la  incorporación de iones 

magnesio en la  alimentación;

(3 ) e l  fa c to r  de u t i l iz a c ió n  de la  enzima o la  

e f ic ie n c ia  de f i ja c ió n  pueden mejorarse con 

respecto a la  cantidad de magnesio en e l sopor­

te  poroso;

(4 ) puede prolongarse la  vida media de la  enzima.

Se ha descubierto que e l in terva lo  c r í t ic o ,  en

peso, de MgO en e l  soporte de MgP-AlgO^ requerido para 

producir las mejoras globales está comprendido entre apro­

ximadamente 0,84 1° y 12,0 i°. Preferiblem ente la  cantidad 

de MgP está comprendida entre 0,84 1° y 3,80 $, y se ha 

encontrado que se obtiene un soporte muy ú t i l  cuando la

75 12 -
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cantidad de MgO está comprendida dentro del estrecho 

in te rva lo  que va de 2,0 a 2,1

Específicamente, se ha encontrado que cuando la  

cantidad de MgO es in fe r io r  a 0,84 # la  aptitud adsorben- 

5 te  del soporte disminuye s ign ifica tivam en te, mientras que 

por encima de 12,0 % de MgO desciende la  activ idad  enzi- 

mática.- Ambos efectos están relacionados con e l contenido 

de MgO del soporte poroso y/o con su e fecto  subsiguiente 

sobre e l pH del mieroambiente, como se muestra en los

1o ejemplos que siguen.

E l soporte inorgánico poroso de la  enzima cons­

t itu id o  esencialmente por cantidades variab les  de AlgO^ 

y  MgO puede prepararse de una d iversidad de maneras. Co­

mo se muestra en la  Patente de los EE. UU. n2 3.850.751, 

15 s in  embargo, e l  diámetro medio de poro del soporte inor­

gánico debería ser a l menos tan grande como-el de la  

enzima, pero menor que aproximadamente 1000 %, muy pre­

ferib lem ente menor que aproximadamente 500 £ o, s i  fuese 

pos ib le , comprendido entre aproximadamente 100 8 y 500 X. 

2o En e l caso de la  gLucosa-isomerasa y de los presentes so­

portes, se ha encontrado que e l diámetro medio de poro 

p re ferido  debería estar comprendido entre aproximadamente 

150 £ y 250 &. De acuerdo con e l lo ,  en los  ejemplos que 

siguen, se -dan instrucciones espec íficas  para la  prepa- 

25 ración  de soportes porosos de MgO-AlgO^ que tienen  un

4. 10.75 13 -
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diámetro medio de poro comprendido dentro de este in­

te rva lo . Se dan instrucciones adicionales para la  f i j a ­

c ión  de la  glucosa-isomerasa sobre los soportes para 

formar las composiciones de glucosa-isomerasa f i ja d a .

Se describen también métodos para la  u t i l iz a c ió n  de la  

¿Lucosa-isómerasa f i ja d a  para isom erizar la  glucosa en 

fructosa.

El método general para preparar los soportes 

porosos de MgO-Al^O-  ̂ im plica p a r t ir  de partícu las de 

alúmina que tienen un tamaño medio de partícu la  de, apro­

ximadamente 300 £ + 200 £. Estas partícu las se mezclan 

luego con una solución  constitu ida por cantidades o 

concentraciones variab les  de iones magnesio para fo r ­

mar una suspensión espesa que se mezcla bien, los  iones 

magnesio se pueden añadir procedentes de una diversidad 

de fuentes asequibles ta les  como MgClg.óH^O ó MgíOH)^. 

la  suspensión espesa se seca luego suavemente para e l i ­

minar e l agua.. Esta etapa de secado tiende a contraer 

las partícu las ind ividuales en conjunto, de t a l  modo que 

e l producto secado f in a l  es poroso y tiene un tamaño 

medio de poro que es aproximadamente igua l al tamaño 

medio de partícu la  de los m ateriales de partida. El se­

cado suave puede lle v a rs e  a cabo por la  v ía  de c ie r to  

número de métodos ta les  como secado simple con a ire , se­

cado con calentamiento moderado (aproximadamente a 1002C), 

secado por pu lverizac ión  de -la suspensión espesa, y mé-

-  14



5

10

,-1!r

20

25

todos s im ila res . El requ is ito  p rin c ipa l en la  etapa de 

secado es que e l mismo sea lo  suficientem ente suave 

para preservar la  estructura de poro del esqueleto fo r ­

mada cuando las partícu las se contraen en conjunto.

Después de l secado, e l cuerpo poroso se re fu er­

za calcinándolo a una temperatura in fe r io r  a l punto de 

s in ter izac ión ; por ejemplo, por ca lc inación  a aproximada­

mente 400SC a 6002C durante aproximadamente 1 a 16 horas.

E l producto resu ltan te puede tr itu ra rse  después, 

s i  es necesario, y las partícu las porosas ind ividuales 

se pueden c la s i f ic a r  de acuerdo con e l in te rva lo  de tama­

ños de grano deseado, e l cual está comprendido deseable­

mente entre 4,76 mm y 74 mieras, preferib lem ente entre 

595 y 354 mieras. Alternativamente, la  suspensión espe­

sa puede secarse por pu lverización  a l in te rva lo  de tama­

ños de grano deseado antes de la  ca lc inación .

Una vez que se han preparado la s -pa rtícu las  po­

rosas, las mismas se pueden u t i l iz a r  para f i j a r  las mo­

lécu las de gLucosa-isomerasa por adsorción a las  super­

f i c i e s  internas de los cuerpos porosos. U tilizando  p a r t í­

culas porosas que tengan un diámetro medio de poro menor 

que 1000 &, con tamaños de pa rtícu la  de 595 a 354 mieras, 

se asegura un área s u p e r fic ia l muy elevada por gramo (por 

ejemplo, mayor que aproximadamente 5 m^/g) para una car­

ga máxima de enzima. Se ha encontrado que la  carga de en-

4 . 10.75 -  15 -



zima se aumenta de modo importante s i,  antes de la  ad­

sorción  de las  enzimas, se hacen ..‘reaccionar los sopor­

tes con una solución  acuosa de c it ra to  (por ejemplo, 

ácido c ít r ic o  o solución  de c it ra to  de sodio 0,1 molar, 

5 de pH 7 ,0 ).

El procedimiento general de adsorción de la  

enzima l le v a  consigo mezclar las  partícu las porosas con 

•una solución  acuosa de gLucosa-isomerasa constitu ida 

por entre aproximadamente 1 y 2 mi de preparación de 

1o la  enzima por gramo de soporte poroso lavado y húmedo. 

Preferib lem ente, la  preparación de la  enzima está muy 

concentrada y contiene desde aproximadamente 1000 a 

aproximadamente 5000 IGIU por mi. Preferib lem ente, la  

etapa de adsorción tien e  una duración de 2 horas como 

15 mínimo, dependiendo de fa c to res  ta les  como e l  tamaño de 

las partícu las porosas, la  concentración de la  solución 

de enzima, y análogos. Una vez que la  enzima ha quedado 

f i ja d a  de este modo, la  composición resu ltan te puede 

almacenarse, preferib lem ente en agua, o como una pasta 

2o húmeda, hasta e l momento de su u t iliz a c ió n .

Durante su empleo, la  composición se hace 

reaccionar con una solución que contiene glucosa tampo- 

nada a un in te rva lo  de pH en e l que se produce la  is o -  

m erización óptima. El pH debe ajustarse hasta d e ja rlo  

25 comprendido entre 7,0 y 9,0, preferib lem ente entre 7,4

0.75 -  16 -  •
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y 8,8. En la  solución de glucosa pueden u t i l iz a r s e  d i­

versos tampones, conocidos por los  expertos en la  téc­

nica.

En un sistema p re ferid o  de procedimiento con­

tinuo, las  partícu las de la  composición se disponen en 

una columna de re llen o  de f lu jo  d irec to  (partícu las  de 

595 a 354 mieras, que tienen  un diámetro medio de poro 

comprendido entre 150 $ y 250 £) a través de la  cual 

se hacen pasar continuamente una solución  tamponada que 

contiene a l menos aproximadamente 10 $ en peso de gLu- 

cosa. Preferib lem ente, la  concentración de la  solución  

de glucosa es a l menos aproximadamente de 30 i° en peso. 

E l caudal a través de la  columna, se ajusta para asegu­

ra r una isom erización máxima; p. e j . ,  aproximadamente 

42 $ a 50 i  de conversión de la  glucosa en fru ctosa .

A continuación se dan métodos p re feridos para 

la  fab ricac ión  de l soporte y de las  enzimas f i ja d a s , la s  

partícu las de alúmina u tilizad as  para formar lo s  cuer­

pos porosos de MgO-Al^O^ se obtuvieron comercialmente y 

tenían las ca ra c te r ís tica s  sigu ien tes:

Area su p e r fic ia l: 100 + 20 m^/g 

Diámetro medio de partícu la  .(.&): 300 4 200 

pH de la  suspensión acuosa a l 10 $ en peso: 4,4 

Densidad r e la t iv a : 3,6 g/cm^

Nota: A n á lis is  por rayos X indican aproximada-

4 . 10.75 17 -
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mente 90 # de gamma-alúmina.

La fuente de glucosa-isomerasa so lub le era 

una preparación cruda que contenía aproximadamente 2700 

Unidades Internacionales de Glucosa-isomerasa (IGIU) por. 

mi, donde una IGIU representa la  actividad de enzima ne­

cesaria  para producir un/um mol de fructosa por minuto 

a 602 c, a pH 6,85 a p a r t ir  de una solución 2 i  de gLu- 

cosa. Una vez que se f i ja r o n  las  enzimas se encontró que 

e l in te rva lo  óptimo de pH para la  isom erización estaba 

comprendido entre 7,4 y 8,8 y, debido a l l ím ite  superior 

de pH, la  cantidad de MgO en e l  soporte tien e  que lim i­

tarse a no más que aproximadamente 12,0 $ en peso como 

se ind ica a continuación. Las cantidades re la t iv a s  de 

MgO en cada soporte se determinaron por an á lis is  quími­

co por v ía  húmeda o por espectroscopia de llama. Se 

rea liza ron  ensayos de activ idad  enzimética para cada 

composición de enzima de una manera modificada para 

r e f le ja r  e l uso de una enzima no soluble y las va r ia c io ­

nes de activ idad  que podrían encontrarse en una ap lica­

c ión  com ercial. Así, para todas las composiciones, se 

observó e l comportamiento de las enzimas fija d a s  com­

pactadas en una columna de 1,5 cm. de diámetro, a 602 C, 

u tilizan do  una alimentación de glucosa al 50 f° en peso 

(Cerelose , sometida a cambio de catión ) a pH 8,4, 

que contenia MgClg 0,005 M. La actividad se ca lcu ló  co-

4.10.75 -  18 -



mo:

donde E = unidades de activ idad , E = caudal (ml/h),

W = peso de enzima f i ja d a  (g , en base seca ), x = $ de 

fructosa, y x e = $ de fructosa  en e l  e q u ilib r io  (51,2 1°)

Preparación de Soportes que Tienen Cantidades Variables

de MgO

Se prepararon d iez muestras de soporte consti­

tuidas por alúmina y de 0 i<> a 28,6 i<¡ de MgO (en peso), 

lo s  ingredientes respectivos y las formas de las  p a r t í-  

Jculas de cada muestra de soporte se indican en la  Tabla 

I ,  a continuación. U tilizando las  cantidades que se in ­

dican en la  Tabla, se prepararon las muestras de sopor­

te  añadiendo en primer lugar a las cantidades indicadas 

de agua destilada  o desionizada su fic ien te  ácido a cé ti­

co g la c ia l para l le v a r  la  solución  a una concentración 

0,1 molar. Se formó luego una suspensión espesa por adi­

ción  de las cantidades indicadas de alúmina con ag ita ­

ción enérgica. Se continuó la  ag itación  hasta que se 

obtuvo una mezcla cremosa suave, aproximadamente duran­

te  15 a 30 minutos. Se ajustó luego e l pH hasta d e ja rlo
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comprendido entre 2,0 y 3>0 y se añadió e l compuesto 

de magnesio indicado a la  mezcla de suspensión espesa, 

b ien  en forma líqu id a , o en estado só lid o , Esta mezcla 

se homogeneizó luego a gran velocidad durante un perío - 

5 do de tiempo ad icional, aproximadamente de 15 a 30 minu­

tos . La mezcla homogeneizada resu ltan te se conformó des­

pués en partícu las o esferas, según se indica, por cola­

da en estado de barbotina o mediante secado por pulve­

r iza c ión , respectivamente. El m ateria l colado en estado 

1o de barbotina se tr itu ró  luego y se c la s i f ic ó  de acuer­

do con e l tamaño de partícu la  indicado por medios con­

vencionales. Tanto e l m ateria l colado en estado de bar­

botina como e l m ateria l secado por pu lverización  se ca l­

cinaron a 6002 c durante 16 ñoras. Antes de la  adsorción 

15 de las  enzimas, se determinó e l e fec to  de las adiciones 

de MgO sobre e l  !'pH" de los soportes, mezclando 1 gramo 

de cada soporte con 9 gramos de agua destilada  durante 

aproximadamente 15 minutos para alcanzar un eq u ilib r io , 

y determinando luego e l pH de la  mezcla con un medidor 

2o convencional de pH.

4.10.75 -  2o -
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F ija c ión  de las Enzimas

Se u t iliz a ro n  todas y cada una de las muestras 

de soporte anteriores para f i j a r  la  glucosa-isomerasa ha­

ciendo reaccionar la  preparación de la  enzima con cada 

soporte para adsorber la  enzima sobre las su perfic ies  

in te r io res  de los poros, la  cantidad de preparación de 

enzima u tiliza d a  correspondía a aproximadamente 15 ml 

de la  preparación de enzima por cada 15 gramos de so­

porte. Antes de la  etapa de adsorción rea l, cada mues­

tra  de soporte se lavó in icia lm ente con agua destilada  

por f lu id iz a c ió n  de la  muestra de soporte en una colum­

na. lo s  soportes lavados se h ic ieron  reaccionar luego 

con una solución  de c it ra to  0,1 molar en un baño de agi­

tación  durante una hora. A continuación se anadio la  

preparación de enzima y se dejó que transcurriese la  

adsorción durante aproximadamente 24 horas, con agita­

c ión  para f a c i l i t a r  e l procedimiento de adsorción. El 

producto f in a l  se enjuagó luego con agua destilada , y 

las muestras ind ividuales se ensayaron como se ha in d i­

cado arriba, con los resultados s igu ien tes, en los que 

E0 representa la  actividad enzimática por gramo determi­

nada como se ha descrito  arriba y E0 (equ iva len te ) re ­

presenta un va lo r  normalizado asociado con una carga 

incrementada observada u tilizan do  las partícu las de fo r ­

ma irregu la r  (compárese con las es fe ras ).

-  22 -



160

H
H

<D
■P
PO
P.Om
r-i
0
■tí

0
a
po

®4=
PO
PtOm
i—i0
•o
W
ft

%
s
\FL
©
■tí

P'O
•H
Q

«P
tí
0

O
a
©

\
't í
ra
■tí
•H
>

•H
+>

0
-P
tí

©
í>

i
0

,—, —. /-N N
rp O o o CO en en o O o
O o o ir \ en en o CM o LTv
CM CM 

■—'
co co co co en C- '—'

vo

o
W

o cO c - LÍO O
w O co O LA

CM CO CO CO

ra
co r a

H co
ra P H

(0 CD O P ra
a p '•H o co
p 0 -P '■rí P
o «H P -P 0

pp ra a P Ch
PM CO 0

Pl W

K o LA
P. *s •H •«>

%

l>

00

r -

■«d-
S O O «»

o -

CO en en CO CO O
en en O T— CO o
co CO en en in- Ccl

ra ra
© © ©
H H H

ra ® P P p
0 ® O O o
P P P ^-rl NH
o ® -P ■P -P

ch =H <H P P P
0 0 0 © © 0
W w W ÍP Pl

CM r“ 00 en rn
»>

00 00 00 co co en

CM en co
la
vo o co

* •n •« •» r>
CM CVJ rn co CM 00

r~ CM

OI
55
es
P•p
m
©

I
CM co LTi CO co en

•23



10

' 15

' 20

25

4.1o.75

Para ser comercialmente fa c t ib le ,  la  gLucosa- 

isomeras a f i ja d a  debe tener una carga enzimática de al 

menos aproximadamente 500 unidades de .actividad por gra­

mo de soporte en un procedimiento de isom erización con­

tinuo (de f lu jo  d ir e c to ).  Como se puede ver en la  Tabla 

I I ,  se obtiene este n iv e l de carga cuando e l i° en peso 

de MgO en e l soporte poroso de MgO-AlgO^ está compren­

dido dentro de l in te rva lo  de aproximadamente 0,84 a apro­

ximadamente 12,0?' de MgO, obteniéndose los resultados óp­

timos cuando e l soporte está constitu ido por aproximada­

mente 0,84 a 3,8$ de MgO. Aun cuando no se conoce por 

completo e l mecanismo o mecanismos exactos por los cua­

les  e l contenido de MgO da como resultado una carga me­

jorada, puede apreciarse a p a r t ir  de los datos conteni­

dos en la  Tabla I I  que e l pH del soporte puede desempe­

ñar c ie r ta  función en la  determinación de la  cantidad 

de carga, ya que la  carga mínima deseada de a l menos 500 

unidades de activ idad  por gramo se presenta en soportes 

que tienen  un pH comprendido dentro d e l in te rva lo  de 

7,0 a 8,9. Por tanto, se cree que la  adición de MgO pue­

de s e rv ir  no só lo  para sa tis fa ce r  una parte de las ne­

cesidades de M g^-de las enzimas, sino también para ajus­

tar los parámetros de pH de l soporte que lim itan  tanto 

las cargas superiores como las in fe r io re s . No obstante, 

a p a r t ir  de los datos arriba indicados se puede lle g a r  a

-  24 -



la  conclusión de que la  cantidad de MgO en e l  soporte po­
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roso de MgO-AlgO^ es realmente c r í t ic a  y que la  cantidad 

c r í t ic a  de-MgO está comprendida dentro d e l in te rva lo  de 

aproximadamente 0,84 a 12,0^ en peso, preferib lem ente den 

tro  d e l in terva lo  de aproximadamente 0,84 a aproximadamen 

te  3,85í.

la  presente s o lic itu d , que corresponde a la  pre¡ 

sentada en los Estados Unidos de América e l  18 de Septiem 

bre de 1974, con e l  número 507.209, se acoge a los  benefi 

c ios  d e l a rtícu lo  51 de l v igen te Estatuto sobre Propiedad 

In d u str ia l.

REIVINDICACIONES

lo s  puntos de invención propia y  nueva que se 

presentan para que sean objeto de esta so lic itu d  de Pa­

tente de Invención en España, por VEINTE años, son los 

que se recogen en las re iv ind icac iones sigu ien tes:

1 - ,— Un método de isom erizar parcialmente una 

solución de glucosa a una solución de fru ctosa , caracte­

rizado por e l  hecho de que se hace reaccionar la  solu­

ción de glucosa con una composición de enzima f i ja d a

-  25 -



constitu ida  por moléculas de glucosa-isomerasa adsorbidas 

a la  su perfic ie  in terna de un m ateria l soporte inorgánico 

poroso de área su p e r fic ia l elevada que tien e  un diámetro 

medio de poro comprendido entre aproximadamente 100 1 y 

1000 1 y que está constitu ido , en peso, por entre aproxi­

madamente 0,84 a 12,0$ de MgO y entre aproximadamente 

99,16/» a 88,0/ de A l ^ .

2§ . -  E l método de la  re iv in d icac ién  1§, caracte 

rizado por e l  hecho de que e l  m ateria l soporte inorgánico 

poroso está constitu ido por una p luralidad de partícu las 

que tienen un tamaño medio de pa rtícu la  comprendido entre 

aproximadamente 4,76 mm y 74 mieras, estando contenidas 

las  partícu las  en una columna de re llen o  de f lu jo  d irecto  

a través de la  cual se hace pasar continuamente una solu­

ción  de glucosa.

35. -  S I método de la  re iv in d icac ién  2§ , carac­

terizado  por e l  hecho de que las partícu las  tienen un 

diámetro medio de poro comprendido entre aproximadamente 

150 1 y 250 i.
4 - . -  E l método de la  re iv in d icac ién  2§, carac­

terizado por e l  hecho de que las partícu las están cons­

t itu id a s  por entre aproximadamente 0,84 y 3,8/ de MgO y 

entre aproximadamente 99,16 y 96,2/ de AlgO^, en peso.

5§ . -  E l método de la  re iv in d icac ién  2S, carac­

terizado  por e l  hecho de que las partícu las tienen un ta

-  26 -



maño medio de pa rtícu la  comprendido entre aproximadamente 

595 y 354 mieras.

6®.- E l método de la  re iv in d icac ión  2§, caracte 

rizado por e l  hecho de que antes de su paso a través de 

la  columna e l  pH de la  solución de glucosa está comprendí 

do entre aproximadamente 7,0 y 9,0.

78 .- E l método de la  re iv in d icac ión  68, caracte 

rizado por e l  hecho de que e l  pH está  comprendido entre 

aproximadamente 7,4 y 8,8.

8 § .-  E l método de la  re iv in d icac ión  28, caract£ 

rizado por e l  hecho de que las partícu las  están con stitu í 

das en peso por entre aproximadamente 0,84 y 3,8$ de MgO 

y entre aproximadamente 99,16 y 96,2$ de Al^O^, tienen  un 

tamaño medio de partícu la  comprendido entre aproximadamen 

te  595 y 354 mieras, y un diámetro medio de poro compren­

dido entre aproximadamente 150 S. y 250 2. y , antes de su 

paso a través de la  columna, e l  pH de la  solución de glu ­

cosa está comprendido entre aproximadamente 7,0 y 9,0.

9®,- E l método de la  re iv in d icac ión  8§, carac­

terizado  por e l  hecho de que antes de su paso a través 

de la  columna e l  pH de la  solución de glucosa está com­

prendido entre aproximadamente 7,4 y 8,8,

108.- Un método de isom erizar parcialmente una 

solución de glucosa a una solución de fru ctosa .

• -  27 -



Tal y como se ha descrito  en la  Memoria que an­

tecede y para los  fin e s  que se han especificado.

Esta Memoria consta de veintiocho hojas e s c r i­

tas a máquina por una sola cara.

Madrid, 12. FEB. 1977

p .á .

9-2-77
ICC.
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