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Esta invencion se refiere en general a la fija-
cidén de enzimas cataliticemente sctives sobre materiales
soporte esencialmente insolubles en agua. Especificamen—
te, la invencion se refiere a la adsorciéﬁ de glucosa-iso-
merasa schre les superficies interiores de un soporte inor-
génico poroso de ares superficial elevada, constituido por
una mezela de los Sxidos metdlicos Mgd y A1203;

Debido a la especificidad catalitica de las en-
zimas, se he prestado considersble atencion hacia la bus-
queda de métodos de utilizacion de las mismas tanto en
aplicaciones de laboratorio como en aplicaciones indus-—
triales. Las enzimas son generalmente insolubles en agua,
¥y, por esta razon, muchas enzimas son antieconomicas en
1o que se refiere a su utilizacidn en operaciones del ti-
PO por caergas en gran escsela, dado que las enzimas pueden
utilizarse por regla general sdlo una vez en susencia de
etapas de recuperacién y purificacién de enzimas, que son
bastante costosas. En los afios recientes, sin embargo, se
han ideado técnicas para la fijacidn de enzimas activas
sobre materiales soporte esencialmente insolubles en ague
que pueden separarse facilmente de uﬁa reaccidn, permitien-
do asi la reutilizacion de la enzime insolubilizada o inmo-
bilizada, Esta descripeion trata de una nueva composicion
de glucosa-isomerasa inmobilizada que exhibe un alto gra-
do de actividad enzimatica por unidad de peso de la com-

posicidn.
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La glucosa - isomerasa es una enzima que cate-
liza la isomerizecidén del azlcer glucose al azucer fruc-

tosa, @ la que a veces se hace referencis como levulosa.

La conveniencia de la conversidn de glucosa en fructosa

esté perfectamente reconccida por diversas razones. Por
ejemplo, aun cuando la fructosa tiene el mismo poder ca-
lorifico que la glucosa, es un azficar més dulce. Asi,

con fructosa se puede consegulr un grado dg dulzor fija-
do con un aporte de calorias relstivemente més bajo. Ade-
mas, el azicer glucosa es relativamente sbundante a par-
tir de una diversidad de fuentes, y por esta razon es
asequible como fuente de materia prima pera la produccién

de fructosa.

Es bien sabido que lea glucosa se puede isomeri-

zar en fructosa por métodos tanto alcelinos como enzimé-

ticos. La isomerizacidn alcaline de la solucion de glu-
coss requiere someter una solucidn que contiene glucosa
a un medio glcalino en el que puede producirse la isome~
rizacidn en fructosa. Desgraciadamente, la isomerizgcién
glcalina de la glucosa en fructosa ha dado resultados
insatisfectorios, generalmente debi&o g la tendencia de
los catalizedores glcalinos no selectivos a producir
subproductos indesesbles que afectan desfavorsblemente
gl sebor del produﬁto y que son diffciles de eliminar,

Entre los subproductos indeseables conocidos de la isome-
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rizacion slcalina se encuentren diversos cuerpos colores-
dos y productos &écidos que requieren etapes de tratamien~
to adicionales pera su eliminacion. Algunas de las desven--
tajas asociadas con la isomerizacion alcalina se han ven-
5 cido por el descubrimiento relativamente reciente de que
puede utilizarse alumina finamente dividida en un medio
alcalino para la isomerizacion de la glucosa, Como se
ha descrito en la técnica anterior, por la utilizacion
de alémina alcalina (pH mayor que 7) que tiene un area
10 superficial elevada, se ha hecho posible evitar la for-
macidn de subproductos objetsbles. Una ventaja adicional
deserita es que por la utilizacidn de perticulas sélidas
- de glumina, la alUmina se puede separar con facilidad
::Zf de un medioc de reaccidn y puede volver a ser utilizada,
;;,,,15 Desgraciadamente, sin embargo, el uso de alimina finamen-
- te dividida requiere un tiempo de residencia relativamen-
e te largo para la solucidn de glucoéa, tendiendo asi a
,;,,, excluir las reacciones continuas o de flujo directo, mas
economicas, Ademas, debido a un equilibrio que parece exis
. 20 tir entre glucosa y fructosa, la conversion dptima de
’ glucosa en fructosa esta limitada en las condiciones de
las reacciones de tipo por cargas que se describen en la
téenica anterior.
A causa de los problemas asociados con la iso-

25 merizacidn alecalina, se esta prestando atencidn crecien~

4.10.75 -4 -
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te hacis los métodos de isomerizacidn enzimética en que
se utiliza glucosa-isomerasa. Tal como se utiliza en es-
ta memoria, el término glucosa-isomerase hace referencia
a la enzima o al sistema de enzimaes que cateliza la iso-
merizacion de glucosa en fructosa, cualquiera que sea la
fuente de la(s) enzima(s). La enzima propiasmente dicha

puede derivarse de una diversidad de orgenismcs, y se co-

' ’ o ! s e 4
nocen numerosos metodos para la extraccion y purificacion

de la glucosa-isomerasa. El uso de preparaciones solubles
de glucose-isomerasa pars la fabricacidn de fructosa co-
mefcial en gran.escala estd limitado en general debido

al coste de la enzima para una sola utilizaciénry/o a

los costes asociados con leg recuperacién o insetiveacidn

de la enzima soluble sgotada. Por tales razones, se ha
prestado atencion recientemente hacia la bﬁéqueda de mé-
todos de fijacidn de enzimas sobre materiales soporte de
égrea superficial elevada, esenciaimente ingolubles en agus,
tanto orgénicos como inorgénicos.

Existe un cierto numero de desventajas asocia-
das con el uso de goportes orgénicos.como materiales so-
porte de enzimes. Por ejemplo, muchas sustanciaé orgéni-
cas estén sometidas al ataque de los microbios, eﬁ espe—
cigl durante su utilizacidn a largo plazo. Ademas, algu-
nas de las sustanciss orgénicas tienden a hincharseren

uwn medio acuoso, acarreando asi problemas de presién en

(= 5 =
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las operaciones en columnas de uso continuo. Aun més, mu-
chas sustencias orgénicas cerecen del érea superficial
elevada necesaria para asegurar una carga de enzima mé-
xima y, debido a su naturaleza orgénica, muchos de tales
soportes son dificiles de esterilizar por métodos conven—
cionales., Muchas de las desventajas erriba indicedas se
han resuelto por descubrimientos recientes que demuestran
que ciertos materiales inorganicos pueden utilizarse comd
materiales soporte de enzimas,

| Métodos de adsorcidn de diversas enzimas sobre
cierto numero de materiales siliceos se describen en la
técnica anterior. Métodos de copulacidn quimica de enzi-
mas con una diversidad de materiss inorgénicas por medio

de un agente de copulacién intermedio de sileno se descri-

ben tembién en la técnica snterior. Més recientemente, en

la Patente de los EE. UU. N2 3.850.751, se describe que
podrien prepararse composiciones de enzimas fijedas muy
eficientes por fijscion de las enzimas a la superficie
interior de materiales cerémicos porosos que tienen un
digmetro medio de poro menor que 1000 2, preferiblemente
menor que aproximadamente 500 2o comprendido entre apro-
ximadamente 100 & y 500 £. Seleccionando un diémetro de
poro medio al menos ten grande como el tamafio de la enzi-
ma pero menor gque aproximademente 1000 R, se deseribid

que se logra un érea superficial elevada para una cargs

-6 -
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de enzima slta, y que las enzimas fijadas interiormente
tendfen a ester protegides contra el desprendimiento, es-
pecislmente en medios de reaccion turbulentos.

En la Patente Espafiola N¢ 422,764, se describe
un método de igomerizacidn de glucosa en fructosa con
utilizacidn de una composicion que consiste en glucose-
-igomersasa adsorbida sobre cuerpos de alumina poOrogos
que tienen un tamafio de poro medio comprendido entre apro-
ximadamente 100 2 ¥ 1000 2. Como se describe en la paten—
te arriba citada, es sabido que se necesitan diversos
iones metélicos en la'isomerizacién enzimatica de gluco-
ga en fructosa,

En la técnica anterior se han examinado los efec—
tos de diversos iones metalicos tales como Mg, Co, Fe, Mn,
Ni, Ba, Ca, Zn y Cu, llegéndose a la conclusién de que
la glucosa—iéomerasa procedente de una cepa.de Streptomy-
ces sp. citada requiere la presencia tanto de iones -cobal-
t0 como de iones magnesio para su sctividad. Tipicamenﬁe,
la'presencia de squéellos y otros lones esté asegurada por
adiéién de los mismos a la alimentacion de glucosa antes
de ponerla en contacto con un sistema de enzima fijada,
como se muestra por los ejemplos de la patente arriba
indicada. La sdicidn de diversos iones netalicos al mate-
rigl de slimentacion de glucosa requiere etapas de tratae-

miento sdidonales en la produccién de fructosa con glu~-

- -
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cosa-isomerasa fijada, especialmente en un reactor de
flujo directo continuo (p. ej., una columna de flujo de
relleno). Adicionalmente, cuando se afiaden tales iones

a la solucidén de aelimentacidn, los mismos se convierten

- en una parte del producto final, Esto es especialmente

indesesble en el caso de iones tales como los de cobalto.
Debido &l hecho de ser indeseasble la piesencia de tsales
iones en el producto final, en especial en el caso de
productos aelimenticios, y debido a los costes adiciona-
les asociados con la eliminacion de tales iones, se ha
reconocido la necesidad de proporcionar un sistema de
glucosae-isomerasa fijada que asegure la presencia de los
jiones metédlicos necesarios y evite sin embargo los proble
mas asociados con los sistemas anteriores.

De un modo totalmente sorprendente, se ha en-
contrado que una parte de los requisitos de iones meté-
licos de un sistema de glucosa-isomerasa fijada y los pa-
rémetros de pH criticos de un tal sistema pueden cumplir-
se simulténeamente con un material soporte inorgénico po-
roso que tiene un intervalo de composicidn de dxidos me-
télicos muy critico, que se describe en detalle més ade-
lante,

Ta esencia de la presente invencidn es el des~
cubrimiento de que puede lograrse una carga de enzima muy

elevada por gramo de soporte para una composicion de glu-

-8 -
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cose-isomerasa fijada por incorporacién de una cantidad

‘eritica de Mg0 en un materisl soporte de la enzima cons-—

tituido por A1203 poroso. Especificamehte, se ha encon~-
tredo que puede prepararse una composicién de glucosa—-iso
merssa fijade muy eficiente por adsorcion de enzimas de .
glucose-isomerasa a las superficies interiores de unm so-
porte inorgénico poroso de érea superficial elevada (co-
mo minimo 5 mz/g) que tiene un didmetro medio de poro
comprendido entre aproximademente 100 X y aproximadamente
1000 £y que contiene, en peso, entre 0,84 % y 12,0 % de
MgO y entre 99,16 % y 88,0 % de 41,03, comprendiéndo préfe-
riblemente entre aproximadamente 0,84 % y aproximadamente
3,80 % de MgO. En reslizaciones muy preferidas, el sopor-
te de enzima de MgO-A1203 poroso se hallae en forme de par-
t{culas que tienen un temafio medio de particula comprendi-
do entre apfgximadamente 4,76 mm y 74 micras, preferible-
mente entre 595 y 354 micras, estando comprendido el dié-
metro medio de poro entre aproximademente 150 ] y 250 2,
Métodos pera la preparacidn del soporte, y de la composi-
cidn de glucosa-isomerssa fijsda, asi como métodos para
1a utilizecidn de la composicidn para la preparacioén de
fructosa se describen més adelante en esta memoria,

Tl método de ubilizacidn de la composicidn de
glucoss~isomerase fijada para isomerizar parcialmente la

glucosa en una solucidn que contiene glucosa implica la

-9 -
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etapg:de hacer reaccioner una solucidn acuosa de glucosa
en:candiciones de isomerizacidén con la composicion. Pre-
feriblemente, la composicidn esté constituida por molécu-
las de glucosae-isomerasa adsorbidas en les superficies in-
teriores de una pluralidad de particulas porosas que tie-
nen un temafio medio de particula comprendido entre apro-
ximadamente 4,76 mm y 74 micras, estando contenida la
composicion en una columna de relleno de flujo directo

a través de la cual se hace pasar continuemente la solu-
cidén de glucosa, que contiene como minimo 10 % en peso
de glucosa, en condiciones de isomerizacion, Muy prefe—
riblemente, el pH de la solucion de glucosa, antes del
paso de ésta a través de la columna, esté comprendido
entre aproximaedemente 7,0 y 9,0, mas preferiblemente en-
tre 7,4 y 8,8, estando,constituido el soporte inorganico,
en peso, por entre aproximedamente 0,84 y 3,80 % de Mg0
y 99,16 y 96,2 % de £1,04, y teniendo un didmetro medio
de poro comprendido entre aproximadamente 150 R‘y 250 &
y un tamafio medio de particula comprendido dentro del
intervalo de aproximsdamente 595 a 354 micras,

Ta esencia de la presente invencion radica en
las propiedades quimicas y fisicas del soporte de gluco-
sa-isomerasa y su utilizacidn para fijer la enzima para
la produccidn de fructosa a partir de una solucidn de

glucosa. Especificamente, se ha encontradc que la canti-

- 10 -
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dad de MgO en el soporte poroso de MgO-A150, es critica
para proporcionar un soporte de grea superficial elevada
que tenga un pH y una capacidad de carga optimos para

las enzimas de glucosa-isomerasa y que pueda gatigfacer
tembien en parte los requisitos de iones metélicos de

las enzimas. Debe ponerse de relieve el hecho de que el
gsoporte de la presente invencildn constituye una mejora
sobre el deserito en la Patente Espafiola 422.764, arriba
considerada., En dicha patente se indicaba que el diémetro
medio de poro del Aly0y poroso deb{a estar comprendido
entre aproximaedamente 100 2 y 1000 R, muy preferiblemen—
te entre eproximademente 140 & y 220 &, Debido a ligeras
diferencias en la febricecion de los soportes de la pre-
gente invencidn, que requieren la adicion de una centidad
eritica de Mg0, se ha encontrado que el diémetro medio

de poro preferido esta comprendido dentro del intefvalo
de 150 % a 250 &, La méjora especifica con respecto al
soporte de la patente arriba indicada regide en el descu-
brimiento de que; los iones .magnesio que son esenciales
para la glucose-igomerasa pueden incorporarse en el sSopor-
te de slUmina poroso, tel como en la forma de oxido de
magnesio, a fin de que el magnesio se encuentre en estre-~
cﬁa proximidad con la glucose-isomerasa adsorbida en la
superficie del soporte. Aun cuando el mecanismo exacto por

el cusl el magnesio contribuye a la accidn catalitica de

- 11 -



la glucosa~-isomerasa no se conoce con exactitud, se ha
encontrado que al menos se obtienen cuatro ventajas cla-
ras cuando se incorporan pequeflas cantidades controladas
de MgO en la matriz de alumina porosa:

5 (1) el pH del microambiente en el interior del
soporte del cuerpo poroso y el pH del subs-
trato o alimentacion pueden controlarse con
respecto a las necesidades de la enzimsa;

(2) la cantidad de glucosa-isomerasa activa fija-
10 da se puede aumentar sustancialmente con res-
pecto a y mds alld de cualquier actividad aso-
ciada con el pre-tratemiento de la superficie
v con iones magnesio o la incorporacién dé iones
e magnesio en la alimentacion;
ceeme 15 (3) el factor de utilizacién de la enzima o la
- eficiencia de fijacién pueden mejorarse con
respecto a la cantidad de magnesio en el sopor-
NP te poroso;
(4) puede prolongarse la vida media de la enzima,
+ . 20 Se ha descubierto que el intervalo critico, en
peso, de Mg0 en el soporte de MgO—A1203 requerido pars
producir las mejoras globales estéa comprendido entre apro-
ximadamente 0,84 % y 12,0 %, Preferiblemente la cantidad
de Mg0 esta comprendida entre 0,84 %y 3,80 %, y se ha

25 encontradc que se obtiene un soporte muy util cuando la

4.10.75 - - 12 -
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cantidad de MgO esta comprendida dentro del estrecho
intervalo que va de 2,0 a 2,4 %.

Especificamente, gse ha encontrado que cuendo la
cantidad de Mg0 es inferior a 0,84 % la aptitud adsorben~-
te del soporte disminuye significativamente, mientras que
por encima de 12,0 % de MgO desciende la actividad enzi-
mética. Ambos efectos estén relacionados con el contenido
de Mg0 del soporte poroso y/o con su efectb subsiguiente
sobre el pH del microambiente, como se guestra en los
ejemplos que siguen.

El soporte inorgénico poroso de la enzima cons-
tituido esencialmente por cantidades variables de A1203
¥y Mg0 puede prepararse de una diversidad de maneras. Co-
mo se muestra en la Patente de los EE. UU. n? 3.850.751,
sin embargo, el diametro medio de poro del soporte inor-
génico debefka ser al menos tan grande como-el de la
enzima, pero menor que aproximadamente 1000 R, muy pre-
feriblemente menor que aproximadamente 500 2 0, si fuese
posible, comprendido entre aproximadamenté 100 ﬂ'y 500 R.
En el caso de la glucosa-isomeresa y de los presentes so-
portes, se ha encontrado que el diémetro medio de poro
preferido deberia estar comprendido entre aproxiﬁadamente
150 & y 250 2. De acuerdo con ello, en los ejemplos que
siguen, se .dan instrucciones especificas para le prepa-

racién de soportes porosos de Mg0-A1,0; gue tienen un

- .
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dismetrc medio de poro comprendido dentro de este in-
tervalo. Se dan instrucciones sdicionales para la fija-
cidn de la glucosa-isomerasa sobre los soportesipara
formar las composiciones de glucose-isomerasa fijada.
Se describen también métodos para la utilizacidn de la
glucosa~isomerasa fijada pasra isomerizer la glucosa en
fructosa.

El método general para preparar los soportes
porosos de MgO—A1203 implica partir de particulas de
alimina que tienen un temafio medio de part{éula de apro-
ximadamente 300 g + 200 . Estes particulas se mezclan
luego con una solucidn constituida por cantidades o
concentraciones varigbles de iones magnesio para for-
mar una suspension espesa que se mezcla bien. Los iones
magnesio se pueden afiadir procedentes de una diversidad
de fuentes asequibles teles como Mgll,.6H,0 o Mg(OH)z.
La suspensién espesa se seca luego suavemente para eli-
minar el zgue. Esta etapa de secado tiende a contraer
las particulas individuales en conjunto, de tal modo que
el producto secado final es poroso y tiene un tamafio
medio de poro que es aproximademente igual 2l tamafio
medio de particules de los materiales de partida. El se-
cado suave puede llevarse a cabo por la via de cierto
nimero de métodos tales como secado simple con aire, se-
cado con calentamiento moderado (aproximadamente a 1002C),

. s ! s 7 ’
secado por pulverizacion de la suspension espesa, y me-

- 14 -
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todos similares, El requisito prinecipal en la etapa de
secado es que el mismo sea lo suficientemente suave
para preserver la estructura de poro del esqueleto for-
mada cuando las part{culas se contraen en conjunto.

Después del secado, el cuerpo poroso se refuer-
za calcindndolo a une temperatura inferior al punto de
sinterizacion; por ejemplo, por caleinacion & aproximada-
mente 4009C a 6009C dursnte aproximadaménte 1 a 16 horas.

E1l producto resultante puede triturarse después,
sl es neceserio, y las particulas porosgas individuales
se pueden clagificer de ecuerdo con el intervalo de tame-
flog de grano deseado, el cual esta comprendido desesble-
mente entre 4,76 mm y 74 micras, preferiblemente entre
595 y 354 micras., Alternativamente, la suspension espe-
sa pﬁede secarse por pulverizacién gl intervelo de tama-
fios de grano deseedo antes de la calcinacion.

Una vez gue ss han preparado las-particulas po-
roses, las mismas se pueden utilizar para fijer las mo-
léculas de glucoss-isomerasa por adsorcidn a las super-
ficies internas de las cuerpos porosos. Utilizando parti—

culas porosas que tengan un diémetro medio de poro menor

que 1000 %, con temafios de particula de 595 a 354 micras,

se agsegura un érea superficial muy elevada por gremo (por
ejemplo, mayor gue aproximademente 5 mz/g) pera una car—

ga méxima de enzima, Se ha encontrado que la carga de en-

- 15 =
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zima ge gumente de modo importante si, antes de la ad-
sorcion de las enzimas, se hacen .'reaccionar los sopor-
tes con una solucidn acuosa de citrato (por ejemplo,
gcido citrico o solucidn de citrato de sodio 0,1 molar,
de pH 7,0). .

El procedimiento general de adsorcion de la
enzima lleva consigo mezelar las perticulss porosgas eon
una solucion acuosa de glucosa-isomerasa constituida
por entre aproximadamente 1 y 2 ml de preparacidn de
la enzima por gramo de soporte poroso lavado y humedo.

Preferiblemente, la preparscion de la enzima esté muy

‘concentrada y contiene desde aproximaedamente 1000 a

aproximadamente 5000 IGIU por ml, Preferiblemente, la
etapa de adsorcidn tiene una duracidén de 2 horas como
ninimo, dependiendo de factores tales como el tamafio de
las particulas porosas, la concentracidn de la solucidn
de enzima, y andlogos. Una vez que la enzima ha quedado
fijada de este modo, la composicion resultante .puede
almacenerse, preferiblemente en agus, o como una pasta
himeda, haste el momento de su utilizacidn.

Durante su empleo, la composicidn se hace
reaccionar con una solucidn que contiene glucosea tampo-
nada a un intervalo de pH en el que se produce la iso-
merizacidn Optima. E1l pH debe ajustarse hasta dejarlo

comprendido entre 7,0 y 9,0, preferiblemente entre 7,4

- 16 =
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y 8,8. En la solueién de glucosa pueden utilizarse di~
versos tempones, conocidos por los expertos en la téc-
nica,

En un sistema preferido de'procedimiento con-
tinuo, las particulas de la composicion se disponen en
una columna de relleno de flujo directo (particulas de
595 a 354 micres, que tlenen un difmetro medio de poro
comprendido entre 150 & y 250 &) a través de 1la cual
se hacen pasear continuamente una solueidn tamponada que
contiene al menos aproximadamente 10 % en peso de glu-
cosa, Preferiblemente, la concentracidn de la solucidn
de glucosa es al menos aproximadamente de 30 % en peso,
El caudal a traves de ls columna, se ajusta para asegu~
rar una isomerizacidn maxima; p. ej., ajroximadamente
42 % a 50 % de conversion de la glucosa en fruetosa.

A\conﬁinuacién se dan métodos preferidos para
la febricacién del soporte y de las enzimaé fijadag. Lag
particulas de alﬁmiﬁa utilizadas para formar los cuer—
pos porosos de Mg,O—-Alzo3 se obtuvieron comercialmente y
ten{an las caracteristicas siguientes:

Area superficial: 100 & 20 m?/g

Diémetro medio de particulas (8): 300 £ 200

pH de la suspension acuosa sl 10 % en peso: 4,4

Densidad relativa: 3,6 g/cm3

Nota: Analisis por rayos X indican aproximada-

- 17 -
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mente 90 % de gemme-alimina.

La fuente de glucosa-isomerasa soluble ers
une preparacién cruda que contenia aproximsdamente 2700
Unidades Internacionales de Glucosa-Isomerasa (IGIU) por.
ml, donde una IGIU representa la asctivided de enzima ne-
cesariag para producir un fum mél de fructose por minuto
a 60° C, a pH 6,85 a partir de una solucién 2 M de glu-
cosa, Una vez que se fijaron les enzimas se encontrd que
el intervalo Optimo de pH para la isomerizacidn estaba
comprendido entre 7,4 y 8,8 y, debido al 1{mite superior
de pH, la cantidad de Mgl en el soporte tiene que limi-
tarse a no mas que aproximademente 12,0 % en peso como
se indica a continuacidn, Las cantidades relativas de
MgO en cada soporte se determinaron por endlisis quimi-
co por via himeda o por espectroscopia de llama. Se
realizaron ensayos de actividad enzimética para cada
composicidn de enzima de una maners modificada pare
reflejar el uso de una enzima no soluble y las variacio-
nes de actividad que podrian encontrarse en una aplicae-
cidn comercial, Asi, para todas las composiciones, se
observo el comportamiento de las enzimas fijedas com-
pactadas en una columna de 1,5 cm., de diametro, a 602 C,
utilizando una alimentacion de glucosa al 50 % en peso
(Cerelose C:>, sometida a cembic de cation) a pH 8,4,

que contenia MgCl, 0,005.M. La ectividad se caleulo co-
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mo:

F 1 \
E = 27,9 I ln
W

1 = x/xg //

donde E = unidades de actividad, F = caudal (ml/h),
W = peso de enzima fijada (g, en base seca), x = % de

fructosa, y x, = % de fructose en el equilibrio (51,2 %)

Preparacion de Soportes que Tienen Centidades Verigbles

de MgO

Se prepsraron diez muestras de soporte consti-
tuidas por alumina y de O % a 28,6 % de Mg0 (en peso).

Tos ingredientes respectivos y las formas de las parti—

‘culas de cada muestra de soporte se indican en la Tebla

I, a continuacidn. Utilizando las centidades que se in-
dican en la Tabla, se prepararon las muestres de sopor-
te efiadiendo en primer luger a las cantidades indicadas
de sgua destilada o desionizada suficiente acido acéti-
co glacial para llevar la solucién & una concentracion
0,1 molar. Se formé luego una suspension espesa pdr-adi-
cidén de las cantidades indicadas de glumina con agita-
cidn enérgica. Se continué la agitacidn hasta que se
obtuvo une mezcla cremosa sueve, aproximadamente duran-

te 15 a 30 minutos. Se ajusté luego el pH hasta dejarlo
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comprendido entre 2,0 y 3,0 y se efladid el compuesto

de magnesio indicado a la mezcla de suspensidn espesa,
bien en forma liquida, o en estado sélido, Esta meszcla
se homogeneizd luego a gran velocidad durante un perio-
do de tiempo adicional, aproximademente de 15 a 30 minu-
tos. Da mezcla homogeneizada resultante se conformo des—
pués en particulas o esferas, segun se indica, por cola-
da en estado de barbotina o mediante secado por pulve-
riiacién, respectivamente, El material cslado en estado
de barbotina se triturd luego y se clasificd de acuer-
do con el tamafic de particula indicado por medios con~-
vencionales. Tanto el material colado en estado de bar-
botina como el material secado por pulverizacién se cal-
cinaron a 6002 C dursnte 16 horas. Antes de la adsorcidn
de las enzimas, se determind el efecto de las adiciones
de Mg0 sobre el "pH" de los soportes, mezclanéo 1 gramo
de cada soporte con 9 gramos de agua destilada durante
aproximadamente 15 minutos para élcanzar un équilibrio,
y determinando luego el pH de la mezcla con un medidor

convencional de pH.
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Pijacidén de las Enzimas

Se utilizaron todas y céda una de las muestras
de soporte anteriores para fijar la glucosa-isomerasa ha-
ciendo reaccionar la preparacién de la enzima con csada
soporte para adsorber la enzima sobre las superficies
interiores de los poros. La cantided de preparacion de
enzima utilizada correspondia'a aproximadamente 15 ml
de la preparacidn de enzima por ceda 15 gramos de so-
porte. Antes de la etapa de adsoreion real, cada mues-
tra de soporte se lavé inicialmente con agua destilada
por fluidizacion de la muestra de soporte en una colum-
na. Los soportes lavados se hicieron reaccionar luego
con una solucidn de citrato 0,1 molar en un bafio de agi-
tacidn durante una hora. A continuacién se sfizdio la
preparacién de enzima y se dej6 que transcurriese la
adsorcidn durante aproximadamente 24 horas, con agite-
cidn para feciliter el procedimiento de adsorcion, EL
producto final se enjuagé luego con agua destilada, ¥
las muestras individuales se ensayaron como se ha indi-
cado arriba, con_los resultedos siguientes, en los que
Ey representa la actividad enzimatica por gremo determi-
nada como se ha descrito arriba y E, (equivalente) re-
presenta un valor normglizado asociado con una carga
jnorementads observada utilizando las particulas de for-

ma irregular (compérese con lasg esferas).
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Parg ser comerciglmente factible, la glucosa-
isomerase fijada debe tener una carga enzimatica de al
menos aproximadaemente 500 unidades de .actividad por gra-
mo de soporte en un procedimiento de isomerizacion con-
tinuo (de flujo directo). Como se puede ver en la Tabla
II, se obtiene este nivel de carga cuando ell% en peso

de Mg0 en el soporte poroso de MgO-AlZO estd compren-

dido dentro del intervalo de aproximadaiente 0,84 a apro-
ximademente 12,0% de Mg0, obteniéndose los resultados Op-
timos cuando el soporte esté constituido por aproximeda—
mente 0,84 a 3,8% de Mgd. Aun cuando no se conoce por
completo el mecanismo o mecanismos exactos por los cue-
les el contenido de Mg0 ds como resultado una cargs me-
jorade, puede apreciarse a partir de los datos conteni-
dos en la Tabla II que el pH del soporte puede desempe-
fiar cierta funcidn en la determinacidn de la cantidad

de carga, ya que ls carga minima deseada de &l menos 500
unidades de actividad por gramo se presenta en soportes
que tienen un pH comprendido dentro del intervelo de

7,0 a 8,9, Por tanto, se cree que lsa adicidn de Mg0 pue-
de servir no solo para satisfacer una perte de las ne-
cesidades de Mg++'de las enzimes, sino también para ajus-
tar los parametros de pH del soporte que limitan tanto
las cargas superiores como las inferiores. No obstante,

a partir de los datos arriba indicados se puede llegar &
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la conclusidn de que la cantidad de Mg0 en el soporte po-
roso de MgO-A1203 es realmente critica y que la cantidad
critica de-Mg0 estd comprendida dentro del intervalo de
aproximadamente 0,84 a 12,04 en peso, preferiblemente den

5 tro del intervalo de aproximadamente 0,84 a aproximadamen
te 3,8¢%.

' La presente solicitud, que corresponde a la pre
gentada en los Estados Unidos de América el 18 de Septiem
bre de 1974, con el nimero 507.209, se acoge a log benefi

1 cios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad

Indastrial.

REIVINDICACIONES

15

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan pafé que sean objeto de esta solicitud de Pa-
20 tente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son 1los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:
12,~ Un métode de isomerigzar parcialmente una
golucidén de glucosa a una solucidn de fructosa, caracte-
rizado por el hecho de gue se hace reaccionar la solu=-

25 ¢idén de glucoga con una composicidn de enzima fijada

9~-2-T7 ~-25 -
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constituida por moldculas de glucosa-isomerasa adsorbidas
a la superficie interna de un material soporte inorgdnico
poroso de drea superficial elevada que tiene un didmetro
medio de poro comprendido entre aproximadamente 100 R ¥
1000 X'y que estd constituido, en peso,'por entre aproxi~-
madamente 0,84 a 12,0% de Mg0Q y entre aproximadamente
99,16% a 88,0% de A1203.

28,- E1 método de la reivindicacidén 12, caracte
rizado por el hecho de que el méterial soporte inorgdnico
poroso estd constituido por una pluralidad de particulas
que tienen un tamafio medio de particula comprendido entre
aproximadamente 4,76 mm y T4 micras, estando contenidas
las partiéulas en una columna de relleno de flujo directdo
a través de 1la cual se hace pasar continuamente una solu-
cibn de glucosa.

38,~ E1 método de la reivindicacién 28, carac-
terizado por el hecho de que las particulas tienen un
didmetro medio de poro comprendido entre aproximaéamente
150 & y 250 2.

48,~ E1 método de la reivindicacidén 28, carac-
terizado por el hecho de que las particulas estdn cons=-
tituidas por entre aproximadamente 0,84 y 3,8% de MgO y
entre aproximadamente 99,16 y 96,2% de Al203, en peso.

58&,- E1 método de la reivindicacién 22, carac-

terizado por el hecho de que las particulas tienen un ta
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mafio medio de particula comprendido entre aproximadamente
595 y 354 micras.

6¢.~ Bl método de la reivindicacidén 2%, caracte
rizado por el hecho de que antes de su paso & través de
la columa el pH de la solucién de glucosa estd comprendi
do entre aproximadamente 7,0 y 9,0,

7¢,~ E1 método de la reivindicacidn 68, caracte
rizado por el hecho de que el pH estd comprendido entre
aproximadamente 7,4 y 8,8.

82,- Bl método de la reivindicacidn 22, caracte
rizado por el hecho de que las particulas estdn constitud
das en peso por entre aproximadamente 0,84 y 3,8% de g0 |
y entre aproximadamente 99,16 y 96,2% de A1203, tienen un
tamafic medio de particula comprendido entre aproximadamen
te 595 y 354 micras, y un didmetro medio de poro compren-
dido entre aproximadamente 150 i1 y 250 2 y, antes de su
paso & través de la columna, el pH de la solucidn de glu-
cosa ests comprendido entre aproximadamente 7,0 y 9,0,

92,~ B1 método de 1a reivindicacidén 82, carac-
terizado por el hecho de que antes de su paso a través
de 12 columna el pH de la solucidn de glucosa estd com~
prendido entre aproximadamente 7,4 y 8,8,

102,~ Un método de isomerigzar parcialmente una

solucidén de glucosa a una solucidn de fructosa.
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Tal y como se ha descrito en la Memoris gue an-
tecede y para los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de veintiocho hojas escri-

tas a mdquina por una sola cara.

Magria, 12FEB1977

P.A.

Ferhando de Eizabury
Por P

9~2-T7 - 28 ~
McC.
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