14, 10475,

461405

81 0C7.1975
P~ 61477
Cage D=3127
HL-41591
‘ C 75
Memoria descriptiva 7L
¢ .
B

parg solicitar PATENTE DE INVENCION por 20 aﬁo_s

a nombre de CPC INTERNATIOFAL INC.

entidad norteamericana

con domicilio en International Plaza, Englewood Cliffs,
Nueva Jersey, Estados Unidos de America

por: VUN METODO PARA ETLIMINAR IONES DE IETAL PESADO DE
UNA SOLUCION QUZ CONTIENE DEXTROSA®



La presente invencidn se refiere a la produc
cidn de levulosa a partir de dextrosa, y wds en parti-
cular se refiere a la produccidn de una cantidad mayor
de levulosa a partir de una solucidn que contiene dex-
trosa. La solucidn que contiene dextrosa, tal como lag

5 preparadas disolviendo dextrosa cristalina en agua, se
puede usar como material de alimentacién para la isome
rizacidn, Sin embargo, es econdmicamente ventajoso uti
lizar como material de alimentacién un jarabe de hidro
lizado de almiddn, también denominado sacarizado de al

10 middn, que tenga alto contenido de dextrosa.

Log hidrolizados de almiddn que tienen alto con
tenido de dextrosa se producen hoy por 1o gue se conoce
como el procedimiento de enzima - enzima. Una suspension
de almiddn se digiers con una preparacidn ds enzima alfa -

15 -amilage, vara producir fragmentos de bajo peso molecu-
lar. El material resultante se sacarifica luego con una
preparacidn de enzima glucoamilasa, para producir la so
lucidn que contiene dextrosa.

La solucién producida de esta manera contiene

20 clertas impurezas tales como cenigza, cuerpos de color,
cationes, ete, que generalmente se eliminan. Bl trata-
miento usual de purificacidén implica pasar el liguido
a través de una gerie de columas intercambiadorag de
iones., Métodos de vpurificacidn tipicos incluyen un méto

25 do en dos columeas, es dsclir, una resina intercaumbiedora
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de cationes fuertemente dcida seguida por una resina
intercambiadora de aniones bdsica. Un método en cua-
tro columas implica un tratamiento de repeticidn usan
do las dos resinas anteriores. También se puede seguir

5 la purificacidn en dos columas con una tercera columa
que contenga una mezcla de una resina intercambiadora
de cationes fuertemente dcida y una resina intercambig
dora de aniones fuertemente basica.

Se ha hallado que la golucidn de sacarizado de

almidén tembidn contiene cantidades traza de diversos

10
iones de metal pesado. Estos iones de metal pesado, ¥y en

particular el Zn'H ¥y Pb**, inhiben la eficacia de la prepa
racidén de enzima usada para lsomerizar la dextrosa a lewvulo
sa.
Ia dextrosa se convierte generalmente en su isgd
15 mero, levulosa, por uso de una preparaciin de enzima llang
da glucosa isomerasa. Esta preparacidn de enzima se produ
ce por un clerto nimero de microorganismos conocidos en
la téenica.
Lag preparaciones de enzima glucosa isomerasa
20 son my caras, ¥y s econdmicamente importante producir
la cantidad mdxima de levulosa de cada unidad de enzima.
Unga unidad de glucosa isomerasa (¢.,I.) se define como
la centidad de enzima que producira una micromel de lg
vulosa por minuto a 6C2C y & un pH de 7,5,

25 La eficacia de la preparacidén de enzima se pue

14¢10.75,



de medir en términos de la proporcidn de isomerizacidn.
Egta se expresa generalmente como tanto por ciento, y se

calcula comos

5 levuloga

x 100
levuloge & dextrosa

Se puede ver gque cuanto mayor sea la proporeidn de isome
10 rizacidén mayor es el contenidc de levulosa en el jarabe
final.

El método de la presente invencidn produce un
material de alimentacidn que producird un producto final
que contiene levulosa que tiene una proporeidn de isomeri

15 zacldén mayor por unidsd G.I. de enzima,

La produccidn de un jarabe gque lleva levulosa
se aumenta répidamente por el método de la presente inven
cién. La produccidn industrial de levulosa se efectia co-
minmente de la siguiente menera. Se licda almidén con wa

2C dcido mineral o con una enzima licuadora, y luego se saca
rifica con una enzima sacarificadora. Ademds, el 20 - 50%
de la dextrosa contenida en esta solucidn sacarificada se
convierte en levulosa con una preparacidn de enzima gluco
gsa~igomeraga. Tras ello, el jarabe gque lleva levulosa se

25 puede purificar y concentrar.
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La reaccién de isomerizacidn por una enzima
igomerizadora se puede efectuar industrialmente por el
método discontinuo de afiadir las células microbianas
que contienen glucosa~-isomerasa. Recientemente se ha
convertido en el método preferido la isomerizacidn con
tinua usando una enzima lsomerizadora fijada, preparzg
da inmovilizando glucosa-isomsrasa sobre un soporte eg
pecial, tal como una resgina intercambiadora de aniones,
verlas de vidrio, poroso, u otro material insoluble cg
paz de adsorber o unirge con la enzima.

Como material de alimentaclon para la produc
cibn de levulosa se usa una solucidn de almidén sacari
ficado o una solucidn mcucsa de dextrosa purificada o
cristalina, pero el material usado indugtrialmente en
la actualidad es principalmente el sacarizado de almi-
dén, por razones econdmicas. Sin embargo, cuando la reag
clén de isomerizacidn se efectud con una cierta cantidad
de glucosa-isomerasa, la proporcidn de isomerizacion,
cuando se ugd como materisl el sacarizado de almiddn,
es micho menor que cuando se usdé como material la soln
cidn acuosa deo dextrosa cristalina. La diferencia es par
ticularmente notable en el caso de la reaccidén de isome
rizacidn continua efectuada usando una enzima igomerizg

dora inmovilizada.

Se ha hallado que la relacidn de isomerizacidn



estd miy influfda por ciertas impurezas del material de
partida. Cuando se igomeriza dextrosa con glucosa-izoms
rasa, ol estdn presentes ciertos iones de metal pesado
tal como cine, su poder isomerizador egtd conslderable
5 mente inhibido. La relacidn de igomerizacion estd influf
da también por la pureze de la glucosa-igomerasa usada.
_En el caso de la glucose~igomerasa extraida de células mi
crobisnas y purificada, estd influfda mds fdcilmente por
los iones de metal pesado que en el cago de la glucosa-
10 ~isomsrasa no extrafda y no purificada. Dado que la can
tidad de iones de metal pesado contenida en el sacariza
do de elmiddén es, con mucho, mayor que la de iones de mo
tal pesado contenida en la solucidn acuosa de dextrosa
cristalina, la proporcidn de isomerizacidn cuando se usa
15 el sacarizado de almiddn como material de alimentacidn
es menor que cuando se usa como materiel de alimentacion
la solucidn acuosa de dextrosa cristalina.
Generalmente estén presentes en la solucidn
gacarificada iones de metal bdsico tales como Ca, deri
20 vado del agua de suspensidn del almidén, una enzimas 1i
cugdora y una enzlma sacarificadora, diversos iones de
metal pesado, tales como los de Zn, Pb, Fe y Cu. Aunque
log iones de metal bdsico tales como Na, K y Ca gon eli
minados cagi completamente por tratamiento usual con rg

25 ging intercambiadora de iones, apenas se eliminan log
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iones de metal yesado. Por tanto, la reaccidn de isome
rizacidn estd inhibids vor estos metales pesados, y se
requiere necesariamente una gran cantidad de glucosa-
-lgomerasa. Estos materiales inhibidores se pueden eli
minar parcialmente por cristelizacidn de dextrosa pura
vy reddsolucién en agua destilada. Sin embarso, este né
todo requiere grandes gastos para el procedimiento de
cristalizacidn, y por tanto tiene une realizacién préic
tica pobre. Ldemis, aunque la dextrosa crigstalize, es
imposible eliminer completamente los iones de metal pe
sado antes mencionados, y el coste se hace elevado tan
to en el método de isomerizar el sacarizado de almiddn
tal cual, sin cristaelizar la dexitrosa, como en el de efeg
tuar su isomerizacidn tras haber cristalizado wna vez y
disuelto de nuevo la dextrosa contenida.

En el procedimientc de purificacidn de lajre-
sente invencidn se puede usar cualquier solucién que con
tenga dextrosa, es decir, sacarizados de almiddn refing
dos o gin refinar, dextrosa cristalina disuvelta de nue-
vo, 0 las diversas soluciones, conocidas como hidrol,
que quedan tras cristalizacién de la dextrosa.

Se ha hallado que los iones de metal pesado
que interfieren se pueden eliminar de forma sustancial-
mente completa pagando la solucidn que contiene dextro

sa a través de un lecho que contiene una resina formadg
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ra de guelatos u otro tipo de resina capaz de eliminar
jones de metal pesado. Estas incluyen las resinas for
madoras de quelato, resinas intercambiadoras que adsor
ben complejos, y resinas intercambigdoras de cationes
de adsorcién selectiva. Los términos "intercambiador
de catlones" y "resing intercambiadors de cationeg"
ge usarén para describir le presente invencitn. Sin em
bargo, se entiende que si el contexto lo permite se hen
de incluir todos los tipos utiles de resginas. Como ejem
plos especificos, por ejemplo, estdn las Lewatit TP-207
(Bayer), Lewatit ATP-202 (Bayer), Dowex A-1 (Dow Chemi
cal) y Diaion CR-10 (Mitsubishi Kasei). También se pue
de usar en la vpresente invencidn un intercambiador de
quelatos compuestos por un esqueleto de polisacarido,
por ejemplo el quelato Muro (Muromachi Kagalu).

El tratamiento de intercambio de iones usual
antes mencionado es incapaz de eliminar eficazmente los

iones de metal pesado, como se ilustra en la tabla 1.



Tabla 1

Catidn m a Bx 50

Hidrolizado Tras tratamiente Lras trats Tras anm
de usugl * miento de la bos irg

almidén® presente in- tamien-
vencion ¥%X  tog

> Wt e 443 189 3,6

ret 108 5,1 96 4,9

Fe?t 1,48 0,42 v, 26 0,21

w* 0,16 0,05 0,02 0,01

™ 0,79 0,03 0,03 0,03
a0 0,36 0,04 0,03

# D.D. 96,8, dextrosa 93,8%
sx Purificacidn en custro columas segun se ha
15 descrito antes

sxx Lewatit TP-207 ~forma de hidrdgeno (Bayer Co.)

Bl efecto inhibidor de los iones de metal reaa-
do se puede obgervar con tan poco como 0,1 ppm de Zn o Pb,
Se puede ver que el tratamiento usuel no reducira al idn

20 Zn por debajo de este nivel.

En general, lag resinas utiles de la presente
invencidn son diferentes de aquellas resinag utiles para
tratamientos usuales, en términos de método de producciin,
grupos funcionales y afinidad para iones que se pueden ad

25 sorber. Por ejemplo, la Dowex A=l se produce por adicion

0
t
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de imino-diacetato a polimero de estireno-divinilbence

no, y st egtructura parcial es:

2—0

cH
R—N///
N

10 Sin embargo, para la produccidén de resines generales
intercambiadoras de iones se usan como mondmeros esti-
reno, fenol y dcido metacrilico. Los grupos funciona-
les son radicales acidos tales como ~$0,H, ~COOH, -OH
y -POéHz.

15 El intercambiador de catliones sobre el que

\ los metales pesados son .adsorbidos eficagzmente se pug
de usar en cualquier forma, por ejemplo en las formas
de hiardgeno o sale. Es preferible utilizar la forma de
hidrdégeno. Se puede llevar a la resina a la forma de hi

20 drégeno pasando un écido mineral, tal como H,SO; o HCI,
a través de una torre rellena de la regina. Se prefiere
pasar una cantidad apropiada de HCL de una concentracidn
apropiada. Por ejemplo, se puede pasar el doble del volu
men del intercambiador de iomes de HCL al 5%, para produ

25 cir la forma de hidrdgeno. Adeuds, como condiciones en

150100750 -~ 10 -
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ese momento, una VE (velocidad espacial) de 2-10, 0 fa
vorablemente 3 =~ 5, y temperatura ambiente ~708C, o fa
vorablemente 20 - 5082C,

Seguidamente, cusndo se pasa la solucidn que
contiene dextrosa por una torre rellena con la resina
intercambiadora de catlones antes mencionada, los metg
les pesados de la solucidn se adsorben sobre la resina
intercambiadora de iones.

Al paser la solucidn que contiene dextrosa a
través de una torre rellena con el intercambiador de ca
tiones entes mencionado, es ventajoso pasar una solucidn
de pH 9 - 8, o preferiblemente 3 - 6, de una concentra-
cidén de 10 ~ 60% (% en peso), o preferiblemente 30 — 50%,
y a temperatura ambiente -702C, g VE 1 - 8.

La solucién que contiene dextrose & usar como
material contiene diversos iones de metel pesado. Por
ejemplo, el sacarizado de almidon purificado de la mane
ra usual contiene iones Zn, Pb, Pe y Ca, y su contenido
es generalmente de { ppm (expresado como Pb). Si la golu
cidn de dextrosa que contiene egtos iones de metal pesa~-
do se pasa a través de una torre rellena con la resing
intercambiadora de cationes, aguellos lones de metal pe
sado ge adsorben sobre el intercambiador de cationes. En
este cago, los iones de metal pesado concretos adsorbi-

dos estén determinades por el pH de la solucién de dex—

- 11 =
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trosa. Cuando la solucidon de dextrosa tieme un pH de
aproximadamente 3 - 6, son principalmente iones Zn y
Pb., Por tanto, para eliminar los iones de metal pesado
que iphiben la reaccidn de igomerizacidn, es ventajoso
ajustar el pH de la solucidn de dextrosa de manera que
aquellos metales pesados se puedan eliminar eficazmen
te.

Cuando la solucidén que contiene dextrosa se
pasa @ través de una torre rellena con la resina inter
canbiadora de cationes antes mencionada, el poder de
adsorcidn de metal pesado del intercambiador de cationes
disminuye graduelmente, y finalmente queda totalmente
extinguido. El tratemiento de regenerscidn del intercam
biador de cationes se efectiia pasando una solucion rege
neradora adecunada trasg interrumpir el pago de la golu-
cién que contiene dextrosa, en el momento en que el pg
der de adsorcidn del intercambiador de cationes ha empe
zado a disminuir. Por ejerplo, se pasa una solucidn de
dcido mineral cuando el intercambiador de cationes se
usa en forma de hidrdgeno. Por este tratamiento de rege
neracidn, el intercambiador de cationes antes menciona-
do, sobre el que ge han adsorbido metaleg pesados, se
devuelve a la forma de antes de pasar la solucidn que
contiene dextrosa. Tanmbién es ventajosgo pasar una cantl

dad apropiada (por ejemplo 2 volumenes del lecho) de una

- 12 -
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solucidn de dcido mineral de concentracién apropiada
(por ejemplo HCl al 5%) en el caso del intercambiador
de cationes en forma de hidrdgeno. En este momento, las
condiciones apropiadas son VE 2 -~ 10 o preferiblemente
J - 5, vy temperatura ambiente -702C, o preferiblemente
20 - 502¢,

“La solucidn que contiene dextrosa, que se trg
% con la resina intercambiadors de cationes entes men
cionada, se puede usar para la reaccion de isomeriza-
cifn sin mis tratamiento de refinacidn, o se puede des
colorear, concentrar, etc. Ia reaccidén de isomerizacidn
se puede efectuar por los métodos usuales discontinuos
o continuos.

Cuando la golucidn que contiene dextrosa se
trata por este método, los iones de metal pesado conte
nidos en la solucidnm, y que son perjudiciales para la
reaccién de isomerizacidn, tales como cine y plomo, se
eliminan de forma sustancialmente completa. Por tanto,
en la reaccidn de igomerizacidn se puede obtener una
proporcidn de isomerizacidn macho mayor que en el méto
do usual. Eg decir, ge puede obtener una cierta propor
oién de isomerizacién con mucha menos enzima glucosa~iso
merasa que la que eg necesaria cuando no se usa el tratg
miento de la presente invencidn. Bl método de la inven-

cidn presenta especialmente un gran efecto cuando en la

...13...
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reaccidn de isomerizacidn se usa glucosa-isomerssa ex-~
trafda de células microbianas y luego purificada. Cuan
do la reaccidn de isomerizacidn se efectia por el méto
do digcontinuo con glucosa-isomerasa extraida de célu~
las microbianas y purificada, la proporcidn de isomeri
zacidn de lg levulosa producida a partir de la solucion
que contiene dextrosa, tratada por el método de la inven
cién, es aproximadamente 3 veces mayor que la de la levu
losa producids a partir de la solucidn que contiene dex
trosa tratada por el método usuel.

Ademds, dado que el contenido de iones de me
tal pesado gque inhiben la reaccién de isomerizacidn, en
la golucidn que contiene dextrosa, es extremadamente pe
quefio, una caracteristica del método de la invencidn es
que se puede tratar gran cantidad de la solucion que con
tiene dextroga antes de que empiece & disminuir el poder
de adsorcidn de iones de metal pesado de la resina inter
cambiadora de catlones antes mencioneda,.

Ademds, tratando la solucidn que contiene dex
trosa por el método de la invencidn, se puede disminuir
la cantidad de glucogsa-igomerasa usada por debajo de les
cantidades usadas actualments para la produccidn indus-
trial de levulosa.

Como se ha indicado entes, segin el método de

. 7 5 o .
le invencion, se puede preparar por un tretamiento sim-

_14_
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ple pero barato la solucion que contiene dextrosa que
e puede isomerizar para producir levulosa que tiene
una proporcidn de isomsrizacidn grande.

Para proporcionar mejor entendimiento de la
invencidn, se proporcionan los siguientes ejemplos a

t{tulo de ejemplo y no limitativos.

Bjemplo 1

Se licud almidén de mafz con una encima licua
dora de alfe-amilasa, "Kleistase L-1" (producida por
Daiwa Kagei Co., Japén), y se sacarificd con una enzima
sacarificadora de glucoamilasa, "Sumizyme 800" (produ-
cida por Shinnihon Kagaku Co., Japén), por un método
wsual. Log sacarizadog obtenidos se filtraron en un
papel de filtro, usande tierra de diatomeas como coad
yuvante de filtracidn, bajo presidn reducida.

El sacarizado filtrado se purificé de la mene
ra usual: el liguido se pasd sucesivamente a través de
(1) una columa de lecho Unico de resina, rellena con
1000 ml de una resina intercambiadore de catlones fuer
temente dcida, IR-120B (menufacturada por Tokyo Yukikaga
ku Kogyo Co., Japén), que habia sido regenerada con dci
do olorhidrico, (2) una columa de lecho unico de regina,
relleng de 1200 ml de una resina intercambiadora de anig

nes débilmente bdsica, IRA-93 (manufacturada por Tokyo

- 15 =



Yultiksgaku Kogyo Co., Japén), que habia sido regenerg
da con hidrdxido sddico, y (3) una columa de lecho mix
t0 de resina, rellena con 150 ml de una resina fuerte-
mente dcide, Amberlite-200 (menufacturada por Tokyo Yu

5 kikagaku Kogyo Co., Japon), que hebia sido regenerada
con dcido clorhidrico, y 300 ml de una resina intercam
biadora de eniones fuertemente basica, IRA-411 (manufac
turada por Tokyo Yukikagaku Kogyo Co., Japén), que ha-
bfa sido regenerada con hidrdxido sddico.

10 Iuego se concentrd el sacarizedo purificado.
La calidad del sacarizado purificedo asi obtenido fué

como gigue:

Concentracidn de aglcar: 51,2 (Bx)
IE: 95,7
15 Dextrosat 93,2 (%)
Indice de color (OD a 427 ma): 0,018 ({ cm tra
yectoria
de luz)
Sales totales: 60,3 ppm (como
CaCoO
3
He 5:4
20 P !
Los iones de metal pesado de este liquido se
determinaron por el método de titulacidon de quelato, ¥y
se halld que habia 1,6 ppm, como idn cinc.
Luego se siguieron tratando 40 litros del saca
25 rizado purificado, con una regina formadora de guelatos,

156104754 - 16 =
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Lewatit TP-207 (menufacturada por Bayer Co., Alemania
Occidental). Se rellend con 50 ml de le resina una co
luma de vidrio (altura: 25 cm, didmetro: 2,1 cm), y
se regenerd la resina pasando 200 ml de dcido clorhi
drico al 10% a través de la columa, a 309C, con un
caudal de 5 volumenes del lecho por hore, seguido por la
wvado con 1C00 ml de agua desionizada. Luego se pasd
ol sacarizado purificado a trevds de esta columa, por
el método descendente, g 309C y con wn caudal de 5 vold
menes del lecho por hora.

La calidad de este liguido tratado con resina

formadora de quelato fué la siguiente:

Concentracidn de azicar: 51,2 (Bx)

IE: 95,7

Dextrosas 93,2 (%)

Indice de color (OD a 420 ma): 0,016 (1 cm tra
yectoria
de luz)

Sales totales: 59,9 ppm (como

CaCO3)

pH: 331

Los metales pesados contenidos en este liquido
tratado con resina formadora de quelato se determinaron
como ge ha mencionado antes, y no se detectaron iones de
metal pesado, Después se igomerizé por el método discon

tinuo este l{quido tratado con resina formadora de quels

..17..
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to. Es decir, a 5 litros de este liquido de dextrosa
tratada con resina formadora de quelato se affadieron

5 g de MgCla.sto, v se agitd, ajustando el pH de la
mezcla a 6,5 con hidréxido.sédico. A esta mezcla ge
gfiadid una solucidn de glucoga-igomerasa, a una dosis

de 2 unidades por gramo de dextrosa contenido en la
mezcla. La glucosa~isomerasa se extrajo de Streptouyces
olivochromogenes, un microorgenismo que produce glucosa—
~igomerasa, de la siguiente mgnera: se cultivd St. olivo-
chromogenes en un medio liguido durante aproximadamente
50 horag, y las células cultivedas se separaron del me-
dlo de cultivo por centrifugacidn. Las células obteni-
das se digirieron con ligozima. Ia centrifugacién del
producto de digestidn de las células aidé wn liguido que
gobrenadaba, gue contenfa glucosa-isomerasa. Se afindid
igsopropencl &l liquido que sobrenadabs, pera precipitar
la enzima. Los precipitados obtenidos por centrifugacidn
de la solucidn se volvieron a disolver em agua que contg
nia mg012, ¥y se usaron como preparacidn de enzima de igo
merizacién. La reaccidn de igsomerizacidn se continué du
rante 48 horas en un reactor de 15 litros provisto de ca
lentador y agitador, mientrasg la golucion sacarificada
se agitaba lentamente. Durante le reaccidn se ajustd el
pH con una solucidn de NeHCOy al 5%, de meners que perma

neciese entre 6,3 y 6,7. Tras 48 horas de isomerizacidn

- 18 ~
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se hallb que la magnitud de igomerizacidn era 43,2%.
Para comparacién, 8l sacarizado purificado
concentrado no tratado con la resina de quelacidn an-
tes mencionada se isomerizd bajo lag mismas condicio-
nes que antes. Se halld que la magnitud de isomerizacidn

era 18,2% tras 48 horas.

Ejemplo 2

Se prepararon 50 litros de sacarizados purifi
cados concentrados, por el migmo método descrito en el
Ejemplo 1. Bste 1{quido se pasd a un caudel de § volime
nes del lecho por hora, a 302C, por el método descenden
te, & través de una columa de vidrio con camisa (altu-
ra: 50 cm, didmetro: 3 cm) rellena con 250 ml de una re
gina adsorbente selectivamente, Lewatit ATP-202 (manufac
turada por Bayer Co.,, Alemania Occidental), que habia
sido regenerada con 1 litre de dcido clorhidrico al 107,
paséndole ror la columa de vidrio a un caudal de 5 volﬁ
meneg del lecho por hora, a 302C, seguldo por lavado con
5 litrog de agva desionizada. No se detectaron iones de
metal pesado en este liquido tratedo con resina adsorben
te selectivamente, cuando se determinaron por'el método
de titulacién de queleto.

La isomerizacién continua se efectud ugando

como alimentacidén el 1ligquido tratado con regina ATP-202,
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al que se habia afiadido 1 gramo de ¥gCl,.6H,0 por cada
litro del liquido, antes de la isomerizacidn. Eg decir,
la alimentaciin entes mencionada, cuyo pH se hebia ajus
tado después a 8,5 con hidrdxido sédico, se pasd por el
método descendente, a un caudal de suministro de alimepn
tacibn de 2 voldmenes del lecho por hora, a través de
un tubo de vidrio con camisa (altura: 12 cm, diametro:
2,1 cm). El tubo habia sido rellemado con 15 ml de una
resina intercambiadors de sniones fuertemente bdsica,
Amberlite IRA-904 (menufacturada por Tokyo Yukikagaku
Kogyo Co., Japdn), sobre la que se habian adsorbido 200
unidades de glucosa-isomerasa, preparada por el método
descrito en el Ejemplo 4, por cada ml de regina. La co
luma de vidrio que contenia la resina se mantuvo a
602C por circulacidn de agua caliente a través de la
camisa. Los cambios de la magnitud de isomerizacidn del
1{quido isomerizado, durante la isomerizacién continua,

fueron como sigue:
Tabla 2

Tiempo de funciona-
miento (dfas) 1 5 10 15 20 25

Proporcion de isomeri
ZaCién (‘}3) 4‘991 4’8,5 4‘5,2 4‘0’6 34,3 29,3

- 20 -
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Para comparacidn, la isomerizacidn continua
se efectud usando como slimentacidén los sacarizados pu
rificados sin tratar con regira Lewatit ATP-202. Se afig
Gié un gramo de 1igCl,.6H,0 por litro de liguido entes
de la isomerizacidn. El pH de esta alimentacidn se ajug
t6 a 8,5 con hidrdxido sédico. La isomerizacidn conti-
nua se efectud bajo las mismas condiciones antes degeri

tas. En este caso la mognitud de isomerizacidn cambid

de la manera siguiente:

Tabla 3
Tiempo de @unoionamiento
(aias) 1 5 10 15
Proporcién de isomerizg
cion (%) 42,7 26,9 19,3 14,6
Ejemplo 3

Se digolvieron 30 kg de dextrosa cristalina
anhidra en 30 litros de agua desionizada, para preparar

50 litros de solucidn de dextrosa. Ia calidad de este

1{quido fué como sigue:

Concentracién de azicar: 51,2 (Bx)
Dextrosat 99,8 (5)
pH: 4’5



Metales pesados: no detectados
Este 1iquido de dextrosa se tratd con una resi
na formadora de quelato, Lewatit TP-207 (menufacturada
por Bayer Co,, Alemania Occidental). ELl liguido se pa-
5 8 a un caudal de 5 vollmenes del lecho por hora, a 30%C,
por el método descendente, a través de wna columa de Vi
drio con camisa (altura: 50 cm, didmetro: 3 om), rellena
de 250 ml de resina Lewatit TP-207 que habia sido regens
rada pasando 4 litro de acido clorhidrico al 10i a tra-
10 vés de la columa de vidrio, a un caudal de 5 vollumenes
del lecho por hora a 3080, geguido vor lavado con 5 li-
tros de agua desionizada. La celidad de este liguido de
dextroga tratado con resina formadora de guelato fué co

mo sigue:

15 Concentracidn de azicar: 51,2 (Bx)
Dextrosas 99,8 (%)
pH: 3,7
Hetales pesados: no detectados

La isomerizacidn continua se efectud usgando
20 como material de alimentacidn este liguido con resina
TP-207, al que so habia afiadido { gramo de HgCl . 6H,,0
por litro del 1fquido, antes de la igomerizacién. Bs
decir, el material de alimentacidn, después de haber
ajustado el pH a 8,5 con hidrdxido sbédico, ge pasd por

5 el mdtodo descendente, a caudal de suministro de alimen

’]5.10.7.'5. - 00 -
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tacidn constante de 2 volimenes del lecho por hora, &
través de una columa de vidrio (altura: 12 em, didme
tro: 2,1 em). La columa se rellend con 15 ml de una
resina intercambiadora de aniones fuertemente basica,
Amberlite IRA~904 (manufacturada por Tokyo Yulkikagalku
Kogyo Co., Japdn), sobre la que se habian adsorbido

230 unidades de glucosa~isomerasa, preparada por el
método degserito en el Bjemplo 1, por cada ml de resi

ne IRA~904. Lag columas de vidrio qus contenfan IRA-904
ge mantuvieron a 602C mediante agua caliente en circula
cién por la camisa del tubo de vidrio. Duranite esta iso
merizacidn continua, los cambios de la proporcidn de iso

morizacién fueron como sigue:

Tabla 4
Tiempo de funciona-~
miento (dfas) 110 20 30 40 50

Proporcidn de isg -
merizacitn (%) 51,1 50,3 45,8 38,4 30,7 22,4

Para comparacidn, un liquido de dextrosa crig
talina no tfatado con resina Lewatit TP-207 se usd como
material de alimentacidn pare isomerizacidn continua,
trag haber ajustado el liquido al mismo nivel de idn

magneslio y pH. Las otras condiciones para esta lgomerdi

- 23 -
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cidn continua fueron las mismas que las antes descritas.
. - ¢ 7
Los cambios de la propor01én de isomerizacion fueron co

mo sigue:

Tabla 5
Tiempo de funciona
miento (dias 1 10 20 30 40 50

Proporcidn de isg
merizacién (%) 51,1 47,4 42,0 34,1 23,9 12,6

Ejemplo 4

Se obtuvo un sacerizedo de almiddn por un méto
do usual con enzima. El almiddn de maiz se hidrolizd con
una enzima licuadora de alfa~amilasae del comercio, Kleig
tase L-1 (marca registrada de Daiwa Kasei Co., Japén), v
log hidrolizados se sacarificaron con wna engima sacari-
ficadora de glucoamilasa del comercio, Sumizyme 800 (mar
ca registrada de Shinnihon Kagaku Co., Japén). Este saca
rizado obtenido se filtrd y luego se concentrd. La nueva
filtracidn del sacarizado concentrado did 50 litros de
un 1iquido sacarizado concentrado. La calidad de este 1i

quido fué como sigue:

Concentracidn de azdcar: 49,8 (Bx)

IE: 95:6

Contenido de dextrosa: 93,1 (%)
- 24 -
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Indice de color (0D a 420 ma): 0,13 (a 1 cm de

trayectoria
de luz
Saleg totales: 946 ppm (gomo
¢aCo.)
3
PH: 4,8
Metales pesados: 1,8 pp§ (como
A}

‘Bate 1iquido fué tratado con una resina formado
Tra de quelato, Lewatit TP-207, como se deseribe en el Ejem

plo 3. Ia calidad del l{quido tratado con resina TP-207

» 3
fue como sigue:

Concentracidn de azicar: 59,8 (Bx)
I 95,6
Dextrosas 93,1 (%)

Indice de color (OD a 420 nm): 0,09 (1 cm wrayecto
ria de luz)

Sales totales: 950 ppm {como CaCO3)
PH: 3,6
letales pesados: no detectados

A este liquido tratado con TP-207 se afladid 1
gramo de Mg012.6H20 por litro de liquido, y se ajustd
el pH a 8,5 con hidrdxido sddico. Luego se usd como ali
mentacidn en isomerizecidén continua. La igomerizacidn
continua se efectud de la manera descrita en ol Ejemplo 3.
Los cambios de la proporcidn de isomerizacidn durante es-

ta isomerizacidn continua fueron como sigue:

- 25 -



Tabla 6

Tiempo de,funciona-
miento (dias) 1 5 .10 15 20 25 30

Proporcidn de iso
merizacidn (%) 49,0 47,6 44,2 37,7 31,4 23,0 15,1

Para comparacidn, el liguido de sacarizado con-
centrado no tratado con la resina TP-207 se usé como ali
mentacidn al mismo nivel de g y pi, y la isomerizacidn
se efectud bajo las mismag condiciones. Log cambios de

10 la proporcidn de isomerizacidn fueron como glgue:

Tabla 7

Tiempo de funciona
miento (dfas) 1 2 3 4 2

fb' ,
' Proporcion de iso
merizacion (%)

41,3 32,2 25,3 18,0 12,3
Aungue la invencién se ha descrito en relacidn

con realizaciones especificas de la misma, se entenderd

20 que es capaz de mds modificaciones, ¥y la presente solici
tud de patente ostd destinada a cubrir cualesquiera va-
rigciones, usos o adaptaciones de la invencidn que sigan,
en general, log principios de la invencion, incluyendo
aquellas degviaciones de la presente exposicidn que cal

25 gen dentro de la prdctica conocida y habitual en la téc

16. 10,75, - 26 =



nica a la que pertenece la invencidn, y que se pueden
aplicer a las caracterfsticas esenciales sntes expueg
tas, ¥ que caigan dentro del ambito de la invencidn.
La presente golicitud, que corresponde a la
5 presentada en Japdn, el 4 de Octubre de 1974, bajo el
N® Sho 49~113998, se acoge a log beneficios del Articu
lo 51 del vigente Egtatuto sobre Propiedad Industrial.

10 -~ REIVINDICACIONES =~

0 e e e e ot g v e ot e st g o o e o o e
f =ttt e e e d e f et b 22

Los puntos de invencidn propia y nueva, que
se presentan para que sean objeto de esba sgolicitud de
15 Patente de Invencidn en Espafia, por VEINTE alios, son
log que se recogen en las reivindicaciones siguientes:
18,~ Un método para eliminar iones de metal
pesado de una solucidn que contiene dextrosa, que com
prende hacer pasar dicha golucidn a fravés de un lecho
o) de una resina formadora de quelato, una resina intercan
bladora adsorbente de complejo, o una regina intercan-
biadora de cationes sdsorbente selectivamente, capaz
de unirse a dichog iones de metal pesado.
28,~ Un método segin la reivindicacién 13, don

de la soluciln que contiene dextrosa es un sacarizado de

16010075' - 27 =



almidén,
32.—~ Un métode para eliminar iones de metal
pesado de una solucidn que contiene dextrosa.
Tal y como se ha descrito en la llemoria que
5 antecede y con los fines que se han especificado.
Egta liemoria consta de veintiocho hojas eg-

critas a miquina por una sola cara.

ladrid, 20.MAY1876

PoA-c
10
Fernando de Elrabyre
Por Poday.
~
12=5-T76 - 28 -
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