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La presente invención está d irig ida  en particu la r 
a un procedimiento continuo de isomerización de glucosa, 
caracterizado por costes de tratamiento bajos.

Virtualmente todas la s  glucosa-isomerasas conoci­
das en la  técnica son activadas por cobalto, un factor que 
hace aumentar significativam ente el coste de conversión del 
jarabe debido a que el cobalto añadido a l jarabe de glucosa 
de partida, debe ser eliminado del producto de gLucosa-fruc 
tosa mediante técnicas de cambio iónico de coste re la tiv a ­
mente elevado.

Un estudio superfic ia l efectuado sobre la  gluco 
sa-isomerasa procedente de B. coagulans (véase Danno y o tro3, 
Agriculture Biologic Chem., Vol. 31) N2 3, 1967, páginas 
284- 292), describ ía que la  actividad máxima de l a  enzima 
se observaba cuando la  concentración de ión cobalto en el 
jarabe de glucosa era de aproximadamente y sugería
una concentración algo superior para preparaciones de enzi 
ma bru tas. La mayoría de la  técnica de patentes posterio­
res a la  fecha de este estudio parece haber adoptado ta les  
niveles de uso para la s  enzimas que necesitan cobalto, con 
independencia de la  fuente del microorganismo. Dado que el 
ión cobalto añadido a l jarabe de glucosa de partida debe 
ser eliminado en último lugar del jarabe de glucosa-fructo 
sa producido (mediante cambiadores de iones), cualquier re 
ducción re a l en la  cantidad de cobalto añadido a l jarabe 
de partid a  se re f le ja  en una reducción sustancial en el eos 
te  de purificación del jarabe de producto.

Se sabe también que la  actividad de la  enzima de 
B. coagulans re su lta  afectada por .el contenido de ion mag­
nesio dél jarabe, y sin  duda, comunmente ha sido empleada
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en la  técnica un contenido de magnesio elevado en el jarabe 
por ejemplo 10 M, independientemente de la  fuente de la  
enzima. Típicamente, un jarabe de glucosa que experimenta 
isomerización enzimática según las  practicas de la  técnica 
an terio r debe contener 10**% de Co^ y 10"*% de Mg* .̂

La purificación del jarabe posterior al tratan!en 
to está destinada, normalmente a elim inar el magnesio así 
como el cobalto. No obstante, ya que el magnesio es un con:3 

tituyente no tóxico normal en alimentos, no se requiere la  
ausencia v ir tu a l de magnesio.

Repitiendo, cualquier disminución s ig n ifica tiv a  
en el uso de cobalto se re f le ja  en costos de tratamiento 
materialmente in fe rio res . La disminución en el uso de mag­
nesio también se re f le ja rá  en costos de tratamiento in fe rió  
res. Conforme a la  invención no se usa en absoluto Co**% y 
según la  p rác tica preferida de esta invención, el uso de la  
adición de magnesio se reduce considerablemente.

EXPOSICION DE LA INVENCION 
El método de esta  invención oomprende una isome­

rización enzimática de un jarabe de glucosa con una concen 
tración de 30- 55% en peso de glucosa conteniendo menos de
aproximadamente 10*"% de Ca^*, nada de Co^% menos de apro 

—2 nximadamente 10 M de Mg**, y de preferencia menos de 5 x 
10*"%, efectuándose la  conversión a un pH comprendido en­
tre  7 ,8  y 8, 6, con un tiempo to ta l de contacto entre la  
enzima y el jarabe in fe rio r a aproximadamente 3,5 horas, 
de preferencia menos de 2 horas. Una p rác tica preferida 
lleva  consigo el tratamiento con tan poco magnesio añadi­
do que puede ev itarse el cambio iónico posterior a la  iso ­
merización. El in tervalo  de temperatura conveniente para la
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isomerización varía  entre 60 y 85SC, prefiriéndose entre 60 
y 70SC.

EXPLICACION DE LA INVENCION 
Han sido investigadas intensamente glucosa-isome 

rasas procedentes de B. coagulans en un esfuerzo llevado a 
cabo para obtener preparaciones enzimáticas con vidas me­
dias suficientemente largas para un proceso in d u stria l con­
tinuo y que exhiban una a l ta  actividad unitaria* En l a  ac­
tualidad se encuentran disponibles para la  técnica glucosa 
-isomerasas de a l ta  actividad y de vida prolongada proceden 
tes de células de B.coagulans. Para un modo preferido de 
preparación enzimática en partícu las adecuadas para la  prác 
t ic a  de esta  invención, se hace referencia a los productos 
enzimáticos descritos en la  Solicitud de Patente española 
NS 440.521, presentada e l  27 de Agosto de 1975, y a la  co­
rrespondiente Patente Belga NB 832.852, cuyas preparacio­
nes enzimáticas son células del microorganismo B. coagulans
re tícu ladas con glutaraldehido, que han sido sometidas a 
una disrupción su s ta n c ia l/ Preferiblemente la  preparación 
enzimática se forma a p a r t ir  de células que han sido homo 
geneizadas antes de la  reacción con glutaraldehido.

El B.coagulans es una especie no bien definida 
con numerosas variantes conocidas. Una variante producto­
ra  de una glucosa-isomerasa superior se carac teriza  por 
una ap titud  para desarro llarse solamente sobre fuentes 
inorgánicas de nitrógeno como medio nu trien te  nitrogenado. 
Para una descripción detallada de esta  enzima y su microor 
ganismo orig inario  se hace referencia a la  so lic itud  de 
patente de EB.UU. Na 428.682, presentada el 27 de Diciem­
bre. de 1973 y a la  correspondiente Patente Belga Na 809.546.
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Se ha descubierto ahora que las  necesidades bio­
químicas de cobalto de la s  enzimas glucosa-isomerasas de 
B.coagulans inmovilizadas, pueden quedar completamente sa­
tisfechas sin  suplemento alguno de cobalto durante el cur­
so de la  isomerización. En realidad se ha encontrado que 
omitiendo el Co del jarabe de glucosa, la  productividad 
del proceso de Isomerización y la  estab ilidad  de la  enzima 
no son perjudicadas y en algunos casos resu ltan  mejoradas.

Como ya se ha mencionado, se ha descubierto tam­
bién que la s  necesidades bioquímicas de magnesio de la  en­
zima glucosa-isomerasa son mucho más bajas de lo que se 
había pensado hasta ahora. En realidad , la  adición de Mg**"** 
puede ser evitada totalmente s i  la  concentración de C a^ es 
baja. Las necesidades de activación de la  de glucosa-isomettrasa por Mg se satisfacen  totalmente a un pH de 7,8 o ma­
yor, por menos de 10"%  de Mg**"*'.

No obstante, los iones de calc io  en e l jarabe 
son in h ib ito rio s , acaso más de lo  que ha sido apreciado 
hasta la  fecha. Aparentemente el Mg existente en el ja ­
rabe actúa principalmente contrarrestando la  inhibición del 
Ca*^. Un contenido de calcio  bajo en el jarabe permite una 
disminución en e l contenido de magnesio. La relación Mg**"*V 
/C a ^  en el jarabe debe exceder de 5:1  sobre base molar, y 
de preferencia, la  relación debe exceder de 10:1 , pero no 
de 500:1, s i  N g^ ^  10"% .

30

La realización  de una reacción enzimática de isj) 
merización de glucosa por encima de un pH de aproximadamen­
te 8,0  es contrario, sin  embargo, a la s  prácticas usuales 
de isomerización a un pH in fe rio r  a aproximadamente 8,0 con 
objeto de reducir la  formación de color. La eliminación de

f
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color del jarabe producido, por ejemplo por tratamiento con 
carbón activado, hace aumentar e l coste del tratam iento.
La reducción a l  mínimo la  formación de color es muy desea­
b le . Desgraciadamente, el grado de formación de color en el 
jarabe de glucosa aumenta a l aumentar el pH.

La investigación de la  propensión a formar color, 
reveló que e l grado de formación de color a todos los n i­
veles de pH es en parte función del tiempo. En breve, el 
grado superior de formación de color a pH 8,0 ^ puede ser 
contrarrestado llevando a cabo la  isomerización más rápida­
mente. Limitando e l tiempo to ta l de permanencia o de con­
tacto del jarabe de glucosa en el reactor de conversión 
enzimática a un tiempo in fe rio r  a 3,5 horas aproximadamen­
te , se obtiene un jarabe de color aceptable. Si e l tiempo 
de contacto se lim ita  a menos de 1 hora, el tratam iento de 
limpieza del color del jarabe obtenido como producto, pue­
de lle g a r  a ser innecesario, y además, la  presencia de 
psicosa y otros subproductos no puede ser determinada me­
diante cromatografía de capa fina  (Sven &ge Hansen, TLC 
method fo r the id en tif ic a tio n  of mono, di and trisacchari 
des, Journal of Chromatography, en prensa).

La p rác tica de esta  invención ofrece p o sib ili­
dades de operación de ta l  modo que:

1) no se añade Co**"̂* en re lación con la  isome­
rización ;

2) no se necesita  añadir Mg**̂  en relación con la  
isomerización;

3) no se necesita  cambio iónico después de la  
isomerización para eliminar los iones perjud ic ia les;

4) la  enzima exhibe una excelente estabilidad té r
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5) la  productividad del proceso mejora; y
6) el procedimiento es muy adecuado para la  ope­

ración continua en columna; la  caída de presión por unidad 
de longitud de la  columna es baja.

PRACTICA DETALLADA DE LA INVENCION
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El procedimiento de la  invención llev a  consigo 
efectuar un tratamiento de isomerización de un jarabe de 
glucosa como una operación continua, con un pH de entrada 
del jarabe comprendido entre 7*8- 8,6  y un tiempo de contac­
to in fe rio r a aproximadamente 3*5 horas, de preferencia me­
nos de 2 horas. En el proceso continuo un jarabe de glucosa
de 30- 55% p/p se convierte en un jarabe de producto que *
contiene un nivel de fructosa deseado de por lo  menos 40%, 
habitualmente aproximadamente 45%. Las temperaturas de con­
versión se encuentran comprendidas entre 60- 85^0 , p re fe ri­
blemente entre 60-703C. El in tervalo  de pH de 7*8- 8,6  en 
el jarabe de entrada que constituye la  alimentación, se man 
tiene ajustándolo con á lc a li  (NaOH ó NagCOj) y ai es nece­
sario , reajustándolo en puntos seleccionados en el reactor 
de conversión. El pH del jarabe isomerizado que sa le , es 
in fe rio r  a l pH del jarabe de entrada. Habitualmente la  d i­
ferencia entre el pH del jarabe de entrada y el pH del ja­
rabe de sa lida  está  comprendida entre 0,2 y 0,6. El control 
del pH es importante para la  p rác tica de la  invención. Si 
e l pH es demasiado a lto , por ejemplo superior a aproximada­
mente 8,6 tiene lugar una formación de color indeseada (s i  
el tiempo de contacto es la rgo). Si el pH es demasiado bajo, 
por ejemplo in fe rio r a 7 *6 , se necesita  la  adición de Co^ 
para mantener la  actividad enzimática. Además de estos dos
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ser considerada; el pH óptimo para la  enzima del B.coagulans 
está  alrededor de 8,5. Un proceso discontinuo efectuado in­
dustrialmente se llev a  a cabo con tiempos de contacto proion 
gados debido a l uso de concentraciones de enzima relativamen 
te bajas. Por esta  razón el pH debe ser mantenido bajo con 
objeto de ev ita r la  formación de color, y la  actividad de la  
enzima a ta l  pH es considerablemente in fe rio r a la  existen- 
te a l pH optimo. Se requiere la  adición de Co . En un pro­
ceso oontínuo según la  presente invención, el tiempo de con 
tacto puede ser mantenido bajo y el pH puede ser a lto . La
isomerización puede efectuarse en el pH óptimo de la  enzima

,  . u .o muy próximo al mismo. El Co puede ser evitado. Por tan­
to un proceso continuo según la  presente invención tiene di­
versas ventajas sobre un proceso discontinuo.

La cantidad de añadido a l jarabe de alimenta­
ción es menor de aproximadamente 10"%% preferiblemente me­
nor de 5 x 10"4 M. Sin embargo, para perm itir niveles bajos 
de Mg^ el contenido de calcio del jarabe de alimentación 
debe ser controlado por debajo de aproximadamente 10"%H, 
lo  que puede hacerse, por ejemplo, formando el jarabe a par 
t i r  de agua con poco ca lc io , o mediante tratamiento previo 
apropiado del jarabe de glucosa para lim ita r  e l,ca lc io  a un 
valor in fe rio r  a 2,5 x 10"%%. En cualquier caso, cuando se 
encuentra presente ca lc io , se añade sufic ien te  magnesio al 
jarabe para desequilibrar su contenido de calcio , hasta que 
se encuentra en exceso de una re lación  molar de Hg*^/ Ca*  ̂
de 5:1 y preferiblemente superior a una relación molar de 
Mg**"**/Câ  de 10:1 .

En to ta l el contenido de tanto Hĝ "̂ * como C a^ se30
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controla y relaciona, mediante eliminación por cambio ióni 
4.4.co del Ca del jarabe de glucosa, s i  es necesario, para 

ev ita r más de 10**3 M ge Ca**"** y de 10**2 Rf ge Mg**"**. Si el ja­
rabe de glucosa contiene una concentración in fe rio r  de Ca**"*',
la  cantidad de Mg añadido puede ser disminuida en una

,  ,  j . r .proporoion apropiada ta l que l a  relación Mg :Ca permane­
ce dentro del in tervalo de 5-500 para Mg**"** ^  10**3 M y es ma 
yor que 5 para M g^^lO"^ H. Así, en una realización  prefe 
rida  de esta  invención los jarabes contienen menos de 
2,5 x 10*5 M de Ca*+ y 5 x 10**̂  H de Mg++.

Prácticamente, los jarabes de glucosa a los que 
está d irig id a  esta  invención proceden de un hidrolizado de 
almidón. A menudo la  preparación del jarabe oomienza po­
niendo en suspensión almidón en un agua de grifo  de alguna 
dureza, y por consiguiente se encuentra presente algo de 
Ca**"h

Frecuentemente la  h id ró lis is  del almidón y la  sa
carificación  del hidrolizado de almidón se llevan a cabo
enzimáticamente, usando enzimas activadas por Ca**"**. Breve- 

4.4.mente, e l Ca raramente se encuentra ausente de jarabes 
de glucosa (d is tin to s  de los preparados en un laboratorio  
directamente partiendo de dextrosa c r is ta lin a  con agua 
desionizada), y debe tenerse cuidado para ev ita r que el 
contenido de Ca**"** exceda de 10**-% de Ca**"**.

En procesos de isomerización continuos conforme 
a la  invención, el tamaño de partícu la  de la  preparación 
enzimática se determinará por la s  condiciones de tratamien 
to del jarabe (y de la  in sta lac ión ). Para una operación en 
columna, que es un modo preferido de es ta  invención, se' 
prefieren partícu las  superiores a unas 100 mieras (ya que
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la  columna tiende a obturarse s i se emplean partícu las más 
pequeñas). En procedimientos en lecho de poco espesor (por 
ejemplo isomerización en un reactor de f i l t r o  prensa) pue­
de emplearse cualquier tamaño de p a rtícu la . Sin embargo, 
puesto que la  actividad u n ita ria  de la  preparación de enzi­
ma puede ser en parte función del tamaño de partícu la , e l 
tamaño de partícu la  usado para el proceso de isomerización 
puede ser un fac to r a considerar en la  e ficac ia  de un pro­
cedimiento (o insta lación) p a rticu la r . En cualquier caso, 
la s  preparaciones de enzimas descritas en la  Solicitud de 
Patente española Na 44-0.521 presentada e l 27 de Agosto de 
1975, y en la  Patente Belga Na 832.852 correspondiente, pue 
den ser preparadas en tamaños de p artícu la  deseados.

Para una comprensión adicional de la  p rác tica  de 
esta invención, se hace referencia a los ejemplos específi­
cos sigu ien tes, en los que la  actividad de la  enzima inmo­
v ilizad a  se mide en unidades IGIC (Immobilized Glucose 
Isomerase Column process). 1 unidad IGIC se define como la  
cantidad de enzima ^ue convierte glucosa en fructosa con 
una velocidad in ic ia l  de 1 ^mol/minuto, bajo condiciones 
normalizadas que son 4% p/p de glucosa, un pH 8,5 en la  en 
irada, 65SC y 4 x 10*3 M de Mg^, sin  C a^; en una columna 
con un lecho de re lleno  continuo; tamaño de columna 2,5 cm 
x 40 cm.

25 En los ejemplos la  productividad de la  enzima en 
un tiempo dado (horas) se define como la  cantidad de gluco­
sa en kg que puede ser convertida en una mezcla de fructosa 
y glucosa con un grado de conversión de 0,45 por kg de enzi­
ma de actividad in ic ia l  100 IGIC/g.

Las preparaciones de enzima empleadas tenían una30
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actividad comprendida entre 150 y 250 IGIC por g. Con obje­
to de comparar resultados de preparaciones con diferente 
actividad, todos los valores de productividad fueron recal ¡ 
culados haciendo referencia  a una actividad enzimática de 
100 IGIc/g.

En los ejemplos el tiempo de contacto se re f ie ­
re  a una preparación con una actividad de 100 IGIC/g. Por 
ejemplo, un tiempo de contacto de 1 hora con una prepara­
ción de enzima de una actividad de 200 IGIC/g corresponde 
a un tiempo de contacto de 2 horas con una preparación t i ­
po de una actividad de 100 IGIC/g.
EJEMPLO 1

Isomerización en presencia y ausencia de Co.
Todas las  isomerizaciones fueron llevadas a cabo 

como reacciones continuas con flu jo  obturado en un lecho 
de re llen o . La enzima de B.coagulans fue preparada según 
e l Ejemplo 2 de la  so lic itu d  de patente española Ns 4-40.521. 
El tamaño de p artícu la  varió entre 150^ y 2800^. Esta prje 
paración de enzima se humedeció previamente en jarabe de 
glucosa de 40% en peso a temperatura ambiente durante 1 ho­
ra . Esta glucosa-isomerasa previamente humedecida, se co­
locó en d iferentes columnas provistas de camisa de agua.
Una co rriente de jarabe de glucosa que ten ía  la  concentra­
ción, el pH y otros datos ca rac te rís tico s  de la  misma se­
gún la  tab la  que figura a continuación, se envió en sen ti­
do ascendente a través del m aterial enzimatico. El caudal 
se ajustó  para dar una conversión del jarabe de sa lid a  de 
45%. El caudal lin e a l siempre excedía de 10 cm/hora (lím i- 
te  de difusión de p e lícu la ). La concentración de Ca en 
este ejemplo era in fe rio r a 2,5 x 10"*̂ M.
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TABLA 1A

Operación Temp.ac Cono. de glucosa 
P/P

pH de la  alimenta ción **
Co^añadido,M Mg44añadido ,M

1 60 40$:. 8,5 0 8 x 10*3
11 60 40% 8,5 3,5x10-4- 8 x 10*3
111 65 40% 8,5 0 8 x 10*3
IV 65 8,5 3,5x10*4 8 x 10*3
V 65 40$. 7,6 0 8 x 10**3
VI 65 40$, 7,6 3,5x10*4 8 x 10*3

Se u tiliz a ro n  tamaños de columnas d iferen tes, es
decir, columnas de tamaños ( 1,5 cm x 35 cm) y ( 5,8 cm x 45
cm), en donde la  primera dimensión se re fie re  a l diámetro y
la  segunda a la  a ltu ra  de la  columna. Con e l propósito de 
brevedad la s  columnas se denominan más adelante las  colum­
nas de 60 mi y 1 1 respectivamente. Se introdujeron 9 g de 
enzima en l a  columna de 60 mi y 225 g de enzima en la  co­
lumna de 1 1 .

Todas las  isomerlzaciones fueron continuadas du­
rante 450 horas. Después de ésto se midió la  actividad re ­
sidual y se calcularon la  productividad por 100 IGIC/g y 
el tiempo de contacto por 100 IGIC/g. Los resultados se in­
dican en la  tab la  siguiente:

TABLA 1B
Columna C aracterísticas I  I I  I I I  IV V VI

Productividadpor 100 IGIC/g 340 315 420 375 395 410

30
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TABLA 1B (Cont.)
CdLumna Características I  I I  I I I  IV V VI

60 mi Actividad residual 65$' 60% 52% 42% 28% 41%

Tiempo de contacto por 100 IGIC/g,min. 90-140 90-150 75-145 75-180 75-270 75-l§

Productividad por i 00 IGIC,é 350 320 440 370 400 415

1 1 Actividad residual. 69% 59% 60% 45% 44/-' 46%

Tiempo de contacto por 100 IGIC/g, min. 90-130 90-155 75-125 75-170 75-170 75-170
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En la  tab la  an te rio r (y en la s  tablas semejantes 
que figuran a continuación)' en la s  que se da más de un va­
lo r  para e l tiempo de contacto, la  primera c ifra  correspon­
de al comienzo de la  operación con a l ta  actividad, y la  ú l­
tima c if ra  corresponde a l termino de la  operación, con una 
actividad algo más baja.

Pueden extraerse la s  siguientes conclusiones de 
l a  tabla an terior:

1) La productividad por 100 IGIC/g de la  a c tiv i­
dad residual es mejor s in  Co que con Co, cuando e l pH se 
mantiene en el nivel recomendado.

2) Cuando e l pH está  por debajo del nivel reco­
mendado, la  productividad por 100 IGIC/g y la  actividad re-
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gidual son mejores con Co que sin  Co, pero los valores con 
Co son más pequeRos que los valores obtenidos sin  Co y con 
un pH dentro del nivel recomendado.
EJEMPLO 2

Isomerización en presencia y ausencia de Mg 
Las isomerizaciones fueron efectuadas según se lia 

descrito  en e l Ejemplo.
1. Los parámetros siguientes se mantuvieron constantes du­
rante l a  se rie  de experimentos:

Cono, de glucosa 4-0% p/p
pH, a la  entrada
adición de Co 
Conc. de Ca**"**
Temperatura

4-4-

8 ,5

Ninguna
Menos de 2,5 x 10"^ M 
65SC.

La adición de magnesio: varió entre O -  8 x lO"^!
Después de 450 horas de isomerización se interrum 

pieron los experimentos. Se determinó la  actividad residual 
y se calcularon la  productividad por 100 IG-IC/g y e l tiempo 
de contacto por 100 IGIC/g. Los resultados se indican en la  
tab la  siguiente:

TABLA 2
_______  Adición de ________CaraoteColumna r í s t ic a s  O 4x10*4 8x10*4 4x10*3 8x10"*̂

Producti­vidad por
100 IGIC/g 400 419 424 415 420

30
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i TABLA 2 (Cont.) 
Adición de Mg^,M

Columna Caracte­r í s t ic a s  0_____4x10**̂  8x10'^  4x10"^ 8x10"^

10

1 1

Tiempo de contacto, min. por IMC/g 75-150 75-150 75-150 75-155 75-145

Producti vidad por100 IGIC/^ 410 435 435 450 440

Actividadresidual 58% 60% 62% 62% 60%

15

Tiempo de contacto, min. por 100 IGIC/& 75-130 75-125 75-125 72-125 78-125

, 4-4-Se aprecia de la  tab la  que la  adición de Mg nc
afecta  a la  productividad por 100 IGIC/g o a la  actividad

20 resid ual.

25

EJEMPLO 3
Isomerización con proporciones variables 
entre y C a^.
Las isomerizaciones fueron efectuadas según la  

descripción dada en el Ejemplo 1. Se usaron cinco columnas 
de 60 mi simultáneamente, una con adición constante de Mĝ "* 
a l  jarabe alimentado y s in  Ca , y la  o tra  con proporcio- 
nes variables entre Mg y Ca en e l jarabe de glucosa.

Se usaron los siguientes parámetros: 
glucosa, 40%- (p/p) (40% p/p)30
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pH a la  entrada, 8,4 
65SC

44

variable
0 M de Co 
Mg**"**
Ca*  ̂ variable

(8,4)
(6$sc)
(O M de Co)
(4 x 10**̂M de Mg^) 
menos de 2,5 x 10**̂  M 

La actividad en la  columna testigo  (s in  Ca) se mi 
dio usando los valores de los parámetros indicados enkre 
parén tesis. Después de 800 horas de operación la  enzima de 
la  columna tes tig o  había disminuido al 25% de su actividad 
in ic ia l .  Las c ifra s  de la  siguiente tab la  son las  activ ida­
des en tanto por ciento re la tiv a s  a la  actividad enzimática 
de la  columna tes tigo  después de hacerse funcionar el mis­
mo número de horas:

TABLA 3
[oras Ca"T' 4* Horas Horas Mg < Ca  ̂ Horas gg = Ca
1 100 1 100 1 100 1 100
20 94 20 96 20 99 20 10045 56 40 96 60 96 100 10070 60 60 94 120 89 200 89
100 52 90 86 180 84 240 92
120 52 120 79 . 240 81 300 83135 80 420 78t  1/ 2=^100 hrs. t 1/ 2=^300 hrs. t  1/ 2=¿800 h rs . t

Los resultados tabulados an teriores demuestran 
que la  re lación  Mĝ /Ca**"** es s ig n ifica tiv a  para la  vida de 
la  enzima; l a  re lación debe exceder de 5 y preferiblemente 
de 10.
EJEMPLO 4

Dependencia de la  isomerización de la  concentra­
ción de glucosa existente en e l jarabe de alimen
tacion
Las isomerizaciones fueron efectuadas en e l Ejem

pío 1,

hra.

f
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Se usaron los siguientes parámetros:
Concentración de glucosa variable entre 40-50%p/p
pH en la  entrada
temperatura
Co
Mg
Ca

8,4
65SC
Nada
0,004 M

-5menos de 2,5 x 10 M
En la  tab la  que figura a continuación la  produc­

tiv idad , la  actividad residual y el tiempo de contacto se 
indican para 450 horas de ejecución en columnas de 60 mi.

TABLA 4
Clucosa, % (p/p) 40?: 45% 50-%
Productividad/100 IGIC/g 430 410 380
Actividad residual 48% 50?: 50%
Tiempo de contacto, min./tOO IGIC/g 75-150 85-170 95-190
EJEMPLO 5

Influencia del pH sobre la actividad.
La influencia del pH sobre la  actividad de la  glu

cosa-isomerasa inmovilizada preparada como se ha descrito  
en e l Ejemplo 2, en la  Solicitud de Patente española NB 
440.521, véase también el Ejemplo 2 en la  correspondiente 
Patente Belga NS 832.852, se determinó en una columna de 
flu jo  obturado continuo, con la s  dimensiones de 2,5 cm x 35 

cm. La isomerización fue efectuada según se ha descrito  en 
el Ejemplo 1. Cada medida de actividad se efectuó del s i ­
guiente modo. Se dejaron cinco horas para que la  columna al 
canzase el equilib rio  antes de medir la  actividad. Después 
se cambió el pH de la  carga al siguiente valor, y entonces 
se hizo funcionar la  columna otras 5 horas, y as í sucesiva-
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mente. Se usaron los parámetros siguientes: 
Concentración de glucosa 40^

18036

pH
Temperatura
Co
Hg
Ca
Tiempo de contacto

variable entre 5,0  -  9,5 

65 3C 
Nada 
0,004 M
Menos de 2,5 x 10*5 Ri 
50 minutos.

Las actividades en tanto por ciento re la tiv o , pue 
den apreciarse en la  siguiente tab la , definiéndose la  activi-}- 
dad máxima como 100 a un pH de 8,5:

TABLA 5
pH 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8 ,0  8,5 9,0  9,5
^ de aj3 tiv idad  5

BJBMPL O 6

15 45 60 70 85 95 100 95 90

30

Dependencia de la  temperatura sobre la  actividad 
y la  estab ilidad .
Las isomerizaciones fueron llevadas a cabo según 

se ha descrito  en el Ejemplo 1 con glucosa-isomerasa produ 
cida según se ha descrito  en el Ejemplo 2 de la  Solicitud 

'de Patente española Ns 440.521 (véase también el Ejemplo 2 
de la  Patente Belga N9 832.852 correspondiente). Se h ic ie ­
ron funcionar isotérmicamente s ie te  columnas a diferentes 
temperaturas comprendidas entre 60-9OSC. Se midió la  a c ti­
vidad in ic ia l  a s í como también la  vida media (e l tiempo ne­
cesario para reducir la  actividad a l 50?. de la  actividad 
in i c i a l ) .

Se usaron los parámetros siguientes:
Cono, de glucosa 4% p/p.
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8,5
variable 
nada 
0,004 'AI
menos de 2,5 x 10**5 M,

Temp.
Se obtuvieron los resultados siguientes:

% de actividad E stabilidad Tiempo de contacto(Vida media) (min.) cor 100 IGIC/í;
60SC. 25% 600 horas 90-18065 3% 450 horas 75-15070 40% 250 horas 55-11075 55% 125 horas 40-8080 70% 60 horas 30-6085 90% 10 horas 25-5090 100% 2 horas 23-45

EJEMPLO 7
Influencia del tamaño de partícu la  sobre
la  actividad
Excepto por la s  preparaciones de enzima, las  iso

30

merizacionea fueron llevadas a cabo como se ha descrito  en 
el Ejemplo 1. En este ejemplo se usaron dos preparaciones 
de enzima, es decir, la s  preparaciones de glucosa-isomerasa 
inmovilizada descritas en los Ejemplos 2 y 3, última a l te r ­
nativa en la  so lic itu d  de Patente española NS 440.521, de­
signadas X e Y respectivamente, (véanse también los Ejem­
plos correspondientes en la  Patente Belga correspondiente 
Na 832.852).

Antes de in troducir en la s  columnas la s  prepara­
ciones de enzima fueron c lasificadas ambas.

Se usaron los parámetros siguientes:
Concentración de glucosa <10%p/p 
pH 8,0
temperatura 659 C
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Co Nada
Mg 0,004 M
Ca Menos de 2,5 x 10"^ M
El efecto del tamafío de p artícu la  sobre la  a c t i ­

vidad de las  preparaciones X e Y se pone dé manifiesto en la  
tabla siguiente:

TABLA 7
Preparaciones de glucosa-isomerasa X.Distribución del tamaño de partícu la  % de activichi

150-297M 100%297-50CH 98%500-1OOOn 97%1000-141 Qa 94%1410-2000u 84%2000-2800p 80%
Preparaciones de piucosa-isomerasa Y.D istribución del tamaño de partícu la  % de actividad

75-250*1 100%250-354 <u 69%354-500 ju 48^500-707 ti 39%707-1 OOOju 34%
Se encontró que la  estab ilidad  no dependía apre­

ciablemente del tamaño de partícu la . Como se desprende de 
la s  c ifra s  an te rio res , la  actividad de algunas preparacio­
nes depende más del tamaño de partícu la  que otras. No está 
totalmente entendida la  causa de que la  actividad de las  
preparaciones X varíe mucho menos con e l tamaño de partícu­
la  que la  actividad de las  preparaciones Y. Sin embargo, se 
cree que este fenómeno está  relacionado con la  forma de la  
p a rtícu la . Se ha encontrado que l a  preparación X está  cons­
t i tu id a  principalmente por planchas, mientras que la  prepa­
ración Y es tá  constitu ida principalmente por esferas. La 
longitud media de poro en la s  planchas para un tamaño de 
p a rtícu la  dado es considerablemente más pequeña que la  longi
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tud media del poro en las  esferas, para el mismo tamaño de 
partícu la , y esto podría explicar que la  actividad, en ge­
n era l, es menor para la  preparación Y que para la  prepara­
ción X.
EJEMPLO 8

Formación de color
Las isomerizaciones fueron efectuadas como en el 

Ejemplo 1. Se llenaron se is columnas con cantidades varia­
bles de enzima para mantener constante e l grado de conver­
sión y el tiempo de contacto en 45% y 1 ñora respectivamen­
te . Se usaron los parámetros siguientes:

Concentración de glucosa 45% p/p

Se encontraron aumentos del índice de color Icumsa,
como se indica seguidamente., aproximadamente después de 100 

horas de Isomerlzación:

pH
Temperatura

+4-4-Co

8,5
variable
Nada
8 x 10"4 M
Menos de 2,5 x 10*"5 M

TABLA 8

Temperatura Indice de color Icumsa
60BC.65SC.70SC.75SC.80SC.85SC.

242526 30

Color Icumsa -  103 x —- -b x c
en la  que a es DO420 (densidad óptica)

b es S.S en g /n l (sustancia seca)
c es la  longitud de la  cubeta en que se mide, en centím etros.
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1 EJEMPLO 9

5

10

Influencia del tamaño de la  columna 
(escalonamiento ascendente)

Excepto por la  preparación de enzima, la  isomeri- 
zación fue efectuada como en e l Ejemplo 1. La enzima fue 
producida según el Ejemplo I I I ,  últim a a lte rn a tiv a , en la  
Solicitud de Patente española Ns 440.521, (véase también el 
Ejemplo correspondiente en la  Patente Belga NS 832.852 co­
rrespondiente. El tamaño de partícu la  estaba comprendido en­
tre  150 y 500^A. Los parámetros usados se indican en la  ta  
bla siguien te .

TABLA 9

15

20

25

30

Tamaño de la  columna * 60 mi 1 1 50 1
NS de columnas 1 1 1

Dimensiones, a ltu ra  en cm x diámetro en cm 35 x 1,5 45 x 5,8 188 x 20

Gramos de enzima usados 20 470 23000

Temperaturaisotérm ica 65SC 659C 65SC
Concentración deglucosa 4%. 49- 43¿
,pH de la 8,5 8,5 8,5
Concentración de Mg, en moles 0,0008 0,0008 8 x 10"^
Co Nada Nada Nada
Ca' menos de 2,5 x 10- 5M menos de- 2,5 x 10**5n menos de 

2,5  x 10*
Horas de isomeriza ción en to ta l 450 450 450

Se obtuvieron los re su lta dos siguientes :
Tamaño de la  columna 60 mi 1 1 50 1

Productividad/100 IGIC/g 440 420 455
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1 ) Actividad residual
Tiempo de contacto/100 IGIC/g (min.)

5% 5 y. 60;.

ÍO

15

20

75-150 75-150 75-140
Se pone de manifiesto de la s  c ifra s  an teriores 

5 ) que el escalonamiento ascendente del proceso de isomeriza- 
ción desde la  columna de 60 mi, puede ser efectuado sin  di 
ficu itad  alguna y esencialmente con los mismos valores de 
la  productividad y de las  actividades residuales.

25

30

REIVINDICACIONES

Los puntos de invención propia y nueva, que se
presentan para que sean objeto de esta  so lic itu d  de Paten
te  de Invención, en España, son los que se recogen en las
reivindicaciones siguientes:

16. -  Un procedimiento continuo para isomerizar
jarabe de glucosa a una mezcla de glucosa y fructosa, que
comprende hacer pasar un jarabe de 30-55% en peso de glu-
cosa que contiene no mas de 10 M de Ca y 10 * M de

, 4*4* 4-4- ,Mg y en donde la  relación molar Mg :Ca esta  compren­
dida entre 5 y 500 para Mg^, 10"3 n y superior a 5 para 
Mg^ ^  10"3 M, a través de un lecho de partícu las de glu 
cosa-isomerasa inmovilizada con glutaraldehido, de tamaño 
superior a aproximadamente 100 mieras, procedente de B.coa 
gulans a un pH a la  entrada comprendido entre 7,8 -  8,6, 
a temperaturas comprendidas entre 6O-85SC, durante un t i  en;
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po áe contacto to ta l de menos de 3,5 horas, e isomerizar 
con e llo  e l jarabe, hasta por lo  menos 4PR de fructosa del 
peso del contenido de glucosa y fructosa.

2B.- Un procedimiento según la  reivindicación 10, 
en donde se encuentra ausente del jarabe de glucosa Co*̂ * 
añadido.

38.- Un procedimiento según la  reivindicación 18,
en e l que e l Ca es menor de aproximadamente 2,5 x 10 M,

4J. -4y e l Mg ' es menor de aproximadamente 5 x 10 M, siendo el
contenido de por lo menos 10 veces el contenido de
C a^.

48 .- Un procedimiento según la  reivindicación 28, 
en e l que la  enzima glucosa-isornerasa en partícu las se d is­
pone en una columna.

58 .- Un procedimiento según la  reivindicación 18, 
en el que el tiempo de contacto es in fe rio r a aproximada­
mente dos horas.

68 .- Un procedimiento según la  reivindicación 18, 
que comprende efectuar el-proceso con un jarabe que contie­
ne de 40 a 45/- en peso de glucosa.

7 8 .-  Un procedimiento según la  reivindicación 18, 
que comprende efectuar el proceso a una temperatura compren 
dida entre 60 y 70SC.

8 a .-  Un procedimiento según la  reivindicación 18, 
en e l que el B.coagulans es una cepa a típ ica  de B.coagulans, 
caracterizada por la  aptitud de desarro llarse solamente so­
bre nitrógeno inorgánico como medio n u tritiv o  nitrogenado.

98 .- "UN PROCEDIMIENTO CONTINUO PARA ISOMERIZAR 
JARABE DE GLUCOSA A UNA MEZCLA DE GLUCOSA Y FRUCTOSA"

30 Tal y como.se ha descrito  en la  Memoria que ante-
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ceáe y para los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de vein tic inco  hojas e sc rita s

a máquina por una sola cara.

5
3 1 MAR. WSMadrid,

P. A.
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