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' jarabe de glucosa era de aproximadamente 10“3M, y sugeria
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La presente invencidn esté dirigida en particular
g un procedimiento continuo de isomerizacidén de glucosa,
caracterizado por costes de tratamiento bajos.

Virtualmente todas las glucosa-isomerasas conoci-
das en la técnica son activadas por cobalto, un factor yue
hace aumentar significativamente el coste de conversidn del
jarabe debido a que el cobalto afiadido al jarabe de glucosa
de partida, debe ser eliminado del producto de glucosa-fruc
tosa mediante técnicas de cambio idnico de coste relativa-
mente elevado.

Un estudio superficial efectuado sobre la gluco
sa~isomerasa procedente de B. coagulans (véase Danno y otro

Agriculture Biologic Chem., Vol. 31, N2 3, 1967, paginas

284-292), describia que la actividad mdxima de la enzima

se observaba cuando la concentracidén de idn cobalto en el

une. concentracion algo superior para preparaciones de enzi
ma brutas. La mayoris de la técnica de patentes posterio-
res a la fecha de este estudio parece haber adoptado tales
niveles de uso para las enzimas que necesitan cobalto, con
independencia de la fuente del microorganismo. Dado que el
160 cobalto afiadido al jarabe de glucosa de partida debe
ser eliminado en ultimo lugar del jarabe de glucosa-fructo
sa producido (mediante cambiadores de iones), enalyuler re

duceidn real en la cantidad de cobalto afiadido &l jarabe

de partida se refleja en una reduccidén sustancial en el cog

te de purificacidén del jarabe de producto.
Se gabe también que la actividad de la enzima de
B. coagulang resulta afectada por .el contenido de ion mag-

nesio del jarabe, y sin duda, comunmente ha sido empleadsa
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en la técnica un contenido de magnesio elevado en el jarabe
por ejemplo 10"2 M,‘independientemente de la fuente de la
enzima. Tipicamente, un jarabe de glucosa que experimenta
isomerizacidn enzimdtica segin las prdcticas de la técnica
anterior debe contener 1073 de Co¥¥ ¥ 10‘2M de Mg++.

La purificacidn del jarabe posterior al tratamien
to estd destinada, normalmente & eliminar el magnesio asi
como el cobalto., No obstante, ya que el magnesio es un cong
tituyente no tdxico normal en alimentos, no se requiere la
ausencia virtual de mégnesio.

Repitiendo, cualquier disminucidn significativa
en el uso de cobalto se refleja en costos de tratamiento
materialmente inferiores. La disminucién en el uso de mag—

+

nesio también se reflejurd en costos de tratamiento inferig
res. Conforme a la invencidn no se usa en absoluto 00**, Yy
segun la prdctica preferida de esta invencidn, el uso de 1a
adicidn de magnesio se reduce considerablemente.

EXPOSICION DE T.A INVINCION

El método de esth invencidn comprende una isome-
rizacidén enzimdtica de un jarabe de glucosa con una concen
tracidén de 30-55% en peso de glucosa conteniendo menos de

4

aproximedamente 10731 de Ca++, nada de Co™™, menos de apro

ximadamente 10_2M de Mg**, y de preferencia menos de 5 x
10'4M, efectudndose la conversidn a wn pH comprendido en-
tre 7,8 y 8,6, con wn tiempo total de contacto entre la
enzima y el jarabe inferior a aproximadamente 3,5 horas,
de preferencia menos de 2 horas. Una practica preferida
lleva consigo el tratamiento con tan poco magnesio aiiadi-
do yue puede evitarse el cambio idnico posterior a la iso-

merizacidn. El intervalo de temperatura conveniente para l%
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isomerizacidn varia entre 60 y 859C, prefiriéndose entre 60

y 702C.
EXPLICACION TE LA IRVENCIOH

Han sido investigadas intensawente glucosa-isome
ragas procedentes de B. coagulans en un esfuerzo llevado a
cabo para obtener preparaciones enzimdticas con vidas me-
dias suficientémente largas para un proceso industrial con-
tinuo y que exhiban una alta actividad unitaria. En la ac-—
tualidad se encuentran disponibles para la técnica glucosa-
~isomerssas de alta actividad y de vida prolongeda proceden

tes de células de B.coagulans. Para un modo preferido de

tica de esta inyencién, se hace referencia a los productos
enzimdticos descritos en la Solicitud de Patente espaiiola

N2 440,521, presentada el 27 de Agosto de 1975, y a la co-
rfespOndiente Patente Belga N# 832,852, cuyas preparacio-
nes enzimdticas son células del microorganismo B.coagulans
reticuladas con glutaraldshide, que han sido sometidas a

una disrupeién sustancial.' Preferiblemente la preparacién

enzimdtica se forma & partir de células que han sido homo

El B.coagulans es una especie no bien definida
con numerosas variantes conocidas. Una variante producto-
ra de una glucosa-isomerasa superior se caracteriza por
una aptitud para desarrollarse solamente sobre fuentes
inorganicas de nitrdgeno como medio nutriente nitrogenado.
Para una descripecidn detallada de esta enzima y su microor
ganismo originario se hace referencia a la solicitud de

patente de EE.UU. N2 428.682, presentada el 27 de Diciem~

bre de 1973 y a la correspondiente Patente Belga N2 809.546.

.
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Se ha descubierto ahora que las necesidades bio-~
quimicas de cobalto de las enzimas glucosa-isomerasas de
B.coggulang inmovilizadas, pueden quedar compietamente S8~
tisfechas sin suplemento algunoc de cobalto durante el cur-
so de la isomerizacidn., En realidad se ha encontrado gue
omitiendo el co** el jarabe de glucosa, la productividad
del proceso de isomerizacidn y la estabilidad de lz enzima
no son perjudicadas y en algunos casos resultan mejoradas.

Como ya se ha mencionado, se ha degcubierto tam—
bién que las necesidades bioquimicas de magnesio de la en-
zing glucosa—iéomerasa gon mucho mds bajas de 1o yue se
habia pensado hasta ahora. En realidad, la adicidn de Mg
puede ger evitan totalmente si la concentracién de Catt es
baja. Las necesidades de activacidn de la de glucosa~isome
rasa por Mg++ ge satigfacen totalmente & un pH de 7,8 o ma-
yor, por menos de 1073 de Mg**.

No obstante, los iones de calcio en el  jarabe
son inhibitorios, acaso mds de lo que ha sido apreciado
hasta la fecha, Aparentemeﬁte el Mg** existente en el ja-
rabe actia principelmente contrarrestando la inhibicién del
Qa++. Un contenido de calcio bajo en el jarabe permite una
disminucidén en el contenido de magnesio. La relacidn Mg++/
/Ca** en el jarabe debe exceder de 5:1 sobre base molar, y
de preferencia, la relacién debe exceder de 10:1, pero no
de 500:1, si MgtF y 1073w,

La realizacidn de una reaccidén enzimdtica de isg
merizacidén de glucosa por encima de un pH de aproximadamen-—
te 8,0 es contrario, sin embargo, a las prdcticas usuales
de isomerizacidn a un pH inferior a aproximedamente 8,0 con

objeto de reducir la formacidn de color. La eliminacidn de
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color del jarabe producido, por ejemplo por tratamiento con
carbdn activado, hace aumentar el coste del tratamiento.
La reduccidn al minimo la formacidn de color es muy desea-
ble. Desgraciadamente, el grado de formacidn de color en el
jerabe de glucosa aumenta gl a2umentar el pH.

Ia investigacidn de la propensién a formar color,
reveld que el grado de formacidn de color a todos los ni-
veles de pH es en parte funcidn del tiempo. En breve, el
grado superior de formacidén de color a pH 8,0 + puede ser
contrarrestado llevando a cabo la isomerizacién mds répida-
mente. Limitando el tiempo total de permanencia 0 de con-
tacto del jarabe de glucosa en el reactor de conversiodn
enzimdtica a un tiempo inferior a 3,5 horas aproximeadamen-
te, se obtiene un jarabe de color aceptable. Si el tlempo
dg contacto se limita a menos de 1 hora, el tratamiento de
limpieza del color del jarabe obtenido como producto, pue-
de llegar & ser innecesario, y ademds, la presencia de
psicosa y otros subproductos no puede ser determinada me-
diante cromatografia de cépa fina (Sven ng Hansen, TILC

method for the identification of mono, di and trisacchari

La préctica de esta invencidn ofrece posibili-

dades de operacion de tal modo que:

+4

1) no se afiade C0" " en relacidn con la isome-

. I d
rizacions;

+ on relacién con la

2) no se necesita afiadir Mg
isomerizacion;

3) no se necesite cembio idnico después de la
isomerizacion para eliminar los iones perjudiciales;

4) la enzima exhibe una excelente estabilidad téf
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micas
5) la productividad del proceso mejora; ¥
6) el procedimiento es muy adecuado para la ope-
racion continua en columna; la caida de presién por unidad
de longitud de la columne es baja.
PRACTICA DETALLADA DE LA INVENCION

El procedimiento de la invencidn lleva consigo
efectuar un tratamiento de isomerizacidn de un jerabe de
glucosa como una operacion continua, con un pH de entrada
del jarabe comprendido entre 7,8-8,6 y un tiempo de contac-
to inferior 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 Jue
contiene un niv;l de fructosa deseado de por lo menos 40k,
habitualmente aproximedamente 45%. Las temperaturas de con-
version se encuentran comprendidas entre 60-852C, preferi-
blemente entre 60~708C. El intervalo de pH de 7,8~8,6 en
el jarabe de entrade que constituye la alimentacidn, se man
tiene ajustdndolo con dlcali (NaOH 6 NapCO3) y si es nece-
sario, reajustdndolo en puntos seleccionados en el reactor
de conversién. L1 pH del jarabe isomerizado gue sale, es
inferior al pH del jarabe de entrada. Habitualmente la di=-
ferencia enire el pH del jarabe de entrada y el pH del ja-
rabe de salida estd comprendida entre 0,2 y 0,6. EL comtrol]
del pH es importante para la prictica de la invencidn. Si
el pH es demasiado alto, por ejemplo superior a aproximada-
mente 86 tiene lugar una formacidn de color indeseada (si
el tiempo de contacto es largo). Si el pH es demasiado bajo,
por ejemplo inferior a 7,6, se necesita la adicidn de Co't

para mantener la actividad enzimdtica. Ademds de estos dos
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efectos la variacidn de actividad enzimdtica con el pH ha de
ser congilderada; el pH 6ptimo para la enzima del B.coagulans
estd alrededor de 8,5. Un proceso discontinuo etectuado in-
dustrialmente se lleva a cabo con tiempos de contucto prolopn
gados debido al uso de concentraciones de enzima relativamen
te bajas. Por esta razén el pH debe ser mantenido bajo con
objeto de evitar la formacidn de color, y la actividad de la
enzima a tal pH es considerablemente inferior a la existen-
te al pH 6ptimo. Se requiers la adicidn de Co™. En un pro-
ceso continuo segin la presente invencidn, el tiempo de con
tacto puede ser mantenido bajo y el pH puede ser alto. ILa

isomerizacidn puede efectuarse en el pH Jptimo de la enzima
o muy préximo alimismo. El 00*4 puede ser evitado., Por tan-~
t0 un proceso continuo segin la presente invencidén tiene di
versas ventajas sobre un proceso discontinuo.

La cantidad de g™+

afindido al Jjarabe de alimenta-
cién es menor de aproximadamente 10™2H preferiblemente me-
nor de 5 x 104 M. Sin embargo, para permitir niveles bajos
de Mg,'H el contenido de calcio del jarabe de alimentacidn
debe ser controlado por debajo de aproximadamente 10'4M,

lo que puede hacerse, por ejemplo, formando el Jarabe a par
tir de agua con poco calcio, o mediante tratamiento previo
aproplado del jarabe de glucosa para limitar el calcio a un
valor inferior a 2,5 x 10'5M. En cuslquier caso, cuando se
encuentira presente calcio, se afiade suficiente megnesio al
jarabe para desequilibrar su contenido de calc¢io, hasta yue
se encuentra en exceso de una relacidn molar de Mg++/ Ca++
de 5:1, preferiblemente superior a una relacidn molar de
Mgt /catt e 10:1. .

En total el contenido de tanto Mg*+ como Ca++ se
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controla y relaciona, mediante eliminacidn por cambio iéni

co del Ca** del jarabe de glucosa, si es neceserio, para

++ +4

evitar mds de 10™3 M de Ca”" y de 10~2 ¥ de MgtF. S5i el ja-

o+t

rabe de glucosa contiene una concentracidn inferior de Ca™",

la cantidad de Mg*+ mfiadido puede ser disminuida en una

b, 4t

proporcidén apropiada tal yue la relacidn Mg* :Ca”" permane-

ce dentro del intervalo de 5~500 para Mg**,) 1073 11 y es ma
yor gque 5 para Mg+40(10'3 M. Asi, en uma realizacidn prefe
rida de esta invencidn los jarabes contienen menos de

2,5 x 109 ¥ de Ca™ y 5 x 1074 M ge mgtt.

Précticamente, 1o0s jarabes de glucosz & los que
estd dirigida este invencidn proceden de un hidrolizado de
almiddén. A menudo la preparacidn del jarabe comienza po-
niendo en suSpehsién almiddén en un agua de grifo de alguna
dureza, y por consiguiente se encuentra presente algo de
catt,

Frecuentemente la hidrélisis del almidén y la sa
carificacion del hidrolizado de almiddn se llevan a cabo
enzimdticamente, usando enzimas activadas por Ca**. Breve-
mente, el Ca** raramente se encuentra augsente de jarabes
de glucosa (distintos de los preparados en un lsboratorio
'directamente partiendo de dextrosa cristalina con ague
desionizada), y debe tenerse cuidado para evitar que el
contenido de ca*t exceda de 1034 de catt,

En procesos de isomerizacion continuos conforme
a la invencidn, el tamafio de part{cula de la preparacion
enzimdtica se determinaré por las condiciones de tratumien
to del jarsbe (y de la instalacidn). Pare une operacidn en

columna, que es un modo preferido de esta invencidn, se

prefieren particulas superiores a unas 100 micras (ya yue
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la columna tiende a obturarse si se emplean particulas mds
peguefias). BEn procedimientos en lecho de poco espesor (por
ejemplo isomerizacidn en un rezctor de filtro prensa) pue-
de emplearse cualquier tamafio de particula. 3in embargo,
puesto que la actividad unitaria de la preparacidn de enzi-
ma puede ser en parte funcidén del tamafio de particula, el
tamafio de particula usado para el proceso de isomerizacidn
puede ser un factor a considerar en la eficacia de wn pro-
cedimiento (o instalacidn) particuler. En cualguier caso,
las preparaciones de enzimas descritas en la Solicitud de
Patente espaflola N¢ 440.521 presentada el 27 de Agosto de
5975, y en la Patente Belga N2 832.852 correspondiente, pue
den ser preparadas en tamafios de particula deseados.

Para una comprensidn adicional de la préctica de
esta invencién, se hace referencia a los ejemplos especifi—
cos siguientes, en los que la actividad de la enzima inmo-
vilizada se mide en unidades IGIC (TImmobilized Glucose
Isomerase Column process). 1 unidad IGIC se define como la
cantidad de enzima ue convierte glucosa en fructesa con
una velocidad inicial de 1 ﬂmol/hinuto, bajo condiciones
normalizadas que son 405 p/p~de glucosa, un pH 8,5 en la en
%rada, 65¢C ¥y 4 x 10=3 M de Mg**, 8in Ca++; en ung columna
con un lecho de relleno continuo; tamaiio de columne 2,5 em
x 40 cm.

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 conversidn de 0,45 por kg de enzi
ma de actividad inicial 100 IGIC/g.

Las preparaciones de enziuna empleadas tenion una
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actividad comprendida entre 150 y 250 IGIC por g. Con obje=~
t0 de comparar resultados de preparaciones con diferente
actividad, todos los valores de productividad fueron recal
culados haciendo referencia a wna actividad enzimdtica de
100 IGIC/g.

En los ejemplos el tiempo de contacto se refie-
re & una preparacidn con wna actividad de 100 IGIC/g. Por
ejemplo, un tiempo de contacto de 1 hora con wna prepara-
cién de enzima de wna asctividad de 200 IGIC/g corresponde
a un tiempo de contacto de 2 horas con una preparacién ti-
po de una actividad de 100 IGIC/g.

BJEMPLO 1
Isomerizacidn en presencia y ausencia de Co.

Todas las isomerizaciones fueron llevadas a cabo
como reacciones continuas con flujo obturado en un lecho
de relleno, La enzima de B.coarsulans fué preparada segin
el Ejemplo 2 de la soiicitud de patente espafiola N2 440.521
Bl tamafio de particula varid entre 150Py 2800 p. Esta pre
paracién de enzims se humedecid previamente en jarabe de
glucosa de 40% en pesc a temperaturs ambiente durante 1 ho-
ra. Bsta glucosa-isomerasa previamente humedecida, se co- '
iocé en diferentes columnas provistas de camisa de agua.
Una corriente de jarabe de glucosa que tenia la concentra-
cidn, el pH y otros datos caracteristicos de la misma se-
gin la tabla aque figura a continuacidn, se envidé en senti-
do ascendente a través del material enzimético. El caudal
se ajustdé para der una conversién del jarabe de selidd de
456, El caudal lineal siempre excediz de 10 cm/hora (1limi-

+4

te de difusidén de peliculz). La concentracidn de Ca” en

este ejemplo era inferior a 2,5 x 102y,

{3
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LABLA 1A
Conc.de o "
Operacién Temp.2C glucosa pH de la Co™ = = Mg™ _
p/p alimenta adadido,li asdadido,l
cion
I 60 405 8,5 0 § x 1073
II 60 407 8,5 3,5%x1074 & x 1073
IIT 65 405 8,5 0 8 x 1073
v 65 405 8,5 3,5¢10~% 8 x 1073
v 65 40% 7,6 0 8 x 1073
VI 65 405 7,6 3,5x10°% 8 x 1073

Se utilizaron tamaiios de columnas diferentes, es
decir, columnas de tamafios (1,5 cm x 35 cm) ¥y (5,8 cm x 45
em), en donde la primera dimensidn se refiere al didmetro y
la segunda a la altura de la columna. Con el propdsito de
brevedzd las columnas se denominan mds adelante las colum—
nés de 60 ml y 1 1 respectivamente. Se introdujeron 9 g de
enzima en la columna de 60 wl y 225 g de enzima en la co=-
lumna de 1 1.

Todas las isomerizaciones fueron continuadas du-
rante 450 horas. Después de ésto se midid 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 en1la tabla siguiente:

TABLA 1B
Columna Caracteristicas I 11 ITI IV V v1

Produectividad
por 100 IGIC/g 340 315 420 375 395 410
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TABLA 1B (Cont.)

Calumna. Carscterdisticas I 1T ITI v Vi VI

60 ml Actividad 655 605 525 424 280 41%
residual

Tiempo de -
contacto

por 100
IGIC/gymin.  90-140 90-150 75-145 75-180 75270 T:~184

Productividad
por 100 IGICL 350 320 440 370 400 415

11 Actividad | ,

residual. 69:: 599 605 459 445+ 46
Tiempo de

contacto por

100 IGIC/g,

min. 90~130 90-155 75-125 75-170 B-1/0 To-T1i(

En la tebla anterior (y en las tablas seme jentes
que figuren a continuacidn) en las que se da mds de un va-
lor para el tiempo de contacto, la primera cifra correspon-
de @l comienzo de la operacidn con alta actividad, y la Ul-
tima cifra corresponde al término de la operacion, con una
actividad algo mds baja.

Pueden extraerse las siguientes conclusiones de
la tabla anterior:

1) Ia productividad por 100 IGIC/g de la activi-
dad residual es mejor sin Co gque con Co, cuando el pH se

mantiene en el nivel recomendado.

2) Cuando el pH estd por debajo del nivel reco-

mendado, la productividad por 100 IGIC/g y la actividaed re-
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sidual son mejores con Co que gin Co, pero los valores con
Co son més pequefios que los valores obtenidos sin Co y con

un pH dentro del nivel recomendado.

Isomerizacion en presencia y ausenciz de Mg

Las isomerigzaciones fueron efectuadas segun se ha
deserito en el Ejemplo.
1. Los parametros siguientes se mantuvieron constantes du-
rante la serie de experimentos:

Cone. de glucosa 40% p/p

pH, a la entrada 8,5
+4

adicion de Co Ninguna
Conc. de Ca't Menos de 2,5 x 1077
Temperatura 652C.

La adicidn de magnesio: varid entre O - 8 x 10 3M
Después de 450 horas de isomerizacién se interrum
pieron los experimentos. Se determind la actividad residuall,
vy se calcularon la productividad por 100 IGIC/g y el tiempo
de contacto por 100 IGIC/g, Los resultados se indican en 14
tabla siguiente:
TABLA 2

Caracte
Columna yristicas O 4x10~4 8x10~4 4x10~3 Bx10~3

Producti-
vidad por
100 IGIC/g 400 419 424 415 420

60 ml Actividad _
residual 50 50 507 48y 5o
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TABLA 2 (Cont.)

. L
Adicion de Mg+ 4 5%

——

Columa Caracte-

risticas O 4x10"4 8x10~% 4x10”3 gx10-3

Tiempo de
contacto,
min., por

IGIC/g 75-145

75~150 75~150 75-150 75-155

Produeti
vided por

100 IGIC/g 410 440

435 435 450

Actividad
residual

11 ,
584 605 624  62%  60%

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

30

Se aprecia de la tabla que la adicidn de Mg++ no

afecta a la productividad por 100 IGIC/g o a la actividad

residual.

EJEMPLO 3

‘ Igomerizacidn con proporciones variables
entre Mg*i v Ca**.

Las isomerizaciones fueron efectuadas segin la

descripeidn dada en el Ejemplo 1. Se usaron cinco columnas

de 60 ml simultdneamente, wna con adicidn constante de Mgt}

al jarabe alimentado y sin Ca**, ¥ la otra con proporcio-

g++ +4

y Ca”” en el jarabe de glucosa.

nes variables entre I
Se usaron los siguientes parametros:

glucosa, 40% (p/p) (405 p/p)
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pH a la entrada, 8,4 (8,4)
652C (6520C)
++
0 K de Co (0 M de Co)

Mg++

Ca+* variable menos de 2,5 x 1072 M

variable (4 x 1073 de M **)

1

La actividad en la columna testigo (sin Ca) se mi
dié usando los valores de los parametros indicados entre
paréntesis. Después de 800 horas de operacidn la enzima de
lz columna testigo habia disminuido al 25% de su actividad
inicial. Las cifras de la siguiente tabla son las activida-
des en tanto por ciento relativas a la actividad enzimdtica)
de la columna testigo después de hacerse funcionar el mis-

mo nimero de horas:

3

TABLA 3

. Mg _ g _ Mg _ Mg -
Horas Ca‘4’4'Horas Eg =2,8 Horas ﬁg =4,2 Horas 55 4

1 100 1 100 1 100 1 100
20 94 20 96 20 99 20 100
45 56 40 g6 60 96 100 100
70 60 60 94 120 89 200 89
100 52 90 86 180 84 240 92

120 52 120 19 . 240 81 300 83
420 8

135 80 T
t 1/2==100 hrs. t 1/2=¥300 hrs. t 1/2=2800 hrs, t 1/2 > 100(

Los resultados tabulados anteriores demuestran
'que la relacién Mgtt/ca™ es significativa para la vide de
la enzimas la relacidn debe exceder de 5 y preferiblemente
de 10.

BJEMPLOC 4

Dependencia de la isomerizacidn de la concentra-

cidén de glucosa existente en el jarebe de alimens

tacidn
Lags isomerizaciones fueron efectuadas en el Ejem

plo 1.

hrs,
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Hojn nim.

Se usaron los siguientes pardmetros:

Concentracidn de glucosa  variable entre 40-50%

p/P
pH en la entrada 8,4
tenperatura 65%C
Co Nada
Mg 0,004 M
Ca menos de 2,5 x 10™2u

En 1z tablae que figura a continuacidn la produc-

tividad, la actividad residual y el tiempo de contacto se

indican para 450 horas de ejecucidén en columnas de 60 ml.

TABLA 4
Clucosa, % (p/p) A0 _45% 504
Productividad/100 IGIC/g 430 410 380
Actividad residual 485 505 506
Tiempo de contacto,
min./100 IGIC/g ~ 75-150 85-170 95-190

EJEMPLO 5

Influencia del pH sobre la aectividad.

La influencia del pH sobre la actividad de la glu
cosa~isomerasa inmovilizade preparada como se ha descrito
en el Ejemplo 2, en la Solicitud de Patente espafola N2
440,521, véase también el Ejemplo 2 en la correspondiente
Patente Delga N2 832,852, se determind en una columna de
flujo obturado continuo, con las dimensiones de 2,5 ecm x 35
em. La isomerizacidén fue efectuzda segin se ha descrito en
el Bjemplo 1., Cadae medida de actividad se efectud del si-
guiente modo. Se dejaron cinco horas para que la columna al
canzase el eyuilibrio antes de medir la actividad. Después
g canbid el pH de la carga al siguiente valor, y entonces

se hizo funcionar la columna otras 5 horas, y asi sucesiva-
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mente. Se usaron los pardmetros siguientes:

Concentracidn de glucosa  40u

pH variable entre 5,0 - 9,5
Temperatura 6520

Co Nada

Hg 0,004 M

Ca Menos de 2,5 x 1072 1
Tiempo de contacto 50 minutos.

Lag actividades en tanto por ciento relativo, pue
den apreciarse en la sizuiente tabla,definiéndose la activi-
dad méxima como 100 a un pH de 8,5:

TABLA
pH 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5
% de ac ‘
tividad 5 15 45 60 70 85 95 100 95 90

BEJENPLO 6

Dependencia de la temperatura sobre la actividad

y la estabilidad.

Las isomerizaciones fueron llevadas a cabo segin
se ha descrito en el Ejemplo 1 con glucosa-isomerasa produ

cida seglin se ha descrito en el Ejemplo 2 de la Solicitud

de la Patente Belga N2 832.852 correspondiente). Se hicie-
ron funcionar isotérmicamente siete columnas a diferentes
temperaturas comprendidas entre 60-902C. Se midid la acti-
vidad inicial asi como también la vida media (el tiempo ne-
cesario para reducir la actividad al 504 de la actividad
inicial).

Se usaron los pardmetros siguientes:

Conc. de glucosa 405 p/p.

T
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pH 8,5

temperatura variable

Co nada

Mg 0,004 M

Ca menos de 2,5 x 1079 M,

Se obtuvieron los resultados siguientes:

Temp. ¢ de actividad Egtabilidad Tiempo de contacto
(Vida media) (min.) por 100 IGIC/

6080, 25% 600 horas 90-180
65 305 450 horas 75-150
70 403 250 horas 55=-110
75 55% 125 horas 40-80
80 705 60 horas 30~60
85 90z 10 horas 25~50
a0 1005 2 horas 23-45

EJEMPLO 7

[

Influencia del tamafio de particula sobre

la actividad

Excepto por las preparaciones de enzima, las iso
merizaciones fueron llevadas a cabo como se ha descrito en
el Ejemplo 1. En este sjemplo se usaron dos preparaciones
de enzima, es decir, las preparaciones de glucosa-isomerasa
inmovilizada desceritas en los Bjemplos 2 y 3, wltima alter-
nativa en la solicitud de Patente espafiola N2 440.521, de-
signadas X e Y respectivamente, (véanse tembién los Ejem=
plos correspondientes en la Patente Belga correspondiente
Ne 832.852).

Antes de introducir en las columnas las prepara—
ciones de enzima fueron clasificadas ambas,

Se usaron los pardmetros siguientes:

Concentracién de glucosa 40% p/p

pH 8,0

temperatura 65eC
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Co Nada
Ng 0,004 M
Ca Menos de 2,5 x 10~ M

El efecto del tamafio de particula sobre la acti-
vidad de las preparaciones X e Y se pone dé menifiesto en 1

tabla siguiente:

TABLA 7

Preparaciones de glucosa-isomerasa X. )

Distribucion del tamafio de particula % de actividag
150-29T1 1005
297-500n 98y
500-1000p. 975
1000-14 102 43
1410-2000p 49
2000-2800pn 80

Preparaciones de glucosa-isomerasa Y. -
% de actividad

Digtribucion del tamafio de particula

75-250m 1005
250-354 n 695
354500 484
500—70751 397
7071000 344

Se encontrd que la estabilidad no dependia apre-
cigblemente del tamaiio de particula. Como se desprende de
las cifras anteriores, la actividad de algunas preparacio-
nesg depende mds del tamailo de particula que otras. No estd
‘totalmente entendida la causa de que la actividad de las
preparaciones X varie mucho menos con el tamaiic de perticu-
la que la actividad de las preparaciones Y. Sin embargo, sei
cree que este fendmeno estd relacionado con la forma de la
particula. Se ha encontrado que la preparacidn X estd cons-
tituida principalmente por planchas, mientras que la prepa-
racion Y estd constituida principalmente por esferas. La
longitud media de poro en las planchas para un tamafio de

particula dado es corsiderablemente mds peyueiia que la longi
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tud media del poro en las esferas, para el mismo temaiio de
particula, y esto podria explicar que la actividad, en ge-
neral, es menor para la preparaciln Y que para la prepara-

cidén X.

EJENPLO 8

Formacidn de color

Las isomerizaciones fueron efectuadas como en el
Ejemplo 1. Se llenaron sels columnaes con cantidades varia=-
bles de enzima pura mantener constante el grado de conver-
sifn y el tiempo de contacto en 45% y 1 hora respectivamen-
te. Se usaron los parédmetros siguientes:

Concentracidn de glucosa  45% p/p

pH 8,5

Temperatura variable

Co+++ Nada

tg™t 8 x 104

Ca++ ' Menos de 2,5 x 1070 M

Se encontraron aumentos del indice de color Icums
como ge indice seguidamente, aproximadamente después de 100

horas de isomerizacidn:

TABLA 8
‘' Temperatura Indice de color Icumsa
602C. 24
652C. 25
708C. 26
759C. 30
802C, 39
85¢C. 65
Color Ioumsa = 107 x &
b x ¢

en la gue es'DO420 (densidad Optica)

@
b es 5.5 en g/ml (sustancia seca)

¢ es la longitud de la cubeta en gue se mide, en
centimetros.
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TABLA 9
Tamaiio de la
columna . 60 ml 11 50 1
N2 de columnas 1 1 1
Dimensioneg, altura
en em x didmetro en em 39 x 1,5 45 x 5,8 188 x 20
Gramos de enzima
usados 20 470 23000
Temperatura
isotérmica 65¢C 659¢ 65eC
Concentracion de _
glucosa 405 4. 40;.
pH de la 8,5 8,5 8,5
Concentracidén de -4
Mg, en moles 0,0008 0, 0008 8 x 10
Co Hada Nada Rada
Ca++ menos dg menos de menos g4e
2,5 x 1094 2,5 x 10~9H 2,5 x 107PH
Horas de isomeriza
cion en total 450 450 450
Se obtuvieron los resultados siguiertes:
Tamaiio de la colunna 60 ml 11 50 1

Hoju ntim, 22 ' 18036

LJEMPLO 9

Influencia del tamaiio de 1la columna

(escalonamiento ascendente)

Excepto por la preparacién de enzima, la isomeri-
zacion fue efectuada como en el Ejemplo 1. Ia enzima fue
producida segun el Ljemplo III, Wltimu alternativa, en la
Solicitud de Patente espafliola N 440,521, (véase también el
Ejemplo correspondiente en la Patente Belga N2 632.852 co-
rrespondiente. Bl tamafio de particula estaba comprendido ent
tre 150 y 500 K. Los parémetros usados se indican en la ta

bla siguiente.

Productividad/100 IGIC/g 440 420 455
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Actividad rasidual 505 535 60;.

Tiempo de contacto/1CO
I6IC¢/g (min.) 75-150  75-150  75-140

Se pone de manifiesto de las cifras anteriores
que el escalonamiento ascendente del proceso de isomeriza-—
cidén desde la columna de 60 ml, puede ser efectuado sin di=-
ficultad alguna y esencialmente con los mismos valores de

la productividad y de las actividades residuales.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva, yue se
presentan pare que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencidn, en Espafia, son 10s que se recogen en las
reivindicaciones siguientes:

18,~- Un procedimiento continuo para isomerizar
jarabe de glucosa a unae mezcle de glucosa y fructosa, gue
‘comprende hacer pasar un jarabe de 30-55%i en peso de glu~
cosa gque contiene no mds de 1073 M de co*t ¥ 10~2 N de

Hooat estd compren=

Mg** y en donde la relacidén molar Mg’ = :Ca
dida entre 5 y 500 para Mg**, 1073 N y superior & 5 pars
Mg**’£;10“3 M, a través de un lecho de particulas de glu

cosa~isomerase immovilizada con glutaraldehido, de tamaiio

superior & aproximadamente 100 micras, procedente de B.COS
gulans & un pH a la entrada comprendido entre 7,8 - 8,6,

a temperaturas comprendidas entre 60-85°C, durante un tien
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po de contacto total de menos de 3,5 horas, e isomerizar
con ello el jarabe, hasta por lo menos 40; de fructosa del
peso del contenido de glucosa y fructosa.

28.- Un procedimiento segin le reivindicacidn 16,
en donde se encuentra ausente del jarabe de glucosa Co
afdadido.

38,~ Un procedimiento segin lo reivindicacidn 1&,
en el que el Ca** es menor de aproximadamente 2,5 x ‘IG“5 M,

H es menor de aproximadamente 5 x 10"‘1r M, siendo el

14

y el ¥g

contenido de Mg~ por 1o menos 10 veces el contenido de

Ca++.
48.- Un procedimiento segin la reivindicacion 26,
en el yue la enzima glucosa-isomerasa en particulas se dis-

+

pone en una columna.

58,.,- Un procedimiento segln la reivindicacion 16,
en el gque el tiempo de contacito es inferior a aproximada-
mente dos horas.

68.~ Un procedimiento segin la reivindiceacidn 18,
yue comprende efcctuar el-proceso con un jarabe yue contie-
ne de 40 a 4% en peso de glucosa.

72.- Un procedimiento segun la reivindicacidn 1,

dida entre 60 y T70¢C.

' 86,- Un procedimiento segin la reivindicacidn 18,
en el yue el B.coarulans es una cepa atipica de B.coagulans
caracterizada por la aptitud de desarrollarse solamente so-
bre nitrégeno inorgdnico como medio nutritivo nitrogenado.

98 ,~ "UN PROCEDILIEHTO CONTINUO PaRs ISORZRIZAR
JARABE Di GLUCOSA A Ul LEZCLA DB GLUCOSA Y FLUCTOSAY

Tal y como.se ha descrito en la Memoria que ante-
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cede y para los fines gque se han especiiicado.

Esta Memoria consta de veinticinco hojas escritas

a mdquina por una sola cara.

31 MAR. 1975

Madrid,

P.A.

AlLOrioy Go imiamemst

Por Pofafds
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