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La presente invencién se relaciona con un método
para preparar isomerasa de dextrosa inmovilizada, como
asi también un método para isomerizar dextrosa. ILa iso-
merasa de dextrosa inmovilizada es susceptible de llevar-
se a cabo en columna, lo cual resulta eficaz y convenien-
te para la isomerizacidn en escala industrial.

lsomerasa de dextrosa es el nombre general de anzi-
mas que convierten dextrosa a levulosa y viceversd, Por
lo tanto, se puede usar principalmente la isomerasa de
dextrosa con la finalidad de preparar levulosa a partir
de dextrosa.

Sin embargo en la actualidad, la enxima se utiliza en

‘el Japbén en la isomerizacidn de dextrosa a jarabe que

contiene levulosa, en escala industrial, Se lleva a cabo
esta reaccién manteniendo una solucidén de dextrosa en
contacto con la enzima a temperaturas comprendidas entre
60 y ?702C durante aproximadameﬁte 48 hr. Sin embargo, el
llevarla a cabo mediante un sistema por tandas, adolece
de la desventaja de que es reducido el rendimiento de
utilizacién de la enzima. étra desventaja es que el pro-
ducto requiere un costoso procedimiento de refinacién,
debido a que se colorea dqurante la reaccién, llevada a
cabo a altas temperaturas durante un tiempo prolongado,
Creyendo que este problema podia resolverse inmovilizan-

isomerasa de dextrosa, se llevaron a cabo, de acuerdo con
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la presente invencién, una serie de ez=tudios referentes
a la preparacién de isomerasa de dextrosa inmovilizada.

En los fltimos afios, han sido desarrollados diver-
sos métodos para inmovilizar enzimas. En términos genera-
les, se puede dividir estos métodos en los siguientes gru=-
pos: (1) se combina protefna de enzima con vehiculos ingo-
lubles en agua, quimica o eléctricamente a través de ad-
sorcidén o un enlace covalente. (2) Se forma ligaduras
cruzadas en la proteina de enzima con un compuesto que
tiene més de dos grupos funcionales. (3) Se confina pro-
teina de enzima en un reticulado de gel o en una membrana

semipermeable. (4) Se fija enzimas intracelulares dentro

.de células por tratamiento fisico o quimico,

- En 1o que se refiere a la inmovilizacién de isome-
rasa de dextrosa, el método de adsorber la enzima sobre
DEAE-celulosa, patente norteamericana N2 3.708.397, o
DEAE- sephadex, Tsumura, N. & Ishikewa M., Journal of
Food Science and Techmology, Vol. 14, N2 12,539 (1967),
y el de combinarla covalentemente con vidrio aminoalqui-
lico (método diazoico), Strandberg, G.W. y Smiley, K.L.
Biotech. and Bioeng., Vol XIV, 609 (1972), pertenecen al
grupo (1). El método de formar ligaduras cruzadas en la
enzima con glutaraldehido pertenece al grupo (2). El mé-
todo de confinar la enzima en el gol de poliacrilamida,

Strandberg, G.W. y Jmiley, K.L. Appl. Microbial., 21, 588
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(1971), pertenece al grupo (3), y el de fijar la enzima
dentro de células, tratando las células con glutaraldehi-
do (solicitud de patente pendiente Japonesa S47-45546),
pertenece al grupo (4).

Sin embargo, la isomerasa de glucosa inmovilizada,
rreparada mediante los métodos de los grupos (2), (3) y
(4), manifiesta pobres propiedades hidréulicas cuando
se la compacta en columnas grandes. Por lo tanto, resulta
dificil mantener un caudal constante durante un tiempo
prolengado. Por otra parte, la DEAE-celulosa y el vidrio
aminoalquilico son costosos para el uso en la puesta en
préctica de la isomerizacién continua de dextrosa a esw
cala industrial, |

Habiéndose comprobado que las resinas de permutacién
iénica son menos costosas Yy son susceptibles de operacién
en columna, se investigd, de acuerdo con la Presente in-
vencién, el método de inmovilizar isomerasa de dextrosa en
les mismas. El método de adsorber enzimas sobre resinas
de p-rmutacién idénica, pertenece al grupo (l). Anterior~
mente se habila intentado adsorber glucoamilasa sobre
Amberlite CG-50, Miyamoto, K. Fujii, 7, y Miura, Y. J.
Ferment. Tech. 49 N2 6, 565 (1971), o inmoviligzar aminoa~
cilasa con Amberlite IR+45 & Diaion SA-114A, Tosa, T., Mori,
T., Fuse, N. y Chibata, I: Enzymologia, 31, 214 (1966),

Sin embargo, estos métodos no fueron atin puestos en
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préctica a escala industrial, debido a que las resi-

nas de permutacién ibnica utilizadas son de baja ad-
sorcibén de enzimas por cantidad unitaria en compara~
cibén con celulosa de permutacidn ibnica (tal como
CM-celulosa y DEAE-celulosa). En ias investigaciones
realizadas con motivo de la presente invencién, se apli-
c6 la mencionada Amberlite CG-50, IR-45 6 Diaion SA-11lA
a isomerasa de dextrosa, pero su adsorcidn de las enzi-

mas resultd muy bajo, segln se explicaré mas adelante.

Debido & la considerable cantidad de términos que

. se encuentran en uso comin en esta técnica, se dari al-

gunas definiciones para aclarar lo que se describe en

esta solicitud,

D. E,

El término "D.E" es una abreviatura de "equiva=-
lente de dextrosa, y se utiliza estas expresiones in-
tercambiablenente para referirse al contenido de szlicar
reductor de un material calculado como dextrosa y expre-

sado como porcentaje de sb6lidos en total,

HIDROLIZADO DE ALMIDON

La expresién "hidrolizado de almidbén" se utiliza
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para referirse a un jarabe o un producto seco que se
produce por hidrblisis de almidén. Se puede producir
un producto de esta clase mediante hidrélisis 4cida o
enzimatica. Un tipo preferido de hidrolizado de almidén
para el uso en la isomerizacién de acuerdo con la pre-
sente invencidn, se produce mediante dilucibén Acida o
por enzima hasta un D,E, de 10 o nenos, seguido por sa-
carificacién enzimética hasta un D.E. de aproximadamen-

te 95 y de preferencia superior a 97,5.

GLUCOSA Y DEXTROSA

A los hidrolizados de almidén de D.E. medio se

. los denomina comlnmente en esta técnica "glucosa", tan-

to cuando el hidrolizado de almidén afecta la forma de
un jarabe como cuando afecta la forma de s6lidos. Comln-
mente se reserva el término "dextrosa" para el monosacl-
rido cristalino refinado que es recuperado a partirde un
hidrolizado de almidén de elevado D.E., o para D-glucosa
como un constituyente de los hidrolizados de almidén.
Tal como se le utiliza aqui, el término "dextrosa" abar-
ca este monosacérido en cualquier forma, en solucidn o
seco, como un constituyente de un jarabe de hidrolizado
de almiddén, sblidos de jarabe, o en forma cristalina

refinadsa,
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FRUC''O:SA Y LEVULOSA

En la técnica se utiliza en general intercambia=-
blemente los términos "fructosa" y "levulosa", para
referirse al isbmeto de dextrosa que es mis dulce que
la dextrosa. Se encuentra este isémero en la miel y en
el azlcar invertido, juntamente con dextrosa, y es va=-
lioso debido a su dulzura, Se utiliza aqui el término

"levulosa" para referirse a este monosacérido.

ISOMERASA DE DEXTRO:A

La enzima que isomeriza la dextrosa a levulosa ha
recibido en la técnica varios nombres. £n la patente
norteamericana N2 2,950,228 de Marshall se hace refe-
repcia a la misma como isomerasa de xilosa debido a que
isomeriza xilosa a xilulosa., Esta actividad es adicional
a su capacidad para isomerizar dextrosa a levulosa.
También se la ha denominadec-en la técnica isomerasa de
dextrosa e isomerasa de glucosa. Se han utilizado aqui
los términos "isomerasa de dextrosa" o, més brevenmente,

"jgsomerasa®,
RESUMEN DE LA INVENCION

De acuerdo con la presente invenciém, se ha exa=-
minado diversas resinas comerciales con respecto a su
capacidad para adsorber isomerasa de dextrosa. Como re-

sultado, se ha comprobado que las resinas de permutacidn
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aniénica fuertemente bésicas, del tipo macrorreticular

o poroso, y las resinas de permutacién anibnica débil-
mente bAsicas del tipo macrorreticular o poroso, son
especialmente excelentes por su capacidad de adsorcidn.
AdemAs, la isomerasa de dextrosa inmovilizada sobre

las mismas es de baja elucidn y permanece estable du-
rante la reaccidén de isomerizacién continua cuando se
ajusta la solucibén de substrato a valores de pH de apro-
ximadamenté 7,0 a 8,5.

Como resultado, se ha comprobado también que, en el
caso de la isomerizacibn de dextrosa a levulosa por cir-
culacién continua de una solucidén que contiene dextrosa,
cuyo pH ha sido previamente ajustado de preferencia
aproximadamente a 8,0, a través de la columna compac-—
tada con isomerasa iumovilizada que ha sido preparada
por contacto de una solucidén de isomerasa de dextrosa
con resinas de permutacién anibdnica fuertemente bé-
sicas del tipo macrorreticular o poroso y adsorbiendo
la enzima sobre la misma, cuando la actividad de la
enzima inmovilizada disminuye y por consiguiente dis-
minuye también el régimen de isomerizacién, resulta
posible reactivar la enzima mediante el agregado de
isomerasa a la alimentacidn de solucidn que contiene
dextrosa, sin suspender la reaccién de isomerizacidn,

y se puede llevar a cabo la isomerizacidn continua sin
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interrupcioén.

La presente invencidn es un método de isomeriza=-
cién continua que se caracteriza por la repeticidén del
procedimiento de resuministro de enzima, de acuerdo con
lo necesario para una operacién continua a un nivel de-
geado de rendimiento e isomerizacidén, en un determinado
reactor bajo un juego degeado de condiciones de isome-
rizacién. En el curso de la isomerizacibén continua de
dextrosa a levulosa, haciendo pasar une solucién de dex-
trosa, de preferencia ajustada a un valor de pH que se
encuentra en las proximidades de 8,0, a través de una
columna compactada con isomerasa de dextrosa inmoviliza-
da que ha sido preparada adsorbiendo la lsomerasa sobre
resinas de permutacidn anidnica del tipo macrorreticu-
lar o poroso, agregindose nueva isomerasa de dextrosa
a la solucidén que contiene dextrosa gue se debe hacer
pasar a través de la columna cuando la actividad de la
enzima inmovilizada ha disminuido en un cierto grado.
Con la enzima inmovilizada reactivada en esta manera,
se hace pasar entonces a través de la columna la solu-
¢ién de alimentacidén que contiene dextPosa (sin isome-

rasa).

DESCRIPCION GZN RAL DE LA INVENCION

L BENZIMA

Se puede emplear el procedimiento de la presente
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invencién, dentro de lo que se sabe, para la produccidn
de preparaciones de enzima inmovilizada a partir de
todos los tipos de isomerasa de dextrosa, incluyendo
aquellas en que la enzima tiene una accidn catalitica
dominante o mAs rédpida sobre una isomerizacidén distin-
ta que la dextrosa a levulcsa. Se puede derivar la en-
zima de isomerasa a partir de una gran cantidad de di-
ferentes fuentés microbianas,

La isomerasa de dextrosa que es Gtil en la presente
invencién puede originarse, por ejemplo en las células

de hongos radiados (por ejemplo Streptomyces albus)o

bacterias (por ejemplo Lactobacillus ﬁpcyig), que se
conocen como microorganismos productores de isomerasa
de dextrosa, Se la utiliza en las diferentes formas

de isomerasa cruda extractada de células de los microor-
ganismos productos por autblisis o por tratamiento super-
sénico, y separada entonces con respecto a los desechos
de células, o como isomerasa parcialmente purificada

que se obtiene separando &cido nucléico que e¢std pre-
sente en la isomerasa cruda mediante protamina, o como
isomerasa cristalina que se obtiene por cristalizacidn
de isomerasa parcialmente purificada que ha sido adi-
cionalrente purificada por [raccionamiento con sulfato
de amonio,

Cada enzima parece tener sus propias caracteris-

- 10-
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ticas particulares, como por ejemplo pH éptimo, tempe-
ratura Sptima, los iones de metal necesarios, la cons=—
tante de Michaelis, y el mecanismo de formacién de le-
vulosa, todo lo cual resulta ser un poco diferente en-
tre una enzima y otra. 5in embargo, el procedimiento
de la presente invencién resulta 4til con preparaciones
de enzima de isomerasa inmovilizada obtenida a partir
de todas las fuentes microbianas Utiles, y més especi-
ficemente a ﬁartir de todas las especies y copas de

Streptomyces y todas las especies y cepas de Bacillus

que producen preparaciones de enzima de isomerasa de

dextrosa,
Los microorganismos preferidos, para producir iso=
merasa apropiada para el uso en la puesta en préactica de

la presente invencién, son los miembros del género

Streptomyces. Espocies particularmente preferidas, de

este género, son S. Venezuelae y S. olivochromogenes.,
Cultivos de cepas preferidas de estos organismos han sido
depositados en American Type Culture Collection,
#ashington, D.C., ¥y agregados a su coleccién permanen-
te de microorganismos. Se les ha asignado la siguiente
identificacibén S. venezuelae ATCC 21.113 y S.

olivochromozenes ATUC 21,114,

Los microorganismos preferidos son cepas mutantes

de Streptomyces olivochromogencs, especialmente S

=11 -
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olivochromogenes ATCC N2 21,713, 21.714, 21.715 y sus

equivalentes. Ystos microorganismos forman cantidades
apreciables de isomerasa cuando se log cultiva en me-
dios nutritivos libres de xilosa y de material que su-
ministra xilosa, y libres de cobalto agregado.

Una unidad de actividad de enzima se define como
la cantidad de actividad de enzima que forma 1 micromol
de levulosa en 1 min bajo las condiciones de isomeriza-
cién que se describirén més adelante. Para preparar una
engima para ensayo, es primeramente necesario convertir-
la a una forma soluble., Un medio apropiado para llevar
esto a cabo es por sonificacidn.

Las células de un volumen conocido de caldo de culti-
vo son resuspendidas en regulador fosfato 0,05 molar
(pH 7,5). Se sonifica entonces la suspensidén utilizando
un gsonificador Branson Modelo 185-1) (20 kHz) hasta gque
las células microbianas de la misma han sido suficiente-
mente desgarradas, de modo que ha quedado liberada subs-
tancialmente la totalidad de la enzima de isomerasa. Man-
teniendo el tubo Je la muestra en un bafio de hielo du-
rante la sonificacién, se impide el recalentamiento y la
inactivacidn de la enzima. La preparacién de enzima re=—
sultante es una solucién de isomerasa solubilizada,

El procedimiento de ensayo involucra llevar a cabo

una determinacidén espectrofotométrica de la cetosa produ-

- 12 -
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cida a partir de una solucién de dextrosa bajo un juego
normalizado de condiciones. En la siguiente manera se

produce ihna solucidén de existencia,

TABLA 1 - Solucidn de Existencia para Ensayo

Componente Cantidad
MS0°7H,0 0,1 M ml 1
CoCle* 6H20 0,01 M ml 1
Regulador fosfato 1 M, pH 7,5 ml 0,5
D-glucosa aﬁhidra g 1,44

Agua destilada hasta un volumen total de ml 7,5

Primeramente se diluye la preparacidén de enzima que
se debe ensayar, de modo que contenga 1 a 6 unidades de

isomerasa por‘mililitro.

Se lleva a cabo una isomerizacién enzimitica agre-—
gando 1 ml de la preparacién de enzima a 3 ml de la so-
lucibén de existencia, e incubando durante 30 min a 602C.
Al término del periodo de incubacibn, se toma una alicuo~
ta de 1 ml y se la enfria bruscamente en un volumen de
9 ml de &cido percldrico 0,5 N. Se diluye entonces la
alicuota, asi enfriada, hasta un volumen total de 250 ml.
Como testigo para fines comparativos, se produce también
una muestra no tratada de D-glucosa, substituyendo el

1 ml de la preparacién de enzima en forma de solucién
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por 1 ml de agua, al comienzo del periodo de incuba-
cidn.

Se determina entonces la cetosa mediante un méto-
do con cisteina y &cido sulfirico. Para la finalidad
de este ensayo, se define 1 unidad de isomerasa como
la cantidad de actividad de enzima que se requiere para
producir 1 micromol de levulosa por minuto bajo las
condiciones de isomerizacién descritas.

105 PORTADORES Dii RESINA

A continuacién se describiré las resinas de permubta-
c-idén aniénica fuertemente bisicas del tipo macrorreti-
cular o poroso y las resinas de permutacibén anidnica dé-
bilmente bisicas del tipo macrorreticular o poroso, uti-
lizadas en la presente invencidn,

Bajo la expresién resinas de permutacién iénica del
tipo poroso debe entenderse aqui las resinas de permuta-
cién ibénica que tienen numerosos poros. Estas resinas de
permutacidn idnica son en general aptas para adsorcién.

A las resinas de permutacién idénica del tipo macrorreti-
cular se las designa cominmente como del tipo MR, y tie-
nen poros relativamente grandes. Bajo la expresidén resinas
de permutacidén anibénica fuertemente bisicas debe enten-
derse aqui las resinas que tienen -N-(CH5)3X COMmO gIupo

de purmutacién ibénica y se las distingue de las que tie-

- 14 -
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/(CH3)2X
nen < 5 como grupo de permutacién iénica.
H

CoHy

Amberlite IRA-904 y IRA-938 (Rohm & Hass Co.,
U.S.A.) se encuentran comercialmente disponibles como
resinas de permutacién anidnica fuertemente bésicas
del tipo MR, y Diaion PA-308 y PA 304 (Mitsubishi
Chemical Co., Japbn) como resinzs de permutacién iénica
fuertemente bésicas del tipo poroso. Amberlite IRA~93
(Rohm & Haas Co., U.S.A.) se encuentra comercialmente
disponible como resina de permutacién anidnica débil-
mente bésica del tipo MR y Diaion WA-30 (Mitsubishi
Chemical Co., Japén) como resina de permutacién aniénica
débilmente béasica del tipo poroso, ‘

M&s convenientemente se utiliza las particulas de
resina o polimero bajo la forma de grénulos o perlas y
estén ademis comprendidas en general en la gama de 16
a 1Y0 mallas de tamafio de particula (Serie de Tamices
Normalizados U.S.) y més preferiblemente bajo la forma
de perlas de 20 a 50 mallas. Por razones de convenien-
cia de uso se coloca o dispone lag perlas en una colum-
na,

Las resinas macrorreticulares se caracterizan por
la presencia, a través de la matriz polimera, de una

red de microcanales o poros "extra-gelulares". Aunquse

- 15 -
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estos microcanales son muy pequenos, son grandes en com-
paracién con los poros en zeles homogeneos convenciona-
les que tienen ligaduras cruzadas. Las resinas macrorre-
ticulares apropiadas para el uso en la presente invencién,
pueden tener &reas superficiales especificas de hasta
2,000 n°/g o més.

El 4rea superficial y la porosidad (indicadas a me-
nudo como ml/ml 6 cma/cna), como asi también otras ca-
racteristicas fisicas de las resinas macrorreticulares,
pueden medirse de acuerdo con procedimientos aceptados;
por ejemplo, ver pigs. 152-167 de "Ox dation-Reduction
Polymers", Harold G. Cassidy y otros, Interscienca Pub,
N.Y., N.Y., 1965,

Para producir las Areas superficiales de alta poro-
sidad y altamente especificas, que se requieren en las
resinas de la presente invencién, se puede utilizar los
procedimientos de polimerizacibén en suspensibén que se
describen en la patente briténica 932.126, y cuya des-
cripcién se incorpora aqui a t{tulo de referencia.,

PREPARACION DE LA ISOMERASA TIMOVILTIZADA

A continuacién se explicaréd los métodos para obtener
1a adsorcién de la isomerasa de dextrosa sobre estas
resinas de permutacién aniénica. Se emplea la isomerasa
bajo la forma de soluciones: soluciones de regulador tris

-HC1 o fosfato 0,01 - 0,1 M; soluciones salinas tales

- 16 -



como una solucién de (NH4)2504, MegCl, 6 KNO3, todas

ajustadas & pH 6 = 9 (de preferencia pH 7-8); o sim-

plemente en agua o en soluciones de dextrosa; teniendo

todas concentraciones comprendidas entre 3 y 50 unida-
5 des/ml.

Se compacta la resina de permutacién ibnica en
una columna del tamafio aproplado y se equillbra enton-
ces haciendo pasar la misma solucidn, que la utilizada
para disolver la isomerasa, a través de la columna a un

10 caudal comprendido entre 1 y 3 VS durante 5 a 10 hr ("VS"
es una abreviatura de velocidad del substrato, y se re-
fiere al caudal en vollUmenes del lecho por hora; un vo-
lumen de lecho es el volumen de substrato por hora que
equivale al volumen de la columna gue es retomado por

15 la resina en la columna). Los grupos de permutacién
ibénica tales como cloruro, sulfato, bisulfato, nitrato,
carbonato, bicarbonsto, borato o fosfato, proporcionan
mejores resultados de adsorcidén de isomerasa de dextro-
sa que el tipo OH. Se hace pasar entonces una cantidad

20 de la solucién de isomerasa de dextross que corresponde
a 10 a 100 unidades (de preferencia 50 unidades) de la
enzima por gramo de resina (himeda) a través de la co-
lumna de resina con un caudal comprendido entre 1 y 3
VS. Después de haber pasado la totalidad de la solucién

25 de enzima a través de la columna, se hace pasar agua

24-9074‘ f - 17 -
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a través de la columna de modo de eliminar por lavado
la isomerasa no adsorbida.

Luego se retira la resina de la columna y se la
mide con respecto a su actividad de isomerassa.

Como resultado de una serie de experimentos, de
acuerdo con la presente invencién, se ha comprobado
que las propiedades quimicas enzimdticas, tales como
pH 6ptimo y resistencla térmica de la isomerasa de
dextrosa inmovilizada sobre una resina de permutacidn
iénica, son casi similares a las de la isomerasa de dex-
trosa soluble original., Ademés, esta-isomerasa inmovie
lizada no manifiesta disminucién de la actividad enzimé-
tica durante 3 meses cuando se la mantiene a tempera-~
turas inferiores a 1092C en lugares oscuros. Naturalmente,
se puede utilizar la isomerasa de dextrosa inmovilizada,
preparada de esta manera, inmediatamente para isomeriza-
ciéﬁ sin lavado con agua, haciendo pasar la solucidn de
dextrosa a través de una columna compactada con la mis-
ma, bajo las condiciones que se describirén més adelan-

te.

Més adelante se dard una evaluacidédn para demostrar
que las resinas de permutacibén enidénica fuertemente bé-
sicas del tipo MR o poroso, y las resinas de permutacién
anidnica débilmente bésicas del tipo MR o proso, son ex-—

celentes por su poder de inmovilizar isomerasa de dextro-
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58, €I comparacién con otras resinas de permutacién

ibnica.
EVALUACION DI MESIN:SS ADSOKCION DE ISOMERASA

Se compacta porciones de % g de cada una de di-

5 versas resinas de permutacién jbnica comerciales
(Amberlite, Diaion) (hiimedas) en respectivamente varias
columnas diferentes, Después de haber equilibrado com-—

pletamente las resinas mediante una solucién de regu-
lador tris-HC1 0,05 M, se hace pasar una golucién de

10 250 unidades de isomerasa de dextrosa cristalina en la
misma solucidn reguladora, & través de cada una de las
columnas con un caudal de VS 3.

Cuando ha pasado la totalidad de la golucibn de
isomerasa, se lava con agua cada una de las columnas

15 de resina. Se retira entonces las resinas de sus respec-
tivas columnas y se las mide con respecto a su actividad

enzimética. £n la Tabla II se indica los resultados,

~

24..9.74 .= 19 -
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Segln resulta evidente en la Tabla II, lss resinas
de permutacibén idnica, catidnica carecen de capacidad
de adsorcién. Sin embargo, las resinas de permutacidn
anibénica fuertemente bisicas del tipo MR o poroso y
las resinas de permutacién anibnica débilmente bisicas del
tipo MR o poroso, tienen excelente capacidad de adsorcién

de isomerasa de dextrosa,

EVALUACION DE RESINAS: EJ3TABILIDAD DE LA ENZIHA

Se prepara 3 g de cada una de las varlas diferentes
clases de isomerasa de dextrosa inmovilizada, adsorbiendo
la lsomerasa sobre Amberlite IRA-904, IRA-938, IRA-93,
IRA-911, Diaion PA~308, WA-30 y PA-404 respectivamente,

Se compacta entonces cada una en una columna diferente.

Se examina entonces la estabilidad de cada uno de
los esgpecimenes de enzima inmovilizada, haciendo pasar
una solucidn de glucosa al 60% a través de las columnas
bajo las condiciones de isomerizacidén que se explicarén
més adelante. En el diagrama 1 se muestra los resultados
obtenidos, en que el eje vertical representa el porcenta-
je de levulosa en la substancia sblida de la solucidn de
azlicar que ha emergido de cada columna y el eje horizontal
representa el tiempo de funcionamiento de la columna. En
este diagrama, "a" representa la reaccién de isomerizacién
que se lleva a cabo con la lsomerasa inmovilizada que se

prepara con Amberlite IRA-904, "b" la que se lleva a cabo

- 21 -
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con la enzima inmmovilizada que se prepara con Amberlite
IRA-93, "c" la que se lleva a cabo con la enzima inmo-.
vilizada que se prepara con Amberlite IRA-938, "d" la
que se lleva a cabo con la enzima inmovilizada que se
prepara con Piaion PA-308, "e" la que se lleva a cabo
con la enzima inmovilizada que se prepara con Diaion
WA-30, y "f" la que se lleva a cabo con la enzima in-
movilizada que se prepara con Amberlite IRA-O1l y con
Diaion PA-404, |

En el caso de "a&", el contenido de levulosa en el
efluente permanece a 52% durante los 12 dias iniciales,
pero al disminuir posteriormente, se reduce a la mitad,
o sea 26%, después de 17 dfas, En el caso ée "pY, el cone-
tenido de levulosa en el efluente permanece a 52% du-
rante los 11 dias iniciales pero, al reducirse posterior-
mente, disminuye a la mitad, o sea el 26%, después de
16 dias. En el caso de "c", el contenido de levulosa
en el efluente permanece a 52% durante los 10 dias ini~
ciales pero, al reducirse posteriormente, disminuye a la
mitad, o sea 26%, después de 15 dias. En el caso de "d",
el contenido de levulosa en el efuente permanece a 52%
durante los 6 dias iniciales pero, al reducirse pos-
teriormente disminuye a la mitad, o sea 26%, después
de 10 dfas. En el caso de "e" el contenido de levulosa

en el afluente permanece en 52% durante los 3 dfas ini-

-22 -



ciales, pero, al disminuir posteriormente, se reduce
a la mitad, o sea 26%, después de 6 dias. En el caso
de "f", el contenido de levulosa en el efluente dis-

_ minuye a 26% dentro de 1 dia.

5 El periodo durante el cual el porcentaje de levu-
loéa disminuye a la mitad del valor inicial, se repre-
senta como semivida de la isomerasa inmovilizada. De
acuerdo con el diagrama 2, resulta evidente que la iso-
merasa inmovilizada, preparada con Amberlite IRA-904 ¥

10 IRA-93%8, que son resinas de permutaciédn aniénica fuerte-
mente bhsicas del tipo MR, y con Amberlite IRA-93, que
es una resina de permutacién anibénica débilmente bésica
del tipo MR, se destaca considerablemente por su estabi-~
lidad, menifestando semividas de 17 dias, 15 dias ¥

15 16 dfas, respectivamente. De las resinas del tipo poroso,
manifiestan resultados un poco menos deseables la Dialon
PA-308, que es una resina de permutacién anidénicamentie
fuertemente bhsica, y Dialon WA-30, que es una resina
de permutaci6én aniénica débilmente bésica, La isomerasa

20 de dextrosa manifiesta una semivida de 10 dias cuando
se la inmoviliza con Diaion PA-308 y de 6 dias cuando
se la inmoviliza con Diaion WA-30.

Aunque son del mismo tipo MR y poroso, Amberlite
IRA-911 y Diaion PA-404,que son resines fuertemente bh-

25 sicas, son de reducida capacidad de adsorcidén de la iso-

24.9.74 ' - 23 =



merasa de dextrosa, y la isomerasa inmovilizada resul-
tante tiene una semicida que es solamente 1 dia. Otras
resinas del tipo de gel adsorben muy poca isomerasa y la
semivida de la isomerasa inmovilizada resultante es in-
5 ferior a 1 dia. Segln resulta evidente por estos resul-
tados, las resinas de permutacidén anidnica fuertemente
bisicas del tipo MR o poroso, y las resinas de permuta-
cién aniénica débilmente bAsicas del tipo MR o poroso,
se destacan excelentemente por la inmovilizacién de la
10 isomerasa de dextrosa,

ISOMIRIZACION

Se explica a continuacién un método de isomerizar
dextrosa con lsomerasa inmovilizada, obtenida de acuer-
do con la presente invenciédn,

15 : Ejemplos de dextrosa para el uso como materiales son:
dextrosa cristalina (contenido de dextrosa superior al
99%); dextrosa en polvo (aproximadamente 90%); jarabe de
glucosa (40 a 90%); e hidrol (50 a 60%).
3e disuelve cada una de estas clases de dextrosa a
20 una concentracidén comprendida entre 30 y 70% (de prefe-
rencia aproximadamente 60%) y se mezcla con MgCl2 0,001
- 0,01 M Se ajusta entonces la solucién e azflicar resul=
tante a valores de pH de aproximadamente 7,0 a 8,5 (de
preferencia pH 7,5 a 8,0) mediante NaOH & KOH. En este

25 caso, el MgCl, desempeiia la misién de un activador de la
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isomerasa. Se compacta en una columpa la isomerasa in-
movilizada, que se prepara sobre rosinssde permutacién
aniénica fuertemente bisicas del tipo MR o poroso, o
sobre resinas de permutacién anidénica débilmente bféisi-
cas del tipo MR o poroso. Manteniéndose la columna a
temperaturas comprendidas entre 60 y 702C, se hace pa—'
sar la solucidén a través de la misma con caudales com=-
prendidos entre 1 VS y 5 VS (comiunmente 1 a 2 VS),
Se determina la concentracibén de levulosa del

efluente, midiendo la rotacién éptica de la solucidn

con un polarimetro o mediante el método de cisteina-H,50,

-carbazol. En el caso de isomerizar dextrosa con isome-

rasa inmovilizada que se obtiene de acuerdo con la pre-

sente invencidn, resulta muy importente ajustar la solu-
cidén de dextrosa a valores de pH de aproximadamente

7,0 a 8,5, debido a que, como resultado, aumenta la es-

tabilidad de la enzima inmovilizada.

Para demostrarlo, se compacta 10 g de Amberlite
IRA-904, que es una resina de permutacidén anidnica fuer=-
temente bAsica del tipo MR, en cada una de cinco dife-
rentes columnas. Se equilibra cada columna con una solu~
cién reguladora de tris-HC1l 0,05 M (pH 7,5) que contiene
¥gCl, 0,01 M. Después de la equilibraciébn, se hace pasar
a través de cada columna una solucibn de 1Y00 unidades

de isomerasa cristulina, en la misma solucién regulado-

- 25 -



ra. Se hace pasar entonces cinco soluciones de dextrosa

al 60% separadas, cada una de las cuales contiene MgCl2

0,01 M a diferentes valores de pH de 6,0, 7,0, 7,5, 8,0

¥y 9,0, a través de las columnas respectivamente a 702C
5 y con un caudal de 1 VS,

Después de este procedimiento de isomerizacidém, se
mide la semivida de la isomerasa inmovilizada para cada
uno de estos diferentes valores de pH. En el disgrama
2 se muestra los resultados obtenidos, estando indicados

10 los valores de pH sobre el eje horizontal y estando tra-
zadas las semividas sobre el eje vertical. Segln resulta
evidente en dicho diagrama, es deseable mantener el valor
de pH de la solucién, que se debe isomerizar, aproximadé—
mente entre 7,0 y 8,5 de modo de mantener esteble la iso~

15 merasa inmovilizada durante la reacidn de isomerizacidn,

Cuando se lleva a cabo isomerizacidn continua de
dextrosa de acuerdo ccn l& presente invencibh, con isome-
rasa inmovilizada sobre Amberlite IRA-904, IRA-938 6
IRA-93, la canbided de isomerasa que se requiere para
producir 1 g de levulosa es aproximadamente 0,15 unida-

20 des. Cuando se emplea isomerasa inmovillzada sobre Diaion
PA-308 6 WA-30, este valor es aproximadamente 0,5 a 0,4
unidades, respectivamente. Por otra parte, el procedi-
miento convencional de isomerizacibén por tandas requiere
aproximadamente 1 unidad de isomerasa para producir 1 g

28 de levulosa. Por consigulente, se puede reducir considera-~
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blemente la cantiuad de isomerasa de dJextrosa mediante
un procedimiento de isomerizacién continua de acuerdo
con la presente invencidén. Ademds, la solucién resul-
tante de azlcar isomerizado es casi incolora. Se la
puede refinar apropiadamente por desalificacidn con
resinas de permutacién idnica. Evita el inconveniente

de decoloracién con carbén activo, que cominmente es ne-
cesaria en la isomerizacidén por tandas.

En el caso de isomerigzar dextrosa con isomerasa
inmovilizada sobre una resina de persutacién anidnica
macrorreticular fuertemente bésica, de acuerdo con la
presente invencidn, resulta ventajoso~ajusqar la solue-
cidén de dextrosa a un valor de pH de aproximadamente 8,0,
debido a gue como resultado aumenta la estabilidad de la
enzima inmovilizada,

Para demostrarlo, se compacta en cada una de va-
rias diferentes columnas, 10 g de Amberlite IRA-904, que
es una resina de permutacién aniénica fuertemente bisica
del tipo MR. Se equilibra cada columna con una solucidn
reguladora de tris-HC1 0,05 M (pH 7,5) que contiene
mgCl2 0,01 M. Después de la equilibracién, se hace pasar
a través de cada columna una solucién de 1YU0 unidades
de isomerasa cristalina, en la misma solucibén reguladora,
e hace pasar entonces soluciones separadas de dextrosa

al 60% cada una :e las cuales contiene Mg012 0,01 My

-27 -
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se las ajusta a diferentes valores de pH de 6,0, 70,
8,0 y 9,0 respectivamente, a través de las columnas
entre 60 y 702C y con un caudal de aproximadamente
1 Vs.

Después de este procedimiento de isomerizacidn,
se mide el contenido de levulosa del efluente de cada
una de las columnas. En el diagrama 3 se muestra los
resultados obtenidos, en que la escala vertical es el
contenido de levulosa y el eje horizontal es el tiempo
de operacibén para cada columna, en dias.

En el diagrama 3, la letra "a" identifica la linea
que es trazado del contenido de levulosa del efluente
de la columnsa operads a pH 8,0; la letra "b" identifica
la columna de pH 7,0; la letra "c" identifica la columna
de pH 6,03 y 1la letra "d" identifica la columna de pH
9,0. Seglin resulta evidente en el diagrama, resulta de-
seable mantener el valor de pH de la solucién de dextro-
sa, que se debe isomerizar, aproximadamente entre 7,0 y
8,5 de modo de mantener estable la isomerasa inmoviliza-
da, durante la reaccién de isomerizacién, y la isomera-
sa inmovilizada resulta mis estable aproximadamente a un
pH de 8.

31 se lleva a cabo la reaccibén insomerizacién con-
tinua aproximadamente a pH 8,0, se mantiene durante 15

dias el régimen de isomerizacidén en equilibrio (52% de

- 28 -



levulosa). Sin embargo, después de este tiempo, el ré-
gimen se reduce gradualmente, disminuyendo hasta la mi-
tad del valor inicial (26% en 22 dias. El tiempo en el
cual el régimen de isomerizacidén de una isomerasa inmo-

5 vilizada disminuye a la mitad del valor inicial se de-
fine como su "semivida'.

Segln se demostraréd mis adelante, la pureza de la
isomerasa de dextrosa, que se utiliza para inmovilizacidn,
ejerce poco efecto sobre la cstabilicad de la isomerasa

10 inmovilizada resultante, durante la reaccién de isomeri-
zacibn,

e compacta varlas columnas con 12 g cada una de
Amberlite IRA-904 (humeda), que es una resina de pergu-—
tacién anidnica fuertemente bisica del tipo MR. Después

15 de haberse equilibrado completamente la resina con una
solucién de MgCl, 0,01 M (pH 7,5), se alimenta respec=-
tivamente las columnas con: una solucién de 1000 unida-
des de isomerasa cruda (extraida de celulas por autbli-
sis); isomerasa de glucosa parcialmente purificada (se-

20 parada del Acido nucléico mediahte tratamiento con pro-
tamina); e isomorasa cristalina; en la misma solucidn,
Se hace passr entonces una solucidén de glucosa que con-

tiene MgCl, 0,01 M (pH 8,0) a btravés de la columna a

una temperatura de 702C y un caudal de 1 VS. Se comprue-

25 ba que las enzimas inmovilizadas, preparadas a partir
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de estas clases de isomerasa de dextrosa, tienen semi-
vidas de aproximadamente 17 dias cada una, no demostran-
do efecto adjudicable a la pureza de la isgsomerasa ini-
cial. En el caso de preparar industrialmente isomerasa
inmovilizada, resulta por lo tanto ventajoso emplear iso-
merasa de glucosa cruda.

Cuando se isomeriza continuamente glucosa mediante
los métodos descritos mAs arriba, la solucibn de azl-
car que emerge de columnas de resina que contienen levu-
losa es inicialmente responsable del 52% de la substan-
cia sb6lida, segln se indica en el diagrama 3. Se mantiene
este centenido de levulosa durante 10 a 15 dfas, Este
régimen de isomerizacidn (52%) es el valor de equilibrio
que se alcanza cuando se lleva a cabo la isomerizacién
bajo las condiciones indicadas més arriba, Sin embargo,
después de esto, el regimen disminuye gradualmente, re-
duciéndose a la mited del valor inicial, o sea 26%, en
17 a 22 dias,

REACTIVACION DE LA COLUMNA PARA ISONMERIZACION

CONTINUA
Se explicara ahora el método de reactivar las colum-
nas cuya actividad de isomerizacidn ha comenzado a dis—
minuir.
Primeramente se disuelve una isomerasa de dextrosa

en la misma solucién de glucosa de la utilizada para la

- 30 =



isomerizacién. Se hace pasar entonces una cantidad de

la solucidén de enzima resultante, que contiene 10 a 50
unidades ( de preferencia 25 a 50 unidades) de isomera-
sa por cada gramo de resina himeda, a través de las co-

5 lumnas al mismo caudal al cual se hace pasar la solucién
de glucosa que se debe isomerizar. A medida que pasa &
través de la columna, es adsorbida més enzima, al mismo
tiempo que se isomeriza la glucosa.

En esta manersa, las columnas de resina recobran su

10 regimen original de isomerizacibén (52%). Ademés, la iso-
merasa inmovilizada, que ha sido reactivada, manifiesta
la misma "semivida" que la original (17 a 22-dias). 5i
se replite este procedimiento, resulta posible llevar a
cabo la isomerizacibn sin recompactar las columnas mien-

15 tras duren las resinas de permutacidén idnica. Ademhs, se
puede mantener constante en la sigulente manera el conte-
nido de levulosa en el efluente de las columnas de resina,

a un determinado regimen de isomerizacidn de hasta apro-

ximadamente 52% (el valor de equilibrio normal). Cuando

20 se comprueba que disminuye el régimen de isomerizacidn,
ceglin se puede detectar por medicibén con un polarimetro,
se reaftiva de inmediato la columna de resina en la ma-
nera descrita mds arriba, ¢ también se puede reducir

gradualmente el caudal de modo de mantener constante el

25 répinen de isomerizacidn, y reactivar entonces la columna

4.5, -5 -
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en un momento apropizdo.

Una particularidad favorable de este método de
isomerizacidn continua es que el jarabe isomerizado re-
sultinte es casi incoloro. Para la refinacidén se nece-
sita solamente la desalificacidén con resinas de permuta-
cién ibénica. Por lo tanto, es innecesaria la decoloracién
con carbbén activo antes de la venta.

Segln se demostrarid ashora, la isomerasa de dextrosa
inmovilizada, que ha sido preparada adsorbiendo isomera-
sa sobre una resina de permutacibén anibnica fuertemente
b4sica del tipo MR o poroso, es superior a las preparadas
con otras resinas de permubtacibén iénicé, en lo que se re-
fiere a la capacidad de reactivacién.

Segln se describid més arriba, la Amberlite IRA-904,
que es una resina de permubacidén anidénica fuertemente bé-
sica del tipo MR, la Amberlite IRA=-93, gque es una resina
de peruutacidédn anidnica débilmente bhsica del tipo MR, ¥y
la Diaion WA-30 que es una resina de permutacién aniénica
débilmente bésica del tipo poroso, resultan excelentes
por su capacidad para adsorber isomerasa,.

Se compacta 10 g de cada una de estas resinas (hime-
das) respectivamente en tres diferentes columnas. Des-
pués de haber sido equilibradas las resinas completamente
con una solucidn de MgCi, 0,01 M (pH 7,5), se hace pasar

a través de cada una de las columnas una solucién de iso=
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merasa parcialmente purificada (1000 unidades) en la
misma solucidén. A 70°2C se hace pasur entonces glucosa,
que contiene NgCl, 0,01 M (pH 8,0) a travis de cada co-
lumna a un caudal de 1 VS,

5 Mediante un polarimetro se mide los regimenes de
isomerizacidén de las respectivas preparaciones de iso=-
merasa producidas con las diferentes resinas de permu-
tacién idnica (porcentajes de levulosa de la substancia
sblida en los efluentes que han emergido de las diferen-

10 tes columnas).,
Todas las preparaciones de cnzima muestran inicial-
mente un valor de levulosa del 52% en el efluente. Uin
embargo, con el transcurso del tiempo, este'valor dis=
nminuye gradualmente. Cuando ha disminufdo hasta 26% (la

15 nitad del valor inicial), se hace pasar a través de la
columna una solucidn de 250 unidades de isomcrasa en una
solucién de glucosa gque contiene MgCl, 0,01 M (pH 8,0)+
e continua entonces la reaccibén de isomerizacién con-
tinuando el paso de la solucidn de glucosa original a

20 través de la columna,

En el diagrama 4 se muestra los resultados obtenidosw
fn este diagrama, (1) indica los resultados para Amberlite
IRA-904, (2) para Amberlite IRA-93, y (3) para Diaion
WA-=30.

25 La isomerasa de dextrosa inrovilizada con Amberlite

2ry .4 - 33 -
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IRA-O04 recupcra el régimen inicial de isomerizacién
(52%) despubs de reactivacién. Ademés, después de la ac-
tivac%én demuestra la misma semivida inicial,

En el caso de isomerasa inmovilizada que ha sido
preparada con Amberlite IRA-93 y Diaion WA- 30, no se
logra por otra parte una regeneracidén completa del ré-
gimen inicial de isomerizacibén. Después de la reactiva-
cibén, la actividad aumenta solamente un poco, segun se
puede ver en el diagrama 4, cuando se emplea COmo porta—
dores estas resinas de permutacién anidnica débilmente
bésicas.

Se demostrard ahora la presente in;enciép mediante
varios ejemplos especificos., Todas las partes y porcen—
tajes son en peso, a menos que se indique lo contrario.

EJEMPIO 1
ISOMERTZACION CON ENZIMA INMOVILIZADA SOBRE AMBRRLITE

IRA 904

En una columna (% x 30 cm), se compacta 100 g de
Amberlite IRA-QO4, himeda, que es una resina de permuta-
cién anibnica fuertemente bisica del tipo MR (volumen
de lecho: 150 ml), y se equilibra con una solucibén re-
guladora de tris HCL 0,05 M (pH 7,5). Se hace pasar en-
tonces a través de la columna 400 ml de una solucién
de isomerasa de dextrosa parcialmente purificada (que

contiene 10.000 unidades de isomerasa) a un caudal de
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1 VS. Cuando ha pasado la totalidad de la solucidn de
jsomerasa a través de la columna, se hace pasar 2°V0
rl de agua a través de lé columna para eliminar por la-
vado cualquier isomerasa no adsorbida. Se retira enton—
5 ces de la columna la resina de permutacién ibnica y se
la mide con respecto a su actividad de isomerasa de glu-
cosa. Como resultado, se comprueba que cada gramo de
la resina (himeda) tiene una actividad de 28 unidades.,
In una columna (25 x 20 cm) que compacta 50 g de
10 esta isomerasa inmovilizada (him:da) (volumen del lecho
75 ml). Manteniendo la columna a unaltemperatura de 7020,
se hace pasar a través de ella una solucién de glucosa
al 60% ajustada a pH 8,0, con un caudal de 1 VS. El con-
tenido de levulosa del efluente es inicialmente 5% de
15 la substancia gélida y este valor se mantiene durante
15 dfas, Sin embargo, 20 dias més tarde el régimen de
isomerizacién disminuyé al 26%, que es la mitad del va-
lor inicial,
EJEMFLO 2
20 TSOMERIZACION CON ENXIMA INNOVILIZADA SOBRE DIARIOR PA-308

En una columna (3 x %0 cm) se compacta 100 g de
Diarion PA-308, himeda que es una resina de permubacidn
aniénica fuertemente bisica del tipo poroso (volfimen
de lecho 150 ml), y se equilibra con una solucidn de

25 Mg012 0,01 M ajustada a pH 8,0. Se hace pasar entonces a
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través de la columna 4Y0 ml de una isomerasa parcial-
mente purificada en la misma solucidn (que contiene
10.000 unidades de isomerasa) con un caudal de 3 VS.
Cuando ha pasado la totalidad de la solucidén de isome-
rasa a través de la columna, se hace pasar 2000 ml de
HZO a través de la columna para eliminar por lavado cual-
quier lsomerasa no adsorbida. Se retira entonces de la
columna la resina de permutacién idénica y se mide su ac-
tividad de isomerasa., Como resultado, se comprueba que
cada gramo de la resina (himeda) tiene una actividad de 20
unidades.

En una columna (2,5 x 20 cm) se compacta 50 g de es-
ta isomerasa inmovilizada (hameda) volumen'del lecho 75 ml).
Manteniéndo la columna & una temperatura de 702C, se hace
pasar a través de la misma una solucibén de glucosa &l
60% que contiene MgCl2 0,01 M y se ajusta a pH 8,0, con
un caudal de 1 VS. El contenido de levulosa del efluente
es inicialmente 52% de la substancia sélida. Este valor
se mantiene durante 6 dfas y luego disminuye al 26%, que

es la mitad del valor inicial, en el transcurso de 10

dias,
EJIIMPLO 5

TUOLIERIZACTION CON ENZTEA TNMOVILIZADA SOBR:, AMBERLI’];E
IRA~

En una columna (3 x 30 cm) se compacta 100 g de
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En una columna (3 x 30 cm) se compacta 100 g de
Amberlite IRA-93, himeda, que es una resina de permuta-
cidn aniénica débilmente bAsica del tipo MR (volumen de
lecho 164 ml), y se equilibra con una solucién de MgCl2
0,01 M gjustada a pH 8,0. Se hace pasar entunces a tra=~
1é6s de la columna 400 ml de una solucibén de isomerasa
parcialmente purificada en la misma solucidn (que con-
tiene 10,000 unidades de isomerasa), cun un caudal e
3 VS. Después de haber pasado a través de la columna la
totalidad de la solucidn de isomerasa, se hace pasar
2,900 ml de H,O a través de la columna de modo de elimi-
nar por lavado cualquier isomerasa no adsorbida. Se re-
tira entonces la resina de la columna y sé la mide con
respecto asu actividad de isomerasa., Cada gramd de la
resina (humeda) tiene una actividad de 17 unidades.

En una columna (2,5 x 20 cm) se compacta 50 g de
esta isomerasa inmoviiizada (himeda) (volumen del lecho
82 ml), Mantenlendo la columna a una temperatura de '702C,
se hace pasar a través de la misma una golucibn de glu-
cosa al 60% que contiene MgCl2 0,01 M y se ajusta a pH
a 8,0, con un caudal de 1 VS. Ll cuntenido de levulosa
del efluente es inicialmente 52% de la substancia sélida,
Este valor se mantiene durante 10 dias y luego disminuye

al 26%, que es la mitad del valor inicial, en el trans-

curso de 15 dias.
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EJ EMPLO &4
ISOMERLZACION CON ENZTMA IRMGVILIZADA SOBRE AMBERLITE

IRA-904

En una columna (3 x 30 cm) se compacta 100 g de
Amberlite IRA-904 humeds, que es una resina de permuta=-
cibén anidénica fuertemente bésica del tipo MR (volumen
del lecho 150 ml), y se equilibra con una solucién de
glucosa al 60% que contiene MgCl, 0,01 M, ajustada a
pH 8,0.

Se hace pasar entonces a través de la columna 2500
ml de una solucién de isomerasa cruda en la misma solu-
cién de glucosa (que contiene 10,000 ﬁnidaqes de isome-
rasa de glucosa), con un caudal de 3 VS. Degpués de ha=
ber pasado a través de la columna la totalidad de la so-~
lucidén de isomerasa, se hace pasar 4000 ml de agua a
través de la columna de modo de eliminar por lavado cual-
quier isomerasa de glucosa no adsorbida. Se retira en-
tonces de la columna la resina y se mide su actividad
de isomerasa. Cada gramo de la resina (himeda) demues-
tra una actividad de 15 unidades.

En una columna (2,5 x 20 cm) se compacta 50 g de
esta isomerasa inmovilizada (volumen del lecho 75 ml).
Manteniendo la columna a una temperatura de 702C, se hace
pasar a través de la misma una solucidén de glucosa al

60% que contiene MgCl, 0,01 M y se ajusta a pH 8,0, con
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un caudal de 1 VS. El contenido de levulosa del efluente
es inicialmente 52% de la substancia sdélida. lste valor
se mantiene durante 1% dias y luego disminuye al 26%,
que es la mitad del valor inicial, en el transcurso de
18 dfas.

EJERPTLO
DEMOSTRACION CON UNA CONCLENTRACION DE DEXTRODA Dis 60%

Se prepara 50 g de la isomerasa inmovilizada, adsor-
biendo isomerasa sobre rosina Amberlite IRA-Q04 de acuer-
do con el procedimiento descrito en el Ejemplo 1. Se compac-
te la isomerasa fijada sobre la resina en una columna
de 2,5 x 20 cm (volumen del lecho 75 ml). Se. hace pasar
entonces solucidén de glucosa al 60%, pH 8,0, que contiene
MgCl2 0,01 M a través de la columna a 602C y se recoge el
efluente. Bl contenido de levulosa del efluente es ini-
cialmente 52% de la substancia sdlida. Lsbte valor se man~
tiene durante 10 dias y luego disminuye gradualmente a
26% en 40 dias.

BJ MFLO 6
I30NERISACION CONTINUA COGN LA ENZIMA INMOVILIZADA SOBRIE

AMBERLITE-G04

En una columna (2,5 x 20 cm) se compactz 50 g de
Axberlite IRA-904, himeda, que es una resina de permubto-
cibén anidnica fuertemente béAsica del tipo MR, Con la re-

sina equilibrada mediante una solucibn de Mg012 0,01 N,
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se ajusta a pH 8,0, se hace pasar a través de la colum—
na 3000 ml de una solucidn de isomerasa de dextrosa 7
cruda en la misma solucidén (que contiene 5000 unidades
ae isomerasa) con un caudal de 3 VS. Después de haber
pasado la totalidad de la solucldén de isomerasa a través
de la columna, se hace pasar a través de la misma una
solucién de dextrosa al 60% que contiene MgCl, 0,01 M

¥y ajustada a pH 8,0, con un caudal de 1 VS a 709C,

Se mide el régimen de isomerizacién mediante uh
polarimetro y se expresa como porcentaje de levulosa
de la substancia s6lida en el elfluente de la columna,

El regimen permanece en 52% (valor de equilibrio) du-
rante los primeros 12 dias. Sin embargo, después de esto
disminuye gradualmente y se ha réducido a 26% al decimo
séptimo dia.

Se hace pasar entonces a través de la columna 1500
mlde una solucidbn de isomerasa en una solucidén de dex-—
trosa al 60% que contiene MgCl2 0,01 M y se ajusta a
pH 8,0 (que corresponde a 2500 unidades de isomerasa),
con un caudal de 1VS, Se continGa entonces la reaccidén
de igomerizacidén haciendo pasar la misma solucién de dex-
trosa (sin isomerasa) a través de la columna bajo las
mismas condiciones que las utilizadas para la reaccidn
de isomerizacién.

Como resultado de este procedimiento, la columne de
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resina recupera su régimen original de isomerizacidn
de 52%, y conserva este valor durante otros 12 dfas.
Sin embargo, en los 5 dias siguientes, el régimen de
igomerizacién disminuye al 26%. Se reactiva entonces
nuevamente la columna de resina en la misma manera. Re-
torna nuevamente por completo a su actividad inicial.,
EJEMPLO 7
TSOMERIZACION CONTINUA CON ENZIMA INMOVILIZADA SOBRE
DIAION PA-308

En una columna (2,5 x 2,0 cm) se compacta 50 g de
Diaion PA-308 htmeda, que es una resing de permutacién
anidénica fuertemente bisica del tipo poroso.- Después de
haber equilibrade la resina con una soluciéh de MgCl2
0,01 M ajustada a pH 8,0, se hace pasar a través de la
columna 200 ml de una solucién de igomerasa de dextrosa
parcialmente purificada en 1 mi 1 solucibédn (que con-
tiene 5000 unidades de isomerasa) con un caudal de 1 VS,

Se hace pasar entonces a través de la columna una So-
lucidén de dextrosa al 60% que contiene MgCl, 0,01 M ¥
se ajusta a pH 8,0, con un caudal de 3 VS manteniendo la
columna a 770°2C., Mediante un polarimetro se mide continua-
mente el régimen de isomerizacidén. Permanece a 52% duran=-
te los 3% dims iniciales, y comienza a disminuir gradusl=
mente después. Se reduce entonces el caudal de la solu-

cidn de dextrosa de tal manera que se logra mantener a
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52% el régimen de isomerizacién. kste procedimiento se
hace posible mediante la reduccién del caudal de la so-
lucién de dextrosa a razdn de 0,25 VS cada dia.

10 dias después del momento de iniciar la reduccidn
del caudal (cuando el caudal disminuyé hasta 0,5 VS),
se hace pasar a través de la columna 100 ml de una solu-
cibén de isomerasa en una solucién de dextrosa al 60%
que contiene MgCl2 0,01 M y ajustada a pH 8,0 (que corres-
ponde a 2500 unidades de igomerasa de glucosa), con un
caudal de 0,5 VS. Después de esto se continla la reaccidn
de isomerizacidén haciendo pasar la solucidén de dextrosa
(sin isomerasa) a través de la columna al caudal inicial,
es decir 3VS, Repitiendo este procedimiento, resulta po-
gsible continuar la isomerizacidén a un régimen de isome-
rizacién de 52% nmientras dura la resina de permutacidn
ibnica. Resulta innecesario recompactar la columna duran-
te el perlodo.

EJEMPLO 8

T30MERTIZACION CONTINUA CON BNZIMA INMOVILIZADA SOBRE

AVBERLITE IRA-904

En una columna de 2,5 x 20 cm (volumen del lecho
75 ml) se compacta 50 g de resina Amberlite IRA-904 hi-
meda, que es una resina de permutacién anidénica fuertemen-
te basica del tipo MR. Se equilibra la resina con una so-

lucidn de Mg012 0,01 M ph 8,0 y luego se hace pasar a tra-—

- 42 =



10

15

20

25

24.9.74

vés de la columna 200 ml de solucidén de isomerasa que

contiene 5000 unidades de isomerasa, con un caudal de

1 Vs,
bespués de haber pasado la totalidad de la solucién

de isomerasa a través de la columna, se hace pasar a tra-

vés de la misma una solucidn de dextrosa al 60%, pll 8,0,

que contiene NgCl, 0,01 M con un caudal de 2,5 VS a 609C,
Con un polarimetro se mide continuamente el régimen de
isomerizacidén del efluenﬁa. Se comprusba el régimen de
isomerizaéién es inicialmente 45% y se le mantiene constan-
te (45%) reduciendo el caudal de la solucidn de dextrosa

a razén de 0,04 VS por dfa. Cuando el caudal disminuyd

SaMr S
por debajo de 0,5 VS después de 50 dias, se hace pasar

a través de la columna 5000 unidades de isomerasa, disuel-
ta en 200 ml de la solucién de dextrosa, a razén de 0,5
VS para reactivar la resina,

Se continfia entonces la reaccién de isomerizacién
haciendo pasar la solucién de dextrosa (sin isomerasa)
a través de la columna con un caudal de 2,3 VS5, lo cual

da un regimen de isomerizacidn del 45%. Se reduce el cau-

dal en la misma manera que la mencionada mAs arriba. Re-
pitiendo este procedimiento, resulta posible continuar la
isomerizacidn al nivel de 45%, mientras dura la resina.

CONCi U3IONES

fn general se puede usar las preparaciones de enzima
inmovilizadas, de acuerdo con la presente invencién, para

igomerizar dextrosa a un pH comprendido en la gama de
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aproximadamente 6 a 9, y a una temperatura comprendida
en la gama de aproximadamente 20 a 802C. Sin embargo,
aunque el proc:dimiento de la presente invencidén no se
encuentra necesariamente limitado a estas gamas, la gama
5 méds preferida para el pH es 7,0 a 8,5, o mis preferible-
mente 8,0, y para la temperatura 60 a 702C. La solucién
de dextrosa que se dete isomerizar puede tener casi cual-
quier concentracién utilizable deseada. Para fines préc-—
ticos, una concentracién de 40% de azicar, en un jarabe

10 de glucosa, representa por lo general el limite superior
de utilidad pr&ctica. Sin embargo, el procedimiento pue-
de operarse a cualquier concentracién a la. cual se produz-
ca contacto, ya sea en una configuracidn por tandas o
continua.

15 Las resinas que se utilizan para poner en practica
la presente invencidén son en forma de particulas, para
permitir buenas propiedades hidréulicas en el reactor
de isomerizacidn. Las particulas de la resina se carace
terizan por la presencia, a través de toda la matriz po-

20 limera de cada particula, de una red de pores que provee
una elevada Area superficial para adsorcidm y contacto.

Aunque se ha descrito aqui principalmente lcs com=-
puestos de enzima inmovilizada principalmente con refe~
rencia gl uso en columnas, son también Gtiles para la

25 isomerizacién en cualquier forma en la cual se los puede
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llevar convenientemente en contacto con el licor de
alimentacién de dextrosa. Por lo tanto se puede utilizar
columnas, prensas de filtro o cualquier clase de dispo-
sitivos o sistemas de contacto.

Aunque se ha descrito la presente invencidn con
referencia a formas especificas de llevarla a la préc-
tica, se comprenderd que es susceptible de otras modi-
ficaciones y que la presente solicitud abarca cualquler
variante, uso o adaptacién de la invencidén, siempre que
en general sigan los principlos de la presente invencién
e incluyendo cualgquier diferencia con la presente inven-
¢ibén que quede comprendida dentro de la préctica conocida
o acostumbrada en la técnica & la cual pertenece la pre-
sente invencidén y tal como se la puede aplicar a las par-
ticularidades esenciales mencionadas més arriba, y dentro
de lo que quede comprendido en el alcance de las reivin-
dicaciones que se acompaia,

El significado de las magnitudes representadas en
las gréAficas de los dibujos es el siguiente:

Piguras 1, 3 v 4.-

Eje de ordenadas : % de levulosa (en substancia

sélida)
iije de avscisas : tiempo de operacién en columna
(dias)
- 45 -



Eje de ordenadas : semi-vida (dfas)

pH

Eje de abscisas

-~ REIVINDICACIONES -

10

Los puntos de invencidn propia y nueva
gue se presentan pare gque sean objeto de egta soli-
15 citud de Patente de Invencidn en Espafia, por VEINTE
afios, son los que se recogen en las reivindicacio~
nes siguientes: _
18,~ Un procedimiento para preparar un
compuesto de isomerasa de dextrosa immovilizada, ca-
20 racterizado por adsorber isomerasa de dextrosa sobre
wna resina de permutacibn aniénice fuertemente bdsi-
ca de tipo macrorreticulado o poroso poniendo una so-
lucibn que contiene iscmerasa de dextrosa en contacto
con la resina de permutacién idnica,

25 28,~ Un procedimiento de acuerdo con la

23-9-76 - 46 -
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reivindicacidn 18, caracterizado porque dicha resina de
permutacién bdsica tiene en toda la matriz polimera de
sus particulas una red de poros que proveen un 4res Su-
perficial de adsorcién,

38,~ Un procedimiento de acuerdo con
las reivindicaciones 18 o 28, caracterizado porque la
resina de permutacidn estd en forma de particulas.

48,~ Un procedimiento de acuerdo con
la reivindicacidén 12, caracterizado porque una solucién
de la enzima se pone en contacto con una resina de per-
mutacién anidénice en forma delparticulas porosas, carac-
terizéndose dicha resina por ié Presencia, en toda la
matriz polfmera de sus part{culas de una red de poros
que proveen un dreg superficial de adsorcién,

58,- Un procedimiento de acuerdo con
la reivindicacién 48, caracterizado porque la resina es
una resing de permutacién aniénica mescrorreticular,

648.,~ Un proocedimiento para preparar
un compuesto de isomeresa de dextrosa inmovilizada.

Tal y como se he descrito en la le-
moria gque antscede, representado en los dibujos gue se

acompafian y para los fines que se han especificado,.
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