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ANTECEDENTES ¥ TECNICA ANTERIOR

Las enzimas son materiales bien conocidos que
se emplean generalmente como catalizadores para efectuar -
reacciones especificas, Por ejemplo, laglucosa-isomerasa
cataliza la isoﬁerizacién de glucosa (dextrosa) a fructosa.
Una amilasa cataliza la hidrdlisis de almidén para formar‘
fragmentos que se identifican como dextrosa, maltosa y azi-
cares superiores. Una glucosa-oxidasa puede catalizar la
oxidacidén de glucosa, una catalasa puede activar la descom-
posicidn de perdxido de hidrdgeno en agua y oxigeno, y una
amiloglucosidasa cataliza la hidrélisis de almiddén para pro
ducir glucosa. Tales reacciones enzimdticas pueden tener
lugar en un reactor discontinuo, mezclando la enzima en for
ma de disolucidn o dispersada'con los demés .componentes de
la reaccibén, Se prefiere inmovilizar la enzima sobre un so
porte adecuado y hacer fluir contingamente los materiales
de partida a través de uﬁ lecho de la enzima inmovilizada,
para obtener un producto final que tiene las caracteristicas
deseadas.

En la técnica anterior erasmbido que la enzima
inmovilizada pierde parte de su actividad por el uso prolon-
gado. Para compensar esta actividad enzimtica reducida, en
la técnica’ anterior se empleaban dos métodos generales. A

medida que la actividad enzimdtica disminuye, el caudal del

material de partida se disminuye también para aumentar el

tiempo de contacto entre la enzima inmovilizada y el materia
que se hace reaccionar. Esta técnica puede dar un producto

que tiene las conversiones deseadas, pero tiene la desventa-
ja de llegar finalmente a caudales de produccidn indtilmente

bajos.,
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Otra técnica anterior implica un cambio en las
condiciones de reaccidn para compensar la reduccidn de acti
vidad enzimdtica. Un ejemplo es la Patente de los EE.UU,
n® 3,847,741, que describe que la glucosa-isomerasa inmovi-
lizada puede exﬁonerse a temperaturas elevadas para aumen-
tar la actividad enzimitica reducida por la otra razdn, y
prolongar asi la vida 4til de la enzima. Esta técnica tie-
ne la desventaja de requerir un cambio en las condiciones
de trabajo para conseguir una velocidad de produccidn sus-
tancialmente constante y una composicidn de producto sustan
cialmente constante. En cualquier caso, esta técnica es
s6lo una solucidn a corto plazo, ya que finalmenté las con
diciones de reaccién alteradas son tan severas que deterio
ran la enzima,

Asi, se precisa en la técnica de las enzimas
un procedimiento que pueda tener un caudal sustancialmente
constante, una velocidad de produccidén sustancialmente cong
tante, y condiciones de reaccidn sustancialmente constan-
tes, Tal procedimiento minimizaria cualquier fluctuacidn

en el proceso global, tanto aguas arriba como aguas abajo

del reactor de la enzima,

RESUMEN DE LA INVENCION

- Seglin la presente invencidn, se proporciona un

procedimiento perfeccionado para efectuar reacciones enzi-

‘méticas, que comprende hacer pasar un material de partida

]
a través de al menos dos reactores conectados en serie, con|

teniendo conjuntamente dichos reactores material de enzima

que aporta una actividad enzimdtica total suficiente para

obtener la composicidén de producto deseada a un caudal pre-

viamente determinado y bajo condiciones de reaccidn prede-




15

20

25

30

48 = estabilidad enzimitica media
‘49 - enzima mids estable
50 = enzima menos estable

Hojn ntm. =l ) 190117

terminadas, y después mantener la actividad enzimitica glo-
bal total de los reactores de.la serie en un Qalor sustan-
cialmente constante a pesar de la reduccién en la actividad
de dicha enzima con el tiempo, afiadiendo periddica o conti-
nuamente a uno de los reactores de la serie material de enzi
ma suficiente para compensar dicha reduccidn en la activi-
dad de la enzima.

La presente invencidén comprende también un apa-
rato especifico para efectuar tal procedimiento de reaccién
enzimdtica,

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

-

La Figura 1 es un dibujo esquemdtico de varios
reactores enzimiticos y las tuberias y vilvulas asociadas,
que se emplean para realizar una forma del proceso y el apa
rato de la presente invencidn, y en la que se muestran va-
rios ciclos de funcionamiento en las subfiguras (a)-(g).

La Figura 2 es un grafico que ilustra las rela-
ciones de la duracidén de un ciclo en funcién de la utiliza-
cidén de enzima y la altura de la columna de enzima en el -
reactor cuando se emplea la presente in&encién;. En dicha
figura en el eje horizontal se ciclo en dias, En el eje ver

tical izquierdo la utilizacidn relativa de la enzima, En el

eje vertical derecho la altura relativa de la columna,

La Figura 3 es un grafico que ilustra las rela-
ciones del tiempo de funcionamiento en el eje horizontal en
dias en funcién de la adicidén de enzima en el eje de ordena

das en columnas/dia, cuando se pone en préctica el procedi-
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miento de la presente invencidén. Los puntos representados
por o4& 9 x + se refieren a ciclos de 20, 30, 40, 50, 60

y 70 dias.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

Con fines ilustrativos, el procedimiento de la
presente invencidn se describiri en detalle con respecto a
la isomerizacidn de glucosa a fructosa, catalizada por glu
cosa-isomerasa. Es sabido en la técnica que esta reaccidn
enzimatica puede convertir una disolucidn que contiene glu-
cosa, en la que sustancialmente todo el contenido de aziica-
res es glucosa, en una disolucidn que contiene fructosa en
la que los sélidos disueltos contienen alrededor de 43 a 45

por ciento en peso de fructosa. Esta conversidn tiene lugar

dor de 60%C,

La glucosa-isomerasa Gtil en este procedimiento
es bien conocida, y puedé obtenerse de varias fuentes. La
enzima puede inmovilizarse también por varias t&cnicas bien
conocidas., Se prefiere que la glucosa-igomerasa esté produ-

cida a partir de Streptomyces olivaceus NRRL 3583 o mutantes

del mismo, como se describe en la Patente de los EE.UU, n2
3.625,828, y se inmovilice usando glutaraldehido coﬁo se des
cribe en la Patente de los EE,UU. n2 3,779,869,
La disolucidén que contiene glucosa usada como ma
terial de partida puede ser cualquiera de los jarabes bien
conocidos obtenidos por conversidn por &cido o por enzimas
de almidén, tal como almiddén de maiz, En particular, el ma-
terial de partida es una disolucidn de azficares inferiores
obtenidos por conversién de almiddén por medio de amilasa y

amiloglucosidasa, Esta disolucidn contiene preferiblemente
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alrededor de 30 por ciento en peso de sdlidos disueltos, de
los que alrededor del 95 por ciento en peso son glucosa.

- Haciendo referencia a la Figura 1(a), se descri
bird el nuevo proéedimiento con referencia a dos reactores
enzimiticos 10 v 11 en serie. Puede usarse un tercer reac-
tor 12 cuando uno de los demds reactores se retira para va-
ciarlo, Todos los reactores son de construceidn similar y
tienen una vdlvula de entrada indicada por 13, 14 y 15, res
pectivamente, y una vdlvula de salida indicada por 16, 17
y 18, respectivamente, La entrada 19 de material de parti-
da comunica con la vdlvula de entrada 13 a través de la val
vula 20 y la conduccidn 21. La entrada 19 puede comunicar
con la valvula de entrada 1u ﬁor medio de la védlvula 22 y
la conduccidn 23, La entrada 19 puede también comunicarse
con la vilvula de entrada 15 a través de la vdlvula 24, la
conduceidn 25, la vdlvula 26 y la conduccidn 27. La salida
de producto 28 puede comunicar con las vllvulas de salida
18, 17 ytls a través de la vdlvula 29, la conduccidn 30, la
védlvula 31, la conduccién 32, la vadlvula 33, la conduccidn
3%, la vdlvula 35 y la conduccidn 36 en serie, y a través
de la conduccidn en paralelo de la vdlvula 37, la conduc-
cibn 38 y la vdlvula 39, tal como se muestra. La conduc-

cién 34 estd conectada con la conduccidén 23 a través de la

conducciénruo, la vélvula 41 y la conduccidén 42, La conduc

cidn 32 estd conectada con la conduccidn 27 a través de la
conduceién 43, la valvula 44, la conduccién 45, y la vdlvu
la 46, tal como se muestra,

Al comienzo de un ciclo de funcionamiento ini-
cial o una subsiguiente similar, el reactor 10 contiene su-

ficiente material de glucosa-isomerasa inmovilizado 47, que
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tiene una actividad adecuada, de tal modo que un s8lo paso
de disolucidn que contiene glucosa a través del mismo en

condiciones adecuadas de temperatura, pH y tiempo, da un

_producto que tiene el contenido de fructosa deseado. La tra

vectoria de paso de la disolucidn que contiene glucosa es a
través de dos reactores 10 y 11 en serie. Como se muestra
en la Figura 1(a), esta trayectoria desde la entrada 19 a

la salida 28 atraviesa la vdlvula 20, la conduccidén 21, la
vdlvula 13, el reactor 10, la vdlvula 16, la conduccién 36,
la valvula 35, la conduceidn 34, la conduccidn 40, la vilvu-
la 41, la conduccidn 42, la conduceidn 23, la vdlvula 14,

el reactor 11, la vélvula 17, la conduccidén 32, la vilvula

31, la conduccidn 30 y la vdlvula 28. Inicialmente, el reac

tor 1l puede estar vacio o puede contener una pequefia can-
tidad de material de enzima 47, como se explicarid mis ade-
lante,

A medida que 'prosigue la reaccidn de isomeriza-
cidn, la actividad del material de enzima 47 en el reactor
10, asi como cualquier enzima 47 en el reactor 1ll, empieza
a disminuir. Entonces se hacen adiciones periddicas de en-
zima de nueva aportacidn 47 al reactor 11, a través de una
entrada adecuada (que no se muestra), para mantener la acti
vidad enzimdtica total en los reactores 10 y 11 en un nivel
deseado sustancialmente constante. Se entiende que podria
hacerse una adicidn lenta continua de enzima de nueva apor-
tacidn 47 al reactor 11 para conseguir el mismo reéultado.
Esto permite que el caudal de material liquido desde la en-
trada 19 a la salida 28 se mantenga en un nivel sustancial-
mente constante, manteniendo al mismo tiempo sustancialmen-

te constantes las condiciones de reaccidn en los reactores




10

15

‘20

25

30

‘dad de enzima 47, como se explicard mis adelante.

el mismo nivel de enzima que los demds reactores, se defi-

Hoja nim. -8- _1._99“-7

10 y 11, y un contenido de producto sustancialmente constan
te a la salida 28. 7
Finaimente, el reactor 1l se llenarid de enzima
47 hasta el mismo nivel de la enzima 47 en el reactor 10.
Esto se muestra en la Figura 1(b). La actividad de la en-
zima 47 en el reactor 10 ha disminuido entonces sustancial
ménte, y;puede desecharse, Para retirar el reactor 10 de
la serie de reactores y afiadir el reactor 12 a la misma,
las v&lvulas 13, 16, 22, 41, 44, u6, 15, 18 y 31 se pasan
a las posiciones mostradas en la Figura 1(e¢). Latrayecto-
ria de paso del fluido desde la entrada 19 a la salida 28
se hace entonces a través de la vdlvula 20, la conduccidn
21, la vdlvula 22, la conduccidén 23, la vdlvula 14, el reag
tor 11, la vdlvula 17, la conduccidn 32, la conduccidn 43,
la vélvula u4, la condﬁccién us, la'vélvulg 46, la conduc-
cidén 27, la vAlvula 15, el reactor 12, la vdlvula 18, la
conduccidn 30 y la valvula 29, Inicialmente, el reactor

12 puede estar vacio, o puede contener una pequefia canti-

El periodo de tiempo entre la entrada inicial
de material de partida en la serie de reactores (reactor
10) y el llenado del reactor de la serie que inicialmente

contiene menos enzima (reactor 11) hasta sustancialmente

ne como ciclo de funcionamiento. Al final del ciclo de -
funcionamiénto mostrado, el primer reactor de la serie -
(reactor 10) contiene la actividad de enzima mis agotada,
y se retira de la serie para su vaciado, Un reactor sin
llenar, que contiene sustancialmente menos material de en -

zima que los demds reactores (reactor 12) se afiade como -
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@1ltimo reactor de la serie, tal como se ha descrito antes,
Después se hacen al reactor recién afiadido 12 adicibnes pe
riddicas o continuas de enzima, a través de una entrada ade
cuada (que no se muestra) en un nuevo ciclo de funcionamien
to. Esto se muéétfa en las Figuras 1(ec) y 1(d). El reac-

tor 10 se vacia a través de una salida adecuada (que no se

muestra)

Al final del segundo ciclo de funcionamiento,
las vdlvulas se pasan a las posiciones mostrédas en la Fi-
gura 1(e) situacidn en la que el reactor 11 contiene la ac
tividad de enzima més agotada y se retira de la serie, el
reactor 12 se transforma en el primer reactor, y el reactor
10 anteriormente vaciado se afiade como segundo reactor de
la serie. Con esta disposicidn, la trayectoria de paso del
fluido desde la entrada 19 hasta la salida 28 se hace a tra
vés de la vdlvula 24, la conduccidn 25, la v&lvula 26, la
conduceidn 27, la vdlvula 15, el reactor 12, la vdlvula 18,
la conduccién 30, la vdlvula 31, la conduccién 32, la val-
vula 33, la conduccidén 34, la conduccidn 40, la védlvula 41,
la conduccién 42, la conduccidn 23, la valvula 22, la con-
duceidn 21, la vdlvula i3, el reactor 10, la valvula 16, la
la conduccidn 36, la vdlvula 39, la conduccidn 38 y la val-

vula 37. ‘Despuds se hacen adiciones peribdicas o continuas

de enzima al reactor 10 recién afiadido, a través de una en-

trada adecuada (que no se muestra). Después se vaclia el -
reactor 11 a través de una salida adecuada (que no se mues
tra),

Al finalizar el tercer ciclo de funcionamiento
mostrado en la figura 1(f), las valvulas se pasan a las po-

siciones mostradas en la Figura 1(g), situacibén en la que -
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el reactor 12 se retira de la serie, y el reactor 10 se frarg
forma en el primer reactor de la serie, y el reactor 11 an-
tes vaciado se afiade como segundo reactor de la serie. El

reactor 12 se vacla a través de una salida adecuada (que no
se muestra). La trayectoria del fluido mostrada en la Figud

ra 1(g) es idéntica a la de la Figura 1(a), y los tres ci-

frecuentemente como se desea para efectuar una operacidn cop
tinua.

Por la descripcidn anterior puede verse que ca
da reactor estd en marcha durante dos ciclos de funcionamien
to., Cada reactor inicialmente vacio se va llenando durante
un ciclo, y después se usa como primer reactor de la serie
durante el ciclo siguiente. Si afin hay alguna actividad en-
zimdtica residual en un reactor cuando se retira de la se-
rie, el reactor que se afiade a la serie ha de contener una
cantidad inicial de enzima de actividad sustancialmente -
igual a tal actividad residual, para mantener la actividad
global en la serie en un nivel sustancialmente constante.

Aunque en la descripcidén anterior s emplean
dos reactores en serie con un tercer reactor wcio en espera
de ser empleado, se entiende que, en ciertas condiciones de
trabajo, puede prescindirse de este tercer reactor. En es-
te caso, el reactor agotado podria vaciarse rdpidamente y
aespués conectarse de nuevo como reactor vacio o como reac-
tor que gontiene una pequefia cantidad de enzima, sin afectar
sustancialmente a la operacidn global.

En la descripcidn que sigue se cuantifican algu
nas de las condiciones de trabajo implicadas en la préctica

del procedimiento de la presente invencidn. Se ha encontradd
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por ejemplo, que la glucosa-isomerasa iqpovilizada de estébi1
lidad media puede mantener su plena actividad durante alrede
dor de 20 dias de funcionamiento. Después disminuye a alrede-
dor del 50 por ciento de su actividad al cabo de 40 dias, y &
una actividad de alrededor de cero al cabo de 60 dias. Para

mostrar los efectos de enzimas que tienen diversas velocida-
des de descenso de actividad, se describird ahora el funcio-
namiento del procedimiento mejorado usando, respectivamente,
una enzima de estabilidad media, una enzima menos estable y
una enzima més estable. En uno de los casos se supone que la
enzima es menos estable que el promedio, y su actividad permg
nece constante durante 20 dias, disminuyendo hasta cero al cg
bo de 40 dias. En otro.caso se supone que la enzima es mis

estable que el promedio, y su actividad permanece constante

durante 20 dias, descenéiendo a cero al cabo de 100 dias. Se
suponen también ciertas definiciones y condiciones. Se supone
que la velocidad de produccidn del producto deseado es cons-
tante en todo momento, se supone que el caudal de material dd
partida es constante, y tambi&n que son constantes las condi-
ciones de reaccidn de temperatura y pH, asi como la actividad
inicial de enzima por uniﬁad de volumen de lecho compacto. La
utilizacidn de enzima se define como unidad cuando uno de losg
reactores se hace funcionar 20 dias y la enzima se desecha.
Lg altura de columna o profundidad del lecho de enzima ihmovi
lizada se define como la unidad cuando un sdlo reactor hecho
funcionar en las condiciones anteriores tiene una enzima de
una actividad del 100 por cien y da un producto que tiene las
caracteristicas deseadas. Todos los resultados que se discu-
ten més adelante se basan en condiciones de régimen o equili-

brio, que generalmente se alcanzan al cabo de varios ciclos
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de funcionamiento,

La Figura 2 es.gna gridfica que ilustra las re-
laciones de la duracidén del ciclo de funcionamiento en fun-
cidn de la utilizacidn de la enzima y la altura de las colun
nas de enzima eﬂ los reactores distintos al reactor que iniJ
cialmente contiene menos enzima que los demds. Las curvas
llenas (continuas) 48 representan los resultados cuando se
emplea una enzima de estabilidad media (la actividad descien
de a cero al cabo de 60 dias)., Las curvas de trazos 49 re-
presentan los resultados cuando se emplea una enzima mis es
table (la actividad desciende a cero al cabo de 100 dias).
Las curQas de trazos 50 representan los resultados cuando
se emplea una enzima menos estable (la actividad desciende
a cero al cabo de 40 dias),.

Puede verse que a medida que aumenta el ciclo
de funcionamiento, la utilizacién relativa de la enzima dis
minuye, y aumenta la altura de columna relativa de la enzi-
ma. Las condiciones tipicas de funcionamiento puedén vefse
directamente en la Figura 2, Si se usa, por ejemplo, una
enzima de estabilidad media y un tiempo de ciclo de funcio-
namiento de 40 dias, la altura de columna relativa de la en
zima es 1,02, vy la utilizacidn relativa de la enzima es de
0,51. Si se emplea la enzima menos estable en el mismo ‘tiem

po de ciclo, la altura de columna relativa de enzima es de
se emplea la enzima mas estable en el mismo tiempo de ciclo,
utilizacidn relativa de la enzima es de 0,39.

La figura 2 puede usarse también para determinar

ajustes en el tiempo de ciclo de funcionamiento y la altura
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de columna relativa de la enzima en las nuevas condicioneé
de equiliﬁfio requeridas por las variaciones de la estabili
dad de la enzima de un lote a otro, para mantener un caudal
constante, unas condiciones constantes de reaccién, y carac
teristicas constantes de velocidad de produccién. Estos -
ajustes se dividen preferiblemente en dos categorias. En pri]
mer lugar, el tiempo de ciclo puede mantenerse constante, y
puede variarse la altura de columna relativa de la enzima en
las nuevas condiciones de equilibrio. En segundo lugar, pue
de mantenerse constante la altura de columna relativa de la
enzima, y puede variarse el tiempo de ciclo. También se sy
pone, sblo con fines ilustrativos, que las curvas 49 y 50
representan los limites exteriores de la estabilidad de la
enzima,

~ En uno de los casos, por ejemplb, se supone que
el tiempo de un ciclo de funcionamiento se mantiene cons-
tante usando la forma de aparato de la Figura 1. Si la en-
zima de nueva aportacién que se estd afiadiendo al reactor
11 (Fig. 1(a)) es, por ejemplo, menos estable que la enzima
que ya estd presente en el reactor 10, la velocidad deali-
cidén de enzima al reactor 1l tiene que aumentarse, y el ni-
vel de material de enzima 47 présente en el reactor 1l al fi
nal del ciolo de funcionamiento (Fig, 1(b)) serd més alto
que el que hay en el reactor 10, Esto se debe al hecho de
que se necesita afiadir un mayor volumen de enzima menos es-
table al reactor 1l en el mismo tiempo de ciclo de funciona
miento para lograr la misma actividad de enzima al final de
cada ciclo. 8i la enzima de nueva aportacidn que se estd
aftadiendo al reactor 12 (Fig. 1(c)) tiene la misma inferior

estabilidad que la enzima afiadida al reactor 1ll, el nivel
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de material ée enzima 47 presente en el reactor 12 al final
del ciclo de funcionamiento (Fig. 1(d)) serd al ﬁenos tan
alto como en el reactorlll, y puede ser un poco mis alto.
Si la enzima de nueva aportacidn que se afiade al reactor 10
(Fig. 1(e)) tieﬂe la misma estabilidad que la afiadida al -

reactor 12, el nivel de material de enzima presente en el

- reactor 10 al final del ciclo de funcionamiento (Fig. 1(f))

serd sustancialmente igual que en el reactor 12. Siempre
que la estabilidad de la enzima se mantenga constante, las
condiciones de equilibrio en los reactores se conseguiran
al cabo de varios ciclos de funcionamiento. Cualquier cam-
bio en la estabilidad de la enzima de nueva aportacidn que
se estd afiadiendo da como resultado nuevas condiciones de
equilibrio al cabo de varios ciclos de funcionamiento adi-
cionales. Si la enzima de nueva aportacién que se estd afia
diendo es mds estable que la anteriormente usada, la veloci
dad de adicibn de enzima se disminuir&, y la proporcidn de
enzima presente en los reactores sé disminuird, por las ﬁig
mas razones dadas antes. El nivel de enzima se reducira -
cuando entra en la serie cada nuevo reactor, hasta que se al
cancennuevas condicidnes de equilibrio.

La Figura 2 muestra relaciones de equilibrio
entre el tiempo de ciclo y la altura de la columna de enzi-
ma. Si ha de mantenerse un ciclo de funcionamiento de 40 -
dias, ﬁor ejemplo, puede verse en la Figura 2 que los reac-
tores han de disefilarse de modo que sean capaces de trabajar-
con una enzima menos estable a una altura de columna relati
va de enzima de 1,33. En promedio, usando una enzima de es
tabilidad media, la columna de enzima estara trabajando a

un valor relativo de 1,02, o sea el 77 por ciento de la mixi
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ma altura de trabajo de disefio. Si se emplea una enzima
méds estable, la altura de columna relativa de enzima sdlo
necesita ser de 0,77, o sea el 58 por ciento de la altura
méxima de disefio. Ha de entenderse que durante condiciqnes
transitorias o de no equilibrio, la altura de columna rela-
tiva estd en niveles intermedios entre el méximo y el mini-
mo,

En otro de los casos, se supone que la altura
de columna de enzima permanece constante, Para un ciclo de
40 dias, por ejemplo, una estabilidad media de enzima reque
rirad una altura de columna relativa de la enzima de 1,02, Si
se usa una enzima menos estable con esta misma altura de co
lumna, el tiempo de ciclo tiene que ser de sdlo 30 diés. Si
se emplea una enzima mis estable con esta misma altura de
columﬁa, el tiempo de ciclo puede prolongarse hésta:hcluso
60 dias. ‘

Se entiende también que tanto el tiempo del ci
clo como la profundidad relativa del lecho de encima pueden
variarse segiin cualquier combinacidn que se desee para alcan|
zar las nuevas condiciones de equilibrio necesarias causadas
por las variaciones en la estabilidad de la enzima.

La Figura 3 es un grédfico que ilustra las canti

dades de una altura de columna de enzima estédndar que se re-
quiere afiadir por dia al reactor que contiene menos enzima
que los demis reactores, para mantener constante sustancial-
mente la actividad total global de enzima de los reactores
de la serie. Hay una curva distinta para cada tiempo de ci
clo diferente.

Como se ha dicho anteriormente, cuando el reac-
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tor separado de la serie para vaciarlo contiene material de

enzima que tiene una actividad residual de enzima, el reac-
tor recién afiadido ha de contener una cantidad de material
de enzima de nueva aportacidn que tiene una actividad sus-
tancialmente igual a tal actividad residual que se retira.
Suponiendo el uso de una énzima de estabilidad de actividad
residual que mantiene una plena actividad durante 20 dias,
tras lo cual su actividad disminuyg a alrededor de cero a
los 60 dias, la tabla siguiente indica la cantidad de tal
enzima de nueva aportacién, en términos de altura de colum
na relativa de enzima, que el reactor recién afiadido debe
contener al comienzo de un ciclo de funcionamiento dado pa-
ra compensar la actividad enzimitica residual del reactor
que se esta vaéiando. La cantidad de enzima inicialmente
presente en el reactor que no estid lleno depende, pues, de

la duracidn del ciclo de funcionamiento.

' TABLA
Tiempo de ciclo, dias Altura de columna relativa
20 0,38
30 0,26
40 . ' 0,13
50 ' 0,03
60 . 0,0
70 : 0,0

‘Usando los datos de la Tabla anterior y de la Fi
gura 3 para un tiemﬁo de eiclo de 20 dias, por ejemplo, el
reactor recién afiadido ha dé empezar con una altura de co-
lumna relativa de 0,38 de lecho de enzima de nueva aporta-
cibn, y durante un periodo de 20 dias se aflade, por incre-

mentos, un total de altura de columna relativa de 0,25, para
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obtener una altura de columna relativa final de enzima de

0,63, Este es el mismo valor de la altura de columna de

enzima dado en la Figura 2 para un ciclo de 20 dias usando
una enzima de estabilidad media. La altura de columna fi-
nal de enzima del reactor recién afiadido al final del ci-
clo es, pues, la misma que la altura de los demis reactores
de la série al comienzo del ciclo, |

Ha de advertirse que todos los datos anteriores
concernientes a la altura de columna de enzima son relati-
vos a la supuesta columna unidad de funcionamiento estén-
dar, en la que se usa una sbla columna de 100 por ciento
de actividad de una enzima especifica de estabilidad media,
en un sdlo paso, para obtener las caracteristicas de produc
to deseadas., Para determinar los valores especificos de
un éistema dado de enzimas, es necesario determinar experi
mentalmente las condiciones de trabajo para llegar a la al-
tura de columna real particular de enzima necesaria para
obtener el producto deseado sin reduccidn de la actividad
de la enzima. Esta se transforma en la columna esténdar
que tiene una altura de columna relativa de enzima de 1,0.
Las variaciones en el tiempo de ciclo y la altura real de
la columna de enzima para conseguir resultados similaves
puede determinarse usando las Figuras 2 y 3 y la Tabla an-

terior, o unas figuras y tabla similares determinadas expe-

rimentalmente para tal enzima dada,

La anterior descripcidén se ha referido a un pro

cedimiento en que se usan dos reactores en serie. Lstid com-

‘prendido en el objeto de esta invencidén el uso de tres o

més reactores en serie, efectudndose siempre las adiciones

de enzima al reactor de la serie que inicialmente contiene
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menos material de enzima que los demids reactores de la mis-
ma serie. En la mayoria de las condiciones hay una disminu
cidn de la utilizacidn relativa de la enzima cuando se au-
menta el nlmero de columnas de enzima. Aunque el volumen
real de enzima'de cada columna disminuye a medida que aumen
ta el nlmero de columnas, el volumen total de enzima en to-
das las columnas en conjunto aumentari. La mayor diferencia
en la utilizacidn de enzima y el volumen de enzima por co-
lumna se da a los tiempos de ciclo cortos, tales como 10 a
20 dias. Las diferencias se hacen menores al aumentar el
tiempo de ciclo a 40 dias o més.

En la Figura 1, la trayectoria a través de los
reactores es en direccién hacia abajo. Esta trayectoria
tiene la desventaja de que hay un lapso de tiempo, que de~
pende de la cantidad de enzima en el reactor que contiene
menos material de enzima que los demds reactores, entre el
momento en que se afiade enzima de nueva aportacidn y el mo-
mento en que se observa un cambio en las caracteristicas
del producto. Un procedimiento alternativo es hacer que la
trayectoria a través de los reactores sea en direccidn hacia
arriba. Esto puede efectuarse por ajuste apropiado de las
valvulas. Como la enzima se aflade en la parte superior del
lecho de enzima, no hay sustancialmente ningin lapso de tiem
bo entre la adicién de enzima y cualquier cambio que se de-
see en las caracteristicas del producto, Asi se simplifica
el control del proceso.

Aunque la descripcidn anterior se ha referido
al uso de glucosa-isomerasa para convertir glucosa en fruc-
tosa, se entieﬁde que estos principios del proceso son apli

cables al uso de otras enzimas inmovilizadas para efectuar
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.cualquier otra conversidn,

La trayectoria a través de los reactores co=
nectados en serie mostrada en la Figura 1 pasaba primero a
travéds de un reactor que contenfa la altura deseada del le-
cho de enzima, y después a través de un reactor que conte-
nfa menos material de enzima. Se entiende que para algunos
sistemas de enzimas, puede ser deseable disponer una trayec-
toria inversa, en la que el material de partida atraviesa
primero un reactor que contiene la menor cantidad de mate-
rial de enzima, y después los reactores que contienen la
altura deseada del lecho de enzima. En sistemas gque tié;éﬁ
tres o mis reactores de enzima conectados en serie, el ;ééén
tor que contiéne la menor cantidad de material de enzima bo-

dria estar incluso en una posicidén intermedia en la trayzc-

toria en serle.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se¢
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente
de Invencidn en Espafia,” por VEINTE afios, son los que se re=
cogen en las reivindicaciones siguientess

2 .~ Un procedimiento para llevar a cabo
reacciones enziméticas, tal como la conversidn enzimdtica
de glucosa en fructosa, que comprende hacer pasar un matee
rial de partida a través de al menos dos reactores conecta-
dos en serie, conteniendo dichos reactores conjuntamente
material de enzima que da una actividad enzimdtica total su
ficiente para dar la composicidn de producto deseada a un
caudal predeterminado y en condiciones de reaccidn predeter
minadas, y despuds mantener la actividad enzimdtica global
total de los reactores de la serie en un valor sustancial;
mente constante,’ a pesar de la reduccidn de actividad de di-
cha enzima con el tiempo, afladiendo periddica o continuamend
te a uno de los reactores de la serie suficiente material
de enzima para compensar dicha reduccidn en la actividad end
zimitica.

22, Un procedimiento segin la reivindicacidﬂ
18, en el que uno de los reactores de la serie contiene ini-
cialmente sustancialmente menos material de enzima que los
demds reactores de la serie, y el material enzimdtico se
aflade a este reactor para compensar dicha actividad enzimi-

tica decreciente,
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L 32,~ Un procedimiento segin la reivindicaciédn
22, gue tiene un ciclo de funcicnamiento que, en condiciones
de equilibrio, comienza cuando se empieza el paso del mate-~
rial de partida a la serie de reactores, y que acaba cuando
dicho reactor que inicialmente contiene sustancialmente me-
nos material de enzima contiene sustancialmente la misma can
tidad de material de enzima que los demds reactores citados
de la serie,

42 - Un procedimiento segin la reivindicacidén
38, en el que, al final de un ciclo de funcionamiento{ el
reactor que contiene la actividad de enzima mds agotada se
retira de la serie, y se aflade a ésta un reactor que coﬁtie-
ne -sustancialmente menor material de enzima, al gque se haéen
adiciones de enzima en un nuevo ciclo de funcionamiento, .

58 ,~ Un procedimiento segin la reivindicacién
32, en él gue la cantidad de material de enzima inicialmente
presente en dicho reactor que contiene sustancialmente menos
material de enzima que los demds reactores al comiemnzo de un
ciclo de funcionamiento, depende de la duracidén de dicho ci~
clo de funcilonamiento,

62,~ Un procedimiento segin la reivindicacién
32, en el que la duracién del ciclo de funcionamiento se mand
tiene sustancialmente constante, y la profundidad del lecho
de material de enzima en los reactores se ajusta a las nue=
vas condiciones de equilibrio para compensar las varlacliones
en la estabilidad de la enzima,

73,~ Un procedimiento segin la reivindicacidn
38, en el que la profundidad del lecho de material de enzima
en los reactores de la serie distintos del reactor que con-

tiene inicialmente menos material de enzima se mantiene sus—
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|tancialmente constante,” y la duracidén del ciclo de funciona-
miento se ajusta para compensar las variaciones en la esta-
bilidad de la enzima.

82,~ Un prbcedimiento seglin 1a reivindicacién

2, en el que el material de partida fluye hacia abajo a tra

vés de los reactores de la serie,

98 - Un procedimiento segiin la reivindicacidén
12, en el que el material de partida fluye hacia arriba a
través de los reactores de la serie,

102,~ Un procedimiento segin la reivindicacid

=4

18, en el que se convierte enzimiticamente una disoluciéh ’
que contiene glucosa en una disolucién que contiene fructo§a3
y que comprende hacer pasar una disclucidn que contiene gluF
cosa a través de al menos dos reactores conectados en serie,’
conteniendo dichos reactores conjuntamente material de glu=
cosa~-isomerasa que da una actividad total de glucosa~isoine~
rasa suficiente para dar la composicidén de producto deseada
que contiene lag fructosa a un caudal predeterminado y en cons

diciones de reaccidn predeterminadas, y después mantener la

T

actividad global total de isomerasa de glucosa de los reactod
res de la serie en un valor sustancialmente constante, a pe-
sar de la reduccidén de actividad de dicha glucosa-isomerasa
con el tiempo, afladiendo periédica o continuamente, a uno de
los reactores de la serle, suficiente material de glucosa-isg
merasa para compensar dicha reduccidn en la actividad de la
enzima,

11l2,» Un procedimiento segin la reivindicacidm
108, en el que uno de los reactores de la serie contiene ini¢
cialmente sustancialmente menos material de glucosa=isomera=

sa que los demis reactores de la serie, y el material de gluT
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lcosa~isomerasa se aflade a este reactor para compensar dicha
actividad enzimdtica decreciente,

128,~ Un procedimiento segin la reivindicacidén
118, que tiene un ciclo de funcionamiento que, en condicio-
nes de equilibrio, comienza cpando se empieza el paso de la
disolucidn que contiene glucosa a la serie de reactores, y
que temina cuando dicho reactor gque contiene inicialmente
menos glucosa-isomerasa sustancialmente, contiene sustanciald
mente la misma cantidad de material de glucosa-isomerasa que
los demds reactores citados de la serie,

132,~ Un procedimiento segln la reivindicacidr
128, en el que, al final de un ciclo de funcionamiento, el
reactor que contiene la actividad de enzima mds agotada se
retira de la serie, y se afiade a ésta un reactor que contie-
ne sustancialmente menos material de glucosa-isomerasa, al
que se hécen adiciones de glucosa-isomerasa en un nuevo ciclg
de funcicnamiento,

142,~ Un procedimiento segin la reivindicacidy
122, en el que la cantidad de material de glucosa-isomerasé
iniclialmente presente en dicho reactor gue contiene sustan-
cialmente menos material de glucosa-isomerasa que los demds
reactores al comienzo de un ciclo de funcionamiento, depende
de la duracidn de dicho ciclo de funcionamiento,

152,~ Un procedimiento segdn la reivindicacidn
128, en el que la duracidn del ciclo de funcionamiento se
mantiene sustancialmente constante,’ y la profundidad del le-
cho de material de glucosa-isomerasa en los reactores se
ajusta a las nuevas condiciones de equilibrio para compensar
las variaciones en la estabilidad de la glucosa~isomerasa.

168,- Un procedimiento segin la reivindicacidn
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128, en el que la profundidad del lecho de material de glu~-
cosa~isomerasa en los reactores de la serie distintos del
reactor que inicialmente contiene menos material de gliucosa+
~isomerasa se mantiene sustanclalmente constante, y la du-
racidn del ciclo de funclonamiento se ajusta para compensar
las variaciones en la estabilidad de la glucosa-isomerasa.

172.~ Un procedimiento segin la reivindicacid
102, en el que la disolucidén que contiene glucosa fluye ha-
¢ia abajo a través de los reactores de la serie,

182,~ Un procedimiento segdin la reivindica-
cidn 108, en el que la disolucidn que contiene glucosa fluyd
hacia arriba a través de los reactores de la serie,

192,= UN PROCEDIMIENTO PARA LLEVAR A CABO
REACCIONES ENZIMATICAS,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede, representado en los dibujos que se acompaBian y pa-
ra los fines que se han especificado,

Esta Memoria consta de veinticuatro hojas es-

critas a miquina por una sola cara.

MADRID, 13 ABR {0~3

n




SPAIN

Lo

LD L BUR LU e

40 /47

7 P \34 N33 3

TEIE

Por Podsy! K .




Spry

L~
o2
Lo

<&

FELLwD Ly v sl S ERG : . ii/’.,'..;...,
48~
49 -
50~

ol |

10 20 30 40 50 60 70 80 20 100




SISV VAY 6 5 4 8 8

PO PO SIS WAL T A WARE RS I WAV / LN PP
»
003 ¢
Y e e S ¢ t
0.02
0 -20
0.01 D - 30
A~ 40
v - 50
. X - 60
+ - 70
1
0 10 20 30 40 50 60 70

FIG. 3

L,




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



