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larmente esfuerzos al desarrollo de tecnologia de inmovili-
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Ia presente invencidn se refiere 2 enzimas insolu
bilizadas y & un procedimiento para preparar productos de
enzima insolubilizada.

MAs en perticular, la presente invencidn se refie-
re a formas en particulas, fisicamente estebilizadas, de
enzimas sacarificadoras insolﬁbilizadas elegidas del grupo
que consta de emiloglucosidasa y alfa-emilasa maltégena,
ambas usualmente de origen fingico, y & un procedimiento
parae preparar tales productos de enzima insolubilizada.

Ie insolubilizacién (o inmovilizacidn) de enzimas

solubles en agua extracelulares e intracelulares, es decir)

la fijecidn de enzimas cataliticamente activas (nativas)
en une estructura insolubilizada, sélida o cuasisflida,
con forme o susceptible de que se le dé forme, he adquiri-
do importancis en aumento, tanto tecnoldgica como econdmi-
ca, como medio de hacer a un producto conereto de enzima
utilizable ae nuevo en procedimientos de tipo discontinuo,
o adecuado para un modo continuo de operacidn, en un lle-
mado reactor de enzimas.

Durante los afios recientes se han dedicado particu

zecin en la industria de tratamiento de almidén, en rela-
cién con la febricacin de productos tales como jarabes
con muche dextrosa y mucha fructosa. Ultimamente, la im-
portamcie relativa del dltimo ha ido en aumento en las ip
dustrias de alimentos y afines, siendo el jarabe con mu~
cha fructosa un sustituto ventejoso de la sacarosa ¥y del
(menos dulce) jarabe con mucha dextrosa. Dos tipos edicio~
neles de jarabe de azicar hasados en hidrélisis de almiddn

Y que tienen ambos un contenido sustancial gde meltosa, con
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cretamente el jarabe con mucha maltosa y de alta convere
sidn, estén siendo usados en magnitud en sumento, particud
larmente en las industrias de pasteleria (azicar dura) y
congservera, respectivamente.

El procedimiento industrial global para convertir
elmidén, o través de jarabe con mucha dextrosa, en jarabe
con mucha fructosa comprende tres etapas consecutives,
concretamente el procedimiento de disminucidén de viscosi
dad o licuacién del almiddén a dextrinas, catelizado por
fcido y/o por une alfa-smilass bacteriana, seguido por
secerificacidn a un jarabe con muche dextrose, y luego
conversién de este dltimo en jarabe con mucha Ffructosa,
estando cada procedimiento catalizado por su enzima espe
cifica, es decir, amiloglucosidasa y glucosa~igomerass,
respectivamente. Aunque el desarrollo tecnolbgico més re-
ciente ha proporcionado procedimientos continuos para tap
to la primera como la fercers etapa de la anterior secuen
cla de produccidn, la ssearificacidén industrial es ayn
predominantemente un procedimiento de tipo discontimio.
El material de partida de un tipo de jersbe con mucha mal
tosa es también almiddn licuado producido por cualquiera
de los métodos que se acaban de deseribir. Sin embargo, en
este caso la etapa de sacarificacidn subsiguiente, que da
como resultedo un jarabe de alto contenido de maltosa ( y
que wsualmente contiene relativamente poca glucosa), se
efectda mediante una amilase meltdgens, preferiblemente
una alfa-emilasa fingica. Como la sacarificacidn glucédge-
na, el correspondiente procedimiento maltdgeno se efectia
usualmente de forma discontinua, usanﬁo la enzima soluble.

Aungue la ventaja de disponer de una secuencia de
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produccion totalmente continua es evidente, el desarrollo
de técnicas industriales de reactor de enzimas que impli-
quen el uso de amiloglucosidasa insolubilizada en la eta-
pa de sacarificacion solo esta en un estado preliminar*

La técnica anterior contiene un cierto numero de
referencias a la insolubilizacién de amiloglucosidasa,
por ejemplo uniendo la enzima a soportes inorganicos u
organicos insolubles. Sin embargo, solo pocos de estos
métodos parecen haber sido desarrollados mas alla de la
escala de laboratorio. Entre los métodos que aparentemen
te han pasado de esa etapa se debe hacer mencién especi-
fica de la inmovilizacion de amiloglucosidasa por unioén
covalente a particulas porosas de material de vidrio o
ceramica. En relacidén con esto se hace referencia a un
articulo reciente publicado por D.D. Lee y otros, en '"Die
Starke"™, vol. 27 (1975), pags. 384-387.

En un procedimiento continuo en el que una colum-
na de tamafio de instalacion piloto se rellend con este prc
ducto concreto de enzima, y se alimentd con soluciones de
dextrinas disponibles en el comercio, se consiguieron gra
dos de conversion a dextrosa que se acercaron a la conver-
sién minima de aproximadamente 92 por ciento que general-
mente se requiere en un procedimiento de sacarificacion
discontinua con amiloglucosidasa soluble. Sin embargo, los
analisis del producto indicaron que las reacciones de re-
version, es decir, repolimerizaciéon, catalizada por amilo-
glucosidasa, de glucosa a maltosa, isomaltosa y oligémeros
superiores, tienen lugar en el procedimiento en.columna en
mayor magnitud que en el procedimiento discontinuo con en-

zima libre.
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El fenmeno de reversién sumentada que se encuen
tra con un producto de enzima inmovilizada de este tipo
perece ser, &l menos en parte, una desventaje inherente
al uso de materiales porosos de soporte de enzima. Clara
mente, la estructura porosa contribuye en grado muy sus-—
tancial al dres superficial total que se presta & la unidy
de enzima, y ep consecuencia & la méxima activided enzimé
tice que se puede obtener con el producto de enzime inmo-
vilizada.

Sin embargo, la alta concentracién de amilogluco-
gidasa unide a la superficie de poros del soporte, combi-
nada con una velocided de difusidn reducida dentro de los
poros, da ineviteblemente como resultadc unas altas concey .
traciones locales de glucose, constituyendo asi condicio-
nes favorables pera le promocidén de procedimientos enzimd
ticos que tengan altos valorss Km. Egto es exactamgnte 19
que sucede con las indesesbles reacciones de reversidén, y
particularmente aquellas en las que se forman isomaltosa
e isomaltriosa. '

Un producto de alfa-amilaga maltdgena insolubilizy
da, preparado uniendo la enzima soluble a aminoetilcelulo- ‘
se mediante glutaraldehido, estéd expuesto en la patente de
los EEJUU. n2 4.011.137 (Thompson y otros). Sin embargo,
segin este anterioridad, el uso & que se destina. la enzi-
me inmovilizada estd limitado @l sumento del grado de con—
versifn de elmiddén dextrinizado a glucosa, mediante una
preparacién de amiloglucosidasa immovilizada de forma si-
milar, efectudndose el procedimiento de sacerificacién me
diante une mezcla de las dos enzimas inmovilizades. En nin

gﬁn 8itio de la patente ge pone en evidencia el uso de la
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un jarabe con mucha maltosa.

Une desventajae adicional del uso de una enzima sg
carificadore inmovilizads en particules, donde la enzims
estéd unida a un material poroso o reticular que es esen~-
cialmente homogéneo en toda la estructura en particulas,
es previsible cuando se tiene en cuenta la heterogeneidad
de tamafio moleecular del almidén dextrinizado que sirve co=-
mo sustrato. Todas las dextrinas, ya sean producidas por
hidrblisis dcida o enzimdtica de 8lmiddén, contienen frac—
ciones sustanciales de oligdmeros de glucosa. Normalmente,
el procedimiento de disminucién de viscosidad del almidén

s detlene cuando la longitud media de cadena del hidroli-

concebible gue el simple impedimento estérico impida 1o
difusién de las moléeulas de dextrina, mayores, & 1los pun
tos de enzime incrustados mis alld de una cierta profundi-
dad dentro de la estructura de particula porosa o reticu-
laxr.

Un objeto de la presente invencidén es superar, o
al menos mitigar, las principales desventajas que se en-
cuentran con los productos de enzima sacarificadora inmo-
vilizada de la técnica anterior, antes deseritos, propor-
cionendo un producto insolubilizado que tiene earacteris-
ticas de procedimiento esencialmente similares a las de
la enzima soluble, independientemente de que sl producto
inmovilizado se use en un procedimiento discontinuo 0 en
un modo de operacidén comtinuo. .

En el caso de la amiloglucosidasa irmovilizada,

este regquisito implica que se pueda efectuar un procedi-
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cedimiento tan aceptables en la préctica (p.ej. en térmi-
nos de composicién y cemdel de le alimentecibn de dextrins
que se produzca una concentracién de glucosa de al menos
92 por ciento, no excediendo la concentracidn total de
disacdridos (maltosa e isomaltosa) y trisacéridos (prin-
cipalmente panosa e isomaltotriosa) de aproximadamente 4
¥ 1 por ciento, respectiveamente.

En el caso de la alfa-amilesa maltdgena immovili-
zada, los parfmetros de conversidn correspondientes reque-
ridos serian: eproximademente 40-60 por ciento de maltosa,
25-35 por ciento de maltotriosa y, preferiblemente, menos
de 10 por ciento de glucosa.

Dado que les enzimas sacarificadoras solubles de-
qQue se dispone en el comercio son relativamente baratas &
muy actives, otro objeto preferible, pero no esencial, de
la presente invencidn es proporcionar productos insolubi-
lizedos econdmicamente favorebles. Ia consecucidn de este
objeto necesite la utilizacidén de un soporte y otros mate-
rieles auxilisres relativamente baratos y féeilmente dispy
nibles en el comercio, y ademds la consecucidn de sustan~
ciales recuperacciones de actividades de enzima en el Pro=-
cedimiento de inmovilizecidn. Ademis, desde un punto de
vista toxicoldgico, todos los materiales usados deben ser
aceptables para fines de tratamiento de alimentose.

En breve, estos objetos se consiguen segin la pre-
sente invencidn, que proporciona un producto de enzims sac
rificedora inmovilizeda, en forma de particulas, en el que
unas particulas de soporte enzimdticemente inerte, insolue

ble en egua, son revestidas esencialmente con una capa pro

T
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teica, permesble & los liquidos, donde se inmoviliza 1la
enzima sacarificadora por reticulacién con glutaraldehido.

Los intentos de preparar tales productos insolubi-
lizados donde la capa proteica estd compueste por la enz i~
me sacarificadora reticulada con glutaraldehido por si mig
me resultaron no tener éxito, en el sentido de gue, inde-
pendientemente de la eleccién de material de mieleo, die-
ron como resultado unos productos incompletamente inmovi-
lizados, de los que se eliminaria rédpidamente la enzima
por lixiviacidn. Se encontraron Problemas similares con
una variedad de materiales de soporte en particulas inso-
lubles en agua, de origen inorgdnico (por ejemplo mineral
o cerdmico), 0 con ciertos tipos de meterial de micleo pro
teico (tal como proteina de soja gramlar), es de suponer
que debido & un mimero insuficiente de puntos de enlace
de reticulacién en la superficie de tales particulas.

sin embargo, se he hallado ahora que estos y otros|
obstdculos se pueden superar, y Perfeccionar mucho las pro
piedades fisicas y enzimdticas de los productos revestidos
de enzima inmovilizeda, siempre que se use caseina granu-~
lar como meterial de micleo, y ademds que la reticulacién
con glutaraldehido de la enzime en la capa de revestimien-
to se efectie en presencia de una proteina aglutinante no
enzimitica, soluble en agua, tal como albdimina de huevo,
constituyendo evidentemente la eleccidn de tales materiale
una combinecidén fevorable para crear un mimero suficiente
de reticulaciones interproteicas estabilizasjoras de enzi-
ma. -

Asi, més especificamente, segin un aspecto de la

presente invencidn se proporcions un producto de enzima
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do elegide dicha enzima sacarificadora del grupo qus cons
ta de amiloglucosidasa y alfa-amilasa maltdgena, compren-
diendo dicho producto particulaes de soporte que consisten
principalmente en caseina granular, que estdn esencialmen
te revestidas con una capa protelca permesble & los liqu;
dos, donde la enzima sacerificadora estd correticulada cor
albiming de huevo mediante glutaraldehido.

les cantidades relativas de los constituyentes en
zime sacarificadora, caseina y albimina pueden verier den
tro de limites bastante amplios, dependiendo, entre otras
cosas, de la actividad unitaria (segin se define mis ade-
lente) del material de partide de enzima sacarificadora
soluble. Sin embargo, en umna realizacidn preferida de la
presente invencidén la proporcién de enzima sacarificadoras
cageina estéd comprendida enmtre 1:200 y 1:3. preferiblemen
te 1:20 & 135, calculédndose la cantidad de enzime sacari-
ficadora en base a un producto que tenga wna pureza de &l
menos 50 por ciento. Andlogemente, un intervalo preferido
para la relecidén entre enzima sagarificadora:albdmine de
huevo es de 1:5 a 1:0,05, y ain es més preferido el inter-
valo de 1:2 a 1:0,2.

Segin otro aspecto de la presemte invencidn, se
proporciong un procedimiento pars preparar un producto de
enzima sacerificedors inmovilizads, en forma de particu~-
les, siendo elegida dicha enzime sacerificsdore del grupo
que consta de amiloglucosidasa y alfa-emilesa maltdgena,
procedimiento que comprende esencialmente revestir particyl
las de soporte, consistente principalmente en caseina gra

nular, con una capé proteica en la que la enzima sacarifi-
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glutaraldchido,

BEn més detallc, el presente.proeedimieﬂto comprexn
de le etepa de humedecer por agitacidn visoross una mezele
seca de caseina grenvlar y polvo de albimina de mmevo, cor
una mezcle acuosa consistente en la enzime sacsrificadora

y élutaraldehido en dizolucidn a pH 4-~7, estando la &albd-

mina opcionalmente disuelta jurto econ esgtos constituyenias,

en vez de mezclada on estado seco con la caseina; seguido
por la etape de mantener la mezela humedocide resultante

en reposo, vsualmente & temperatura embiente, para comple~
+ P

ter el procedimiento cozbinado de revestimiento del sopox-

te y reticulecién de proteins. Ie memcla se puede efectuer
manualmgnte, bor ejemplo por mezela y amasado en un morie-
ro, 0 mecénicamente, por ejemplo en un mezelador horizon-
tal del tipo de arado que se puode obtener de Gebr. Lidige
Maschinenbeu G.m.b.H., Paderborn, iAlemaria Cecidentel, o
un tipo similer de eparato de mezela industrial.

La propércién entre gluteraldehido (usualmente aﬁa
dido como solveidn acuosa 2l 56 por cientb_(pesq/peso)) ¥
proteinas de 1la cape de revestimiento (enzima mds albimi~
na) puesde veriar considerablemenie, sisndo el intervalo
preforido 0,1 a 1. - Bl contenido de aguz en la solmeidn

acuoza se 2justa usualmente pere que esté comprendido en-

Tas propiedades del producto des ceseina grdnular
elogido cono maferial de soporte son significativas para
alcenzar los objetos de la presentbe invencidn. 431, los
gramulos de caseina deben poseer la estabilidad fisica sue

ficiente pzre resistir a deforicciones sustonciales por
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1 | empapemiento bajo las condiciones de la columna de lecho
de relleno. Ademds, el grado de hinchamiento en agua debe
ser razonsblemente bajo, preferiblemente no excediendo de
200 por clento, IEs ejemplo de un producto que cumple con
tales requisitos la caseina granuler precipitada con dci-
do. Los productos de este tipo de calidad para alimentos,
preferiblemente teniendo didmetros de particula comprendi
dos entre 100 y 500 micras, se pueden obtener de diversas
fuentes, por ejemplo de la compafiia francese Scerms SeA.
10 El exemen al microscopio electrdmico de exploracidn reve-
la que la superficie de tales particulas tiene una estrug
turs desiguel e irregulermente plegada, que se parece algo
al aspecto mécroscépico de la piedra pémez. Es concebibla
Que una microestructure superficial de este tipo exponga
15 gran ndmero de puntoé de unién con glutaraldehido. |
Pars la préctice de la presente invencidn es esexn-
cial que una fraccidn sustancial de la albdmina usada como
proteina aglutinente see casi instantdnesmente soluble en
ague. Por tanto, la calided preferida pera la albimine es |
20 un producto secado por pulverizacién, en gensral digponi-
ble. '
El procedimiento de mezcla puede implicar un cier-|’
to grado de aglomeracidén de las particulas revestidas, dan
do como resultado, una vez completade la reaccién de refi-
: 25 culacidén, la formacién de un producto himedo, en grénulos
gruesos y grumoso. Este producto se puede someter a mds
desintegracidn, por ejemplo por gramlscidn, pars formar
un producto en particulas con tamsfios de perticula dentro
de un intervalo preferido. la gramlacién se puede -efectuax

30 en un granuledor oscilante del tipo suministrado por variag

23071




10

15

20

25

30

23077

HojA

-compafitas (Diaf, Copenhague, oManosty, Liverpool). EI

producto granulado que pasa por el tamiz del granulador,
por ejemplo uno con agujeros de 1-2 mm, se puede liberar
de material fino por medios usuales. El producto asi ob-
tenido se puede lavar opcionalmente, seguido por secado

hasta el contenido de agua deseado.

Antes de usarlo para un procedimiento de sacarifi
cacion, el producto de enzima seco se acondiciona usual-
mente por empapamiento previo en una soluciodn acuosa. En
esta etapa, y también durante la fase inicial del subsi-
guiente uso del producto, se puede observar una cierta fu-
ga de actividad enzimatica®™ Se ha hallado que la inclusidn
de una etapa adicional de reticulacion, opcionalmente en
relacion con el procedimiento de empapamiento, puede ser-
vir para reducir sustancialmente esta pérdida de actividad
enzimatica. Por tanto, segun una realizacion preferida de
la presente invencion, el tratamiento previo del producto
de enzima se efectla en una solucidn acuosa que contiene
una cantidad adecuada, preferiblemente 0,5 a 5 por ciento,
de glutaraldehido, usualmente seguido por eliminacién del
exceso de reactivo por lavado y, opcionalmente, recupera-
cion del producto seco. Se ha hecho la observacién adicio-
nal de que el tratamiento previo del producto de enzima coi.
una sal de acido sulfuroso puede efectuar un aumento signi
ficativo del grado de conversién (segun se expresa en tan-
to por ciento de equivalente de dextrosa, o valor ED) del
producto sacarificado. La accién del sulfito seexplica de
la forma mas probable como una "apertura" de ciertas es-
tructuras reticulares que implican a la capa proteica de

actividad enzimatica, pero que aparentemente (y sorpren-
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- dentemente) no afecte & la unidén de la enzima, facilitan~
do asl el ascceso de los oligosacéridos superiores & Zlos
puntos de amctividad emzimética. Por fanto, otra realiza-
cidn preferide de le presente invencidn implice tratar el
producto de enzima con una solucibn acuosa diluide de sul
fito, que contenga preferiblemente 0,1~2 por ciento de
sulfito sddico a pH de aproximademente 4-5. E1 tratamien
to con sulfito se efectia preferiblemente & temperatursa
ambiente, y usualmente se termine tras 120 minutos por la
vado con ague, opeionalmente seguido por recuperacidn del
producto seco. Se ha observado que tras el tratamiento con
sulfito no vuelve a aperecer la fuge de enzima.

Los productos de enzima en perticulas preparados
segin el método anterior se pueden user en procedimientos.
de sacarificacidn de tipo discontinuo, gue implican sepa-
racidn y mievo uso del producto de enzima, o en un tipo
continuo de procedimiento en un reactor de enzimas. A

Ia fuente microbioldgica de la enzima sacarifica-
dore no forma parte de la presente invencidn. Sin embargd,
se obtiene un producto de amiloglucosidasa comercial pre- |
.ferido cultivando cepas gque pertenecen.s los géneros de .
Aspergiilus o RizZopus, p.ej. Aspergillus niger o Rizopug
delomar. Andlogemente, la alfa-amilase maltdgena se obtie

ne preferiblemente de cepas de Aspergillus oryzeg.

Determinacidn de la activided de smiloglucosidasa

La actividad unitaria de la amiloglucosidasa solu-
ble, asi como la de la enzima inmovilizada, definida como

la cantidad de enzima o producto de enzime gque hidroliza

e
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4
- & una soluciln acwosa que contiene 30 por eiento (peso/vol

de maltosa, a una velocidad inicial de 1 micromol de mal-

tosa por minuto, se determine bajo condiciones normaliza~

das, que son pH 4,5 y temperatura de 55,02C. La actividad |

de la enzime inmovilizada se determina de forme disconti~
nua en una muestra gque se mantiene en suspensién mediante

un dispositivo de agitacién.

Determinscidn de le activided de slfe-smiluse féngice

Ia actividad unitaria de la alfa-smilasa fungica
soluble, asi como la de la enzime inmovilizada, definida
como la cantidad de enzima o producto de enzima que hidro
liza a una solucidn acuosa que contiene almidén soluble
(Amylum solubile de Merck, DAB, Erg. B VI) (6,95 g por
1000 ml) a una velocidad inicial de 5,26 mg de almidén por
hora, se determina bajo condiciones normalizadas, que son
pH 5,6-5,7, tiu:p_eratvra de 37,02¢ % 0,059C, y en presen-
cie de ién Ca 4,3 milimoler. Para seguir la reaccifn se
use le formecién de un color azul con yodo. Durante le
degradacidn del almidén este color se hace més débil, y
cambia gradualmente & rojo-pardo. El cambio de color ge
comprueba visualmente por comparscidén con patrones de vi-
drio coloreado. ILa actividad de la enzime inmovilizade
se determine bajo condiciones andlogas a las indicades
para la amiloglucosidasa.

Se dispone comercialmente de enzimas sacarificedo-
ras solubles. Son ejemplos de tales productos 19, AMYTLOGIU
COSIDASE NOVO 150 y FUNGAMYL 1600 (FUNGAMYL es marce re-—

gistrada)..la primera, que se vende como solucidn acuosa,

g
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L se convierte usualmente en polvo secado por pulverigacidn
antes de ser usada para el fin de la presente invencidmn.
Opcionalmente, el procedimiento de secado puede estar pre
cedido por ultrafiltracidn, usualmente combinada con wn
procedimiento de lavado con el objeto de eliminar contami.
nantes de bajo peso molecular. Usando tales procedimientos|
de concentracién ¥y purificacidn, todos bien conocidos por
los expertos en la téecnica, se puede obtener ficilmente
un producto de amiloglucosidasa sbélida con activided de
5000 unidades por gramo, O mAs.

E1 FUNGAMYL 1600, yue se vende en forma de polvo,
tiene una actividad de 1600 unidades por gramo. E1 produc
to comercial como tal puede servir como material de parti
da satisfactorio. Sin embargo, si se desea, se pueden in-
terponer métodos de purificacidn y concentracidn, por eism
Plo de los tipos antes mencionados.

Ta recuperacidn global de actividad en el producto
de enzima saca@rificadora insolubilizada es funcibm de los
varémetros detallados del procedimiento de inmovilizacién,
pero ugualmente no es menor que 40 por ciento, y frecuente
mente es mayor. |

El sustrato del procedimiento de sacarificacién
efectuado mediante un producto de enzime inmovilizada se-
gun la invencidn puede ser cualquier oligosacdrido que ex~
perimente sacarificacidén en presencis de la correspondiente
enzima soluble. Son ejemplos de sustratos preferidos las
dextrinas obtenidas por licuacidn de almidén con decido y/o
enzima, y que tienen valores ED comprendidos entre 5 y 40;
jarabes con mucha maltosa (vaelores ED de 35 a 60); ¥y olige

secéridos residuales presentes en las aguas madres de crig
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talizacibn de dextrose o en refinados obtenidos de fréc-
cionemiento de fructosa=-glucosa. Se prefieren las solu-
ciones de dextrina que tienen un contenide de sblidos se-
cos comprendido entre 20 y 55 por ciento (peso/vol).

Los siguientes ejemplos ilustran mds la presente

invencidn.

EZJENMPLO 1

Una calidad relativamente gruesa de caseina greny
lex precipitada con deido clorhidrico (9 g de "caseina alj
menticia" (Scerma S.A., Francia), consistente en particu-
las de 100-500 micras, constituyendo la fraccibn de 300~
-500 micras aproximadamente 60 por ciento) se mezcld con
albimine de huevo comercial, secada por pulverizacién
(1,2 g)¢ A esta mezcla se afiadid una solucién previamen~
te mezclada de polvo de amiloglucosidasa (6,5 ml de solu—
cién acuosa al 18,5 por ciento (peso/vol) que comtenia un
total de 12,500 unidades de amiloglucosidasa) y glutaral-
dehido (1,2 ml de solucidn acuosa al 50 por ciento (peso/
/peso)). EL polvo de amiloglucosidasa era un producto se- |’
cado por pulverizacidn, ultrafiltrado,'preparado con AMYLQ
GILUCOSIDASE HOVO (¥OVO INWDUSTRI. A/S, Dinamarca). La mez-
cla se amasd cuidadosamente en un mortero, y luego se de
jb reposar a temperatura ambiente durante una hora. E1
agrogado resultante se desintegrd em mortero, formando un
producto gramlar que se dejd secar a temperatura ambiente
durante un dia. 7

| El producto granular secado (11,4 g) tenia una ac-

tividad de 425 unidades por g, representando asi una recu-

peracidén de 38,8 por ciento tras inmovilizacidn.
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EJRIPIO 2

Una caseina granulor precipiteda con deido (1500
g del tipo M60 (Scerma S.A.) consistente en particulas de
100-500 micras, constituyendo la fraccidm de 150~350 mi-
cras aproximadamente TO por ciento) se mezcld en estado
seco con albumina comercial secada por pulverizacidn (120
g), en un mezelador horizontal tipo arado, de 20 1litros
(Gebr. Lodige Maschinenbau, G.m.b.H., Alemania Occidental)

ﬁn concentrado ultrafiltrado de amiloglucosidasa,
breparado con AMYIOGLUCCSIDASE NOVO (650 g de una soluciédn
que tenie un contenido de materia seca de aproximadamente
25 por ciento, y que contenia aprox. 3200 unidades de ami
loglucosidasa soluble por g de concentrado) se mezeld con-
cienzudamente con glutaraldehido (180 ml de una solucidn
acuosa al 50 por ciento (pesq/peso) a pH 4,9 y temperatu-
ra de 18¢(¢, tras lo cual la solucidn resultante se vertid
en el eparato de mezcla. Se contimud l1a agitacidn vigoro-
sa. durante 0,5 a 1 minuto adicional, scguida por retirada
del mezclador del producto humedecido en particulas. K1
producto himedo se dejb en reposo durante aproximadamente
45 minutos pare completar el procedimiento de reticulacidn
con lo que se formaron grumos de particulas agregadas. Ia
grenulacidn del producto se efectud en un granulador osci-
lante (por ejemplo del tipo suminigtrado por Diaf A/S,
copenhegue) provisto de un tamiz de 1,5 mm de didmetro.

El granulado se lavd con agua desionizada (10 1)
durente 10 minutos, se recuperd por filtraciér y luego se
sometid a secado en lecho fluido. 1 producto séeo (1600

&y 450 unidades de amiloglucosidasa por g) se liberd de

*
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1 | finos por tamizadoe.

EJIMPLO 3

Una solucibn de polvo de amiloglucosidasa secado
por imlverizacién (105 g, actividad 11.400 unidades por
&y Preparado como se ha descrito en el Bjemplo 1) y albi'
mina éecada por pulverizacidn (105 g) se prepard en agua
del grifo (400 ml) y se dejd durante la noche en el refri |
gerador a 6-7¢C. Bl pH de la solucidn era 5,4.
10 Iuego se afiadid glutaraldehido (100 ml de solucidy
acuosa al 50 por ciento (peso/peso)), y la solucién resul
tante se transfirid en el curso de 3 minutos 2 una tanda
vigorisamente agitada de easeina grenular precipitada con
dcido clorhiarico (725 g de la miema calidad que 1la useda
15 en el Ejemplo 1). Ia mezcla se efectud en un mezclador in
dugbrial del mismo $ipo gue el del Ejemplo 2. L& agitacidn
vigorosa de la mezela de reaccidn se contimud durante unoJ
pocos mimtos adicionales, tras lo cual se dejd en repoéo‘
20 hasta que se completd la reaccidén de reticulaciln, tras
aproximadamente 1 hora. El producto agregade y grumoso
resultante se gramild en un granulador oscilante, a través
de un tamiz de 2 mm de didmetro.

El grenulado se lavd con una solucidn acuosa de
25 acetato sdédico (pH 4,2), seguido bor secado bajo.vacio a
35¢C.

Bl producto gramiledo seco (925 g) tenfia una acti
vidad de 800 unidades por &, lo que representa una recuve~

racidn del 67,8 por ciento tres inmovilizacidn.’
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EJEMPTO 4

El producto de amiloglucosidase inmovilizade Pre-
perado segin el Ejemplo 3 (20 g) se empepd qurente una
hore & temperatura ambiente, en una solucidn acuose de
glutaraldehido (500 ml de solucién &l 1 por ciento ajus-
tada a pH T), seguido por recuperacién del producto seco
(20 g).

La actividad de este producto era 625 unidades
por g, representando asi una recuperacién de 78 por cien-
0 en la segunda etape de inmovilizacidén, y una recupera~

cibén global de 53 por ciento de amiloglucosidasa soluble.

EJEMPIO

Una solucién acuose de alfa-amilesa maltdgena (2

(NOVO INDUSTRI A/S, Dinamarca) en agua desionizade a pH

6,2) se mezeld con una solucidén acuosa de glutaraldehide
(0,3 ml de solucidn al 50 por ciento (peso/peso)) y luego
se afiadib rdpidamente & una mezcla seca de caseina grami-
lar precipitada con dcido (4,0 g del tipo M60) y albimina
de huevo comercial secada por pulverizacidn (0,5 g). Tras
amesado concienzudo del producto resultante en un mortero,
se dejd durante 1 hore a temperatura ambiente. Los grumos
se desintegraron en mortero, tras lo cual se dejd secar

el producto 2 temperatura ambiente durante 1 dfa.

ZJEMPIO_6

Une columne encemisade de 15 mm de didmetro inte-

rior, mentenida & 5500, se cargd con el producto de smilo-
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plo 1.
Una alimentacitn en flujo descendente, consistenté
on una dextrina comercial al 30 por ciemto (peso/vol), hi
drolizada con dcido/enzime (meltodextrina GPC Snow Flake
01915, de ED 20), que tenia la siguients composicibn apng‘
Ximedas:

Ianto por ciento

glucossa (DPl) 3 4=5
disasedridos (DPZ): ‘ 8-9
trisacaridos (DP ): 6=T7

3 .
tetra~ y oligosacdridos (DP +): T9-82
4

& la que se afiadid 0,2 por ciento (peso/vol) de sulfito
sbdico, seguido por ajuste del pH a 4,5, se aplicd & 2a

columne s caudal constante de 15 ml por hora.

El efluente se analizd por cromatografia de 1iquil
do & alts presién (CILAP), dando los siguientes resuliados:
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Dies | Tanto por |Tanto por |Tanto por |7Tanmto por ED
ciento DP1 ciento DPd ciento DP |eiento DP:- gglcula—
1 | 92,0 5,6 0,7 1,7 95,3
4 93,2 4,2 0,6 2,0 95,8
5 | 92,9 349 0,7 2,5 95,4
7 93,6 3,2 0,6 2,5 95,8
9 93,3 3,1 0,7 2,9 95,5
11 92,6 3s2 0,8 393 94,9
13 | 9246 2,9 0,9 346 94,9
EJEMPIO T

Una columna encemisada de 25 mm de didmetro inte~
rior, mantenida & 559C, se cargd con el producto de amilo~-
glucosidasa inmovilizade (20 g) preparado segin el Ejemplo
2.
Une alimentacidén de sustreto en flujo ascendente,

que tenia la misma concentrecidn, composicidn y pH que 12
usada en el Ejemplo 6, se aplic6 e la columne 2 caudal cong
tante de 50 ml por hora. EL contenido de glucosa (tanto po:
ciento DP.) se analizé por el método de la hexoquinasa, dsn

do los siguientes resultados:

MEA
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Dias Tanto por ciento DP;L
1 89,0
4 93,6
6 93,6
8 93,1
EJEMPIO 8

Une columna encamisade de 25 mm de difmetro inte-
rior, mantenida & 552C, se cargd con el producto de amilo-
glucosidasa inmovilizada (25 g) preparado segin el Ejemplo

2, Se aplicéd a la columne una alimentacidn de sustrato en

flujo ascendente, de la misme composicidn que la usada eun
el Ejemplo 6. La alimentacidén (pH 4,5) tenie un contenido |
de sblidos secos de 30 por ciento (peso/peso), y se afiadiéd
sorbato potésico (2 g por litro) como conservador. El cau-
dal se ejusté de manera que se mantuviese un grado de con- |

versidn aproximadamente constante.

El efluente se anslizd mediante CLAP, dando la si-

guiente conversidn a glucosa (DP ) con el tiempos
1
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Dias Tento por ciento DP Caudal, ml/hora
1 92,6 B 115
2 - 112
"3 92,4 101
4 92,0 82
5 92,2 5
6 92,3 70
T 92,1 66
8 92,6 64

9 - 60 )

10 92,0 57

rial de la columna.,

gulentes resultados:

EJENMPIO 9

Una vez completada la experiencie no se obgervaron

cambios en la dureza nli demés propiedades fisicas del mate-

Usando el método del Ejemplo 7, pero sustituyendo
el producto de amiloglucosidasa inmovilizada del Ejemplo 2

por el preparado segin el Ejemplo 4, se obtuvieron los si-
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Dias r Tranto por ciento DPl B
1 90,3

2 22,9
4 93,7

13 93,3

EJEMPLO 10

La alfa-aemilase maltdgena inmovilizada preparada
segin el método del Ejemplo 5 (4 g) se usd como relleno en
ura columns encamisade mantenida a 459C, y se aplicd una
alimentacién en flujo descendente de dextrina comercial
(maltodextrina CPC Snow Flake 01913) gque contenia 30 por
ciento (peso/vol) de sblidos secos, y sulfito sédico (0,2 l
por ciento) como conservador. E1 pH de la alimentacidn se
ajustd a 4,5, y el caudal a 15 ml por hora. Ia tabla si~
guiente muestra la composicidn del efluente de la c¢olumna,

representando DP principalmente el contenido de maltosas
2
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Dias Tento por |Tanto por |Tento por | Tanto por ED
ciento DP |ciento DP |elento DP |ciento Dp + | caleular
1 2 3 47 1do

1 543 45,4 21,0 26,3 42,5

2 5,0 44,9 21,6 28,5 42,1
3| 4,7 44,1 22,0 29,2 41,7

4 44 43,5 | 22,7 29,4 41,2

EJEMPLO 11
A

Une columna encemisada de 15 mm de didmetro inte-
rior, mantenida a 559¢, se cargd con amiloglucosidesa in~-
movilizada (12 g) preparada segin el método del Ejemplo 2|

Se aplicd a la columna una alimentacién en flujo
descendente de dextrina (31 por ciento (peso/vol) basado
en el contenido de materia seca), preparada por licuacidn
de almidén con TERMAMYL & 160 (NOVO INDUSTRI 4/S, Dinemsy
ca), y que tenfa la siguiente composicién:

'.Eant6 por ciento

glucosa (DP—l): 1
disacéridos (DP2): 7-8 |
trisacéridos (DP ): 10-12
tetra- y oligosagéridos (DP 4)s 79-82
ED ¢ 21

La alimentacién contenia sulfito sédico (0,2 por
ciento (peso/vol)) como conservador, y tenia un pH de 4,5.

Bl flujo se reguld para mentener un grado constante de con
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Dias| Panto por |ranto por 'Tq.nto por |Tanto por |Caugal,
ciento DPl ciento DP2 ciento ])P3 ciento DP4.!_ ml/hora
3 92,1 4,2 0,7 3,1 35
T 92,3 3,6 0,8 3,3 33
u | 922 | 3,6 0,7 3,5 27
28 92,4 3,1 0,9 3,6 ‘ 18
56 92,1 3,3 0,8 3,7 15

B
Un sustrato de dextrina preparado segin el método
descrito en (4), y aue tenia la siguiente composicidm: l

Tanto por ciento

glucosa (DPq): _ 1,1
disacdridos (DB,): 6,8
trisacéridos (DP3): - 1,0
tetra~ y oligosacéridos (DP4+): 81,0

se tratdé con 0,01 por ciento (basado en gdlidos secos tota-
les) de alfa-amilasa maltdgens (FUNGAMYL 1600, HOVO INDUSTR]
A/s), & PH 5,0 y 502C durente dos hores. Tras el tratamien-

to, el sustrato tenia la siguiente composicidn:
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Tanto por ciento

glucosa (DPl)-: 1,3
disacéridos (DP ): 13,9
trisacéridos (m% )z 22,3
tetra- y oligosagéridOS (DP4): 62,5

Cada una de dos columnas encamisadas de 15 mm de
difdmetro interior, mantenidas & 559C, se cargeron con
amiloglucosidasa inmovilizada (10 g, preparada segin el
Ejemplo 2). Se aplicaron & las columnas alimentaciones en

S

flujo descendente, consistentes en 30 por ciento (peso/vol
de los dos tipbs de dextrina preparedos como se ha descri
$0 antes,'a los que se afiadid 0,2 por ciento (peso/vol)

de sorbato potdsico, seguido por ajuste del pH @ 4,5. Se

obtuvieron los siguientes resultados:

Dextring

Alimentecidn antes del tratamien|después del trat
to con FURGAMYL miento con FUNGA
MYL

Méximo valor DX del
efluente, tanto porx
c¢iento 92,7 . 93,3

BEJRMPTO 12

Unas porciones (10 g) de amiloglucosidesa inmovi-
lizada, preparade segin el método del Ejemplo 2, se empa~
paron en soluciones de 100 ml que contenian diferentes con
centraciones de sulfito sddico. E1 pH de le solucidn se
ajustd a 4,5 por adicidn de dcido acético. Tras empapar du

rente 2 horas & temperatura ambiente, las muestras de enzi
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me se lavaron con agua desionizada y se usaron como relle

Do en columnas encamisadas de 15 mm de didmetro interior,

Se aplicaron a las columnas alimentaciones en flu
jo descendente consistentes en dextrina (30 por ciento
(peso/vol)), preparade segin el método del Ejemplo 11 A,
2 la que se afiadid sorbato potdsico (0,2 por ciento (peso/
/vol)), seguido por ajuste del pH & 4,5.

Ajustando el caudal de cada columne para der el
méximo valor DX del efluente, se obtuvieron los siguientes

resultados:

Sulfito sbdico, o

&/100. m1 0,0 o,00 | 0,1 {0,2 | 0,5} 1,0

Méximo DX 90,3 90,2 | 91,2} 91,7} 91,9} 92,4
EJEIPLO 13

El efluente con mucha maltosa (ED aproximadamente'
42) recogido de la columna de FUNGAMYL inmovilizade del
Ejemplo 10 se usé como alimentacién para la columne de
amiloglucosidesa inmovilizada del Ejemple 6. Bl caudal ge
ajust§ (a T3 ml por hora) pera producir un efluente que
tenia la siguiente composicién de un jarebe de alta con-
versidn (2D aproximedamente 65):

Tanto por ciento

glucose (:DPl): 38,1
disacéridos (DP ): 39,6
trisacdridos (D§3): | ' 2,8
tetra- y oligoseciridos (DPA'*,): 19,6
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- BJENEIO 14

Une columna encemisade de 25 mm de didmetro inte-
rior, mentenida & 55¢C, se cargd con producto de amiloglu~-
cosidesa inmovilizeda (20 g) preparado segin el Ejemplo 3.

Una alimentacidn de sustrato en flujo ascendente,
consistente en las aguas madres (o refinado) obtenides de
fraccionamiento de fructosa-glucose, y que tenia la siguien
te composicidn:

Tanto por ciento

fructosa 3,25
glucosa 85,71
disacéridos 9,17
trisacéridos 1,42
sacéridos superiores 0,54

¥y con pH ajustado a 4,5, se aplicd & la columna en candal
de 250 ml por hora, a una concentracidn de 25 por ciento
(peso/peso) . Se mostrd que la composicién del efluente, dg

terminada por CLAP, era:

Tanto por ciento

fruetosa 3,25
glucosa 91,16
disacédridos 4,14
trisecdridos 1,15
sacéridos superiores 0,30
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TIVINOTOSEGNES
g

.

fos puntos de invencidn propia y nueva gue se prasen_
tan para gue sean objeto de esta solicitud de Patente ds Invencitn en
Espafiay por VEINTE aiios, son los que se rooogen en Jas reivindicacio~
nes sigulentes:

14, Un procsdimiento para la preparacidn de un pro-
ducto da enzima sacarificants inmovilizada en forma de particulas; se-
lecciondndose la enzimn sacardficante del grupo que consta de emiloglu
cosidasa y alfa-amilase maltdgena, cuyo procedimiento comprende revese
tir particulas de soporie da casefra granular con una nczcla de yeace
cidn acuosa da enzima sacarificante, albdmina de husvo y glutaraldshi-
do, an.dcnde las proporcionss en peso de la cantidad de enzima sacarie
ficaﬁta a casefna v a albimina s encuentran en el intervalo ds 0,005
a 0;8 y de 0,2 2 20, respectivamenta, la proporcidn en ﬁeso de gluls~
raldetido a enzima sacerificante y alblmina de dicha mezcla de reac-
cifin se halla en el intervalo de 0,1 8 1 y el contenido de agua de di-
cha mezcla de reaccidn acuosa estd comprendido dentro del intervalo
ds 20 a 50 por ciento {pesofpeso), con lo que 1a casefma grenular que-
ta revastida por una czpa proteica pormeable a lns liguidos en la quz
la enzima sscerificants y la albimina da husvo estdn reticuladas por
reaccifin con el glutaraldshido.

22,= Un procedimiento segln la reivindicacién 13,
en el que las pronorcionss en peso de la candidad de enzima sacayds
fivantz e caseina ¥ a albdmina estdn caomprendicas deontro dsl inter-
valo te 0,04 a G, y de 0,8 a §, respectivamente;

38, Ln procadimiento segdn la reivindicacidn 12,




Mnjnm‘'un.35

.en al gue el dianretro da las paniculas de soporte esta co.pi-adicb
entre 100 y 500 mieras.

43.- Un procedimiento segin cualquiera do las rei-
vindicaciones 13 a 33, en el que el producto de enzima sacarificate
imovilizada se tinta previarente en una solucion diluida ds glutaral-
dehido,

5s.- Un procedimiento segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 13 a 43, en el que el producto de erzima escarificante
imovilizada se trata previanente en una solucion diluida de una sal
ce &cido sulHuroso.

63.- Un procedimiento para la preparacion de un pro-
ducto ds erzima sacarificate imovilizada en forma de particulas.

Tal y coo se ha descrito en la Memoria que antece-
day con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de treinta hojas escritas a ma-—

quina por ua sola cara. i

mano, 01.JUM1978
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