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|rir iones cobalto en el jarabe, y sin embargo el cobalto eg

tlojau aim. l

La presente invencidn se refiere a una .com-

posicidn de glucosa-isomerasa que contiene hierro, y més en
partiéular a una composicidén de glucosa-isomerasa en forma

de particulas, que contiene al menos 0,050% en peso de hie-
rro, incorporado en ella como sal de hierro.

Una dificultad bésica con que se enfrentd-es

ta téenica es que la enzima glucosa-isomerasa parecia redne

t4 ampliamente considerado como sustancia tdxica, y por tan
to el nivel de cobalto presente en el iso-jarabe producto

-

se ha de reducir al nivel de partes por billdén, por ejeﬁ?i§¢
por intercambio de iones del iso-jarabe producto. Antes ;E“
ahora, el enfoque empleado por los autores del presente iﬁé"
vento y sus colaboradores era ajustar las condiciones del“:
tratamiento de manera que no tuviese que haber iones cobal-
to presentes en el jarabe de alimentacidén para fines de ac-
tivacidn de enzima. Como ejemplo de este enfoque se hace re
ferencia a la patente de los EE.UU. 4,025,389,
Recientemente se ha observado que el hierro
puede activar a las enzimas glucosa-isomerasa. Se ha sugeri
do la inclusidn de pequefias cantidades de una sal de hierro
en el jarabe de alimentacidn, con fines de activacién de la
enzima, Sin embargo, se debe observar que los jarabes norma
les coniiencn a menudo pequeﬁas-cantidades de hierro en for
ma. soluble.

De todas formas, la introduceidén de sales dev
hierro solubles en la corriente de alimentacidn de jarabe
de glucosa es més ‘fAcil de sugerir que de llevar a la préc-
tica. Por una parte, el operarioAdel sistema de isomeriza-

cién de glucosa ha de tener un grado razonable de sofisti-
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cacién quimica, y el propio sistema debe ser sofisticado.

Hojn nam. 2

La sal de hierro se ha de dosificar en el jarabe de glucosa}
El andlisis quimico del jarabe de glucosa que entra en el
reactor de isomerizacidn, para determinar su contenido de
hierro, se ha de hacer periddicamente, aunque solo sea como
comprobacibén del funcionamiento satisfactorio del equipo de
dosificacibn. Por otra parte, dado que la capacidad de la
enzima para captar hierro es despreciable o, como mucho, 13
mitada, es probable que se alcance el punto de saturacidn

durante un largo periodo de funcionamiento del procedimien-

to de isomerizacidén. En cualguier caso, en algin punto du-

rante el procedimiento comenzard a fugar hierro a la corriq?
te de producto, La presencia de hierro en el producto puede
inducir la formacidn de color en medida que requiera su elil
minacibén, por ejemplo por intercambio de iones, afiadiéndose
asi a los costes de purificacibén. Resumiendo, la adicién de
sales de hierro al jJarabe de glucosa es bastante molesta.

Un objeto de la presente invencién es propor
cionar un producto de enzima que tiene hierro incorporado
en é1, dado que esto es generalmente més ventajoso, particu
larmente si el hierro estuviese retenido durante la vida
0til del producto de enzima, y permaneciese tan firmemente
unido que précticamente no hubiese fuga de hierro en el uso
de la enzima.

Segln el primer aspecto de la presente inven
cibén, se proporciona un método para activar una forma de ma
sa de células de glucosa-isomerasa, comprendiendo dicho pro
cedimiento incorporar en ella al menos 0,05% en p/p (base
seca) de hierro como sal de hierro no téxica, soluble en

ague. La forma de masa de ¢élulas se convertiré luego en una
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Tdrma,en particulas, y se secari, para obtener un producto
de enzima adecuado psra venta en estado previo al empapa-
miento.

Segln el segundo aspecto de la presente in-
vencibén, se proporciona un método para activar una forma de
masa de células de glucosa-isomerasa, comprendiendo dichc
procedimiento incorporar en ella al menos 0,05% en p/p (ba—
se seca) de hierro, como sal de hierrc sbélida, no téxica, -
soluble en agua. La forma de masa de células se convertigg
luego en una forma en particulas, y se secard, para obtenég

FEER

un producto de enzima adecuado para venta en estado previo..

v
-
-

al empapamiento. _ )
Begin el tercer aspecto de la pfesgnte invéé
cibén, se proporciona un método para activar una forma de ma
sa de células de glucosa-isomerasa, segin la descripeién
y/o reivindicaciones de la memoria descriptiva de la Paten-
te Briténica n2 1,516.704 y/o memoria descriptiva de la pa-
tente de los EE.UU. n® 3.980.521, comprendiendo dicho proce
dimiento incorporar en ella al menos 0,05% en p/p (base se-
ca) de hierro como sal de hierro no tdéxica soluble en agua.
La forms de masa de célulés ge convertird luego en una for-
ma en particulas, y se secari, para obtener un producto de
enzima adecuado para venta en estado previo al empapamiento;
Segln el cuarto aspecto de la presente inven
cidn, se proporciona un método para activar una forma de ma
sa de células de glucosa~isomerasa, segin la descripcién
v/0 reivindicaciones de la memoria descriptiva de la Paten-
te Briténica n® 1.516.704 y/o memoria descriptiva de la pa-
tente de los EE,UU. n® 3,980,521, comprendiendo dicho proce

dimiento incorporar en ella al menos 0,05% en p/p (base se-
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ca) de hierro, como sal de hierro sdlida, no tbéxica, solu-

IHojn anam. 4

ble en agua., La forma de masa de células se convertird lue—
go en una forma en pérticulas, y se secarf, para obtener un
producto de enzima adecuado para venta en estado previo al
empapamiento.

La invencidén proporciona también una forma
de masa de células activadas por hierro, de glucosa-isomera
sa, en forma en particulas secada, que tiene incorporada en
ella al menos 0,05% en p/p de hierro como sal de hierro no
tbéxica soluble en agua. Preferiblemente, la forma de masa
de células es segin la descripcidn y/o reivindicaciones de
la memoria descriptiva de la Patente Briténica n2 1,516.704
y/o patente de los EE,UU. n2 3,980.521.

Asi, la invencién permite proporcionar un
producto en particulas listo para empapar en solucién de
azQicar, antes de su uso en isomerizacidn,

En la préctica, el uso de hierro como metal
activador en las preparaciones de glucosa-~isomerasa represen
ta un significativo avance de la técnica, ya que se recono-~
ce que el hierro en pequeflas cantidades es un material no
téxico. DLa sal de hierro afiadida puede ser, naturalmente, d¢
calided paraalimentos. Por tanto, desaparece el miedo de de
jar sustancias tdéxicas en el jarabe producto. Unas cuantas
partes por millén de sal de hierro en el producto son permi
sibles.,
La glucosa-isomerasa es una enzima intracelu
lar que no es necesario aislar de las células del microorga
nismo para producir un producto de enzima activa (véanse,
por ejemplo, las memorias descriptivas de las patentes de

los EE.UU. ne 3.821,086, 3.779.869 y 3.980.521)., Tales pre-
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|incorporar en la preparacidén de masa de células durante la

HﬁunﬁmAB

‘Paraciones usan la célula del microorganismo, entera o fr@gA
mentada, como base del producto de glucosa—isome:asa. Las

expresiones "forma de masa de células", "preparacidén de ma-
sa de células" y "forma de masa de células en particulas"

se emplean aqui para definir formas, preparaciones y parti-
culas obtenidas, formadas o fabricadas de otra manera a par
tir de la sustancia de las células del microorganismo, jin-
to con reaccionantes orginicos, por ejemplo glutaraldehi@pa

.
“xe®

proteinas o agentes de aglomeracién, por ejemplo polielec~

e e

trolifos. En peso, el contenido de glucosa-isomerasa en uhq
preparacién de masa de células es normalmente una fracciéﬁf:
muy pequefia de la preparacidén global. '

Se ha descubierto ahora que las preparacio-
nes de glucosa-isomerasa en masa de células pueden captar
en ellas proporciones sustanciales de hierro, y ademids se
pierde relativamente muy poco del hierro por contacto pro-—
longado con Jarabes de glucosa y de glucosa-fructosa. La
cantidad de hierro que se puede incorporar en las prepara-
ciones de masa de células excede con mucho de log requisi-
tos para activacibén de la glucosa-isomerasa.

En particular, las sales de hierro no téxi-

cas solubles en agua, en forma sélida, se pueden mezclar e

formacidén de la misma, por ejemplo justamente entes de la
extrusibén de una forma en particulas. Las sales se podrian
introducir también, en circunstancias apropiadas, como solu
cibén acuosa concentrada. |

La presente invencidn abarca como producto
una preparacidén de enzima en masa de células seca, con una

sal de hierro no tbéxica soluble en agua incorporada, en can
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tidades de hierro de al menos 0,05% en p/p, generalmente de
0,05-2,0% en p/p, de la preparacién de masa de células. Des
de luego, se podria incorporar més hierro que 2,0% en p/p,
pero no se conseguiria asi ningln fin 4til. E1 contenido
preferido de hierro esté comprendido entre 0,2 y 0,5% en
p/p, especialmente de aproximadamente 0,2 a 0,25% en p/p,

En todos los casos, una vez incorporado el
hierro dentro de la preparacibén de masa de células, en -~
0,05-2,0% en p/p, en base a peso en seco, se pierde poco o
nada del hierro al jarabe durante la vida Gtil de la prepa-
racibén para fines de isomerizacidén de glucosa. Desde luego,
la preparacibén de enzima que contiene hierro puede separar
hierro del Jjarabe. Por ejemplo, un jarabe que entra en un
reactor de isomerizacién con 4 ppm de hierro bien podria a-
bandonar el reactor de isomerizacidn con un contenido de
hierro menor que 1 ppm de hierro.

En la préctica, se ha hallado que la mejora
de la productividad y/o estabilidad de la glucosa-isomerasa
puede tener lugar cuando también se mezclan otros ingredien
tes s6lideos en la preparacidn de enzima. En particular, ha
causado algunos problemas la caida inicial de pH que tiene
lugar durante un periodo de 1l-2 dias tras cargar una colum-
na con enzima fresca., Una disminucién de pH en la columna
es indeseable porque induce encogimiento del lecho de enzi-
ma, lo que a su vez puede conducir a formacibén de canales
en el lecho. Ademés, puede derivarse de ello una disminu-
cidn de actividad, y en los casos graves una estabilidad mes
nor de la enzima producida. Se ha hallado que la incorpora-
cibén de 0,5 a 3,0% en peso de éxido de magnesio, en base al

peso en seco de glucosa-isomerasa, en la preparacidén de ma-
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Sa de células, supera la caida inicial de pH en grado sus-
tancial, proporcionando asi valores del pH de salida del ja
rabe relativamente estables. Ademds, a menudo se ha hallado
que es deseable mezclar glucosa sbélida (por ejemplo glucosa
monohidratada); que sirve principalmente como diluyente
coadyuvante de mezcla, con la preparacidn de masa de cé}??,
las, en cantidades de 2 a 15% en peso (base seca). “}-
' Las particulas preferidas de glucosa-isomersa

sa aqui consideradas son las preparaciones de células homo-
geneizadas que se han hecho reaccionar con glutaraldehido,
descritas y/o reivindicadas en la memoria descriptiva de la
Patente Briténica n2 1.516.704 y/o memoria descriptiva de
la patente de los EE.UU. n? 3.980.521. |

En el modo preferido, la sal de hierro solu-
ble en agua se mezcla con el 4xido de magnesio y la glucosa
y luego se afiade a la masa de células antes de la etapa de
extrusién que forma el granulado final.

Aunque la préctica de la'invencién'consideré
la incorporacidn de cualquier sal de hierro no téxica solu-
ble en agua en la preparacidén de masa de células de enzima,

se prefieren ciertas sales de hierro, concretamente:

Sulfato férrico Sulfatc ferroso
Cloruro férrico Lactato ferroso
Citrato férrico Citrato ferroso

Citrato férrico-aménico Acetato ferroso
Nitrato férrico
Pirofosfato férrico 7
Los siguientes ejemplos ilustran la presente
invencidn.

Fn los ejemplos se usa la siguiente termino-
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Llogia:

Definicibén de actividad

La unidad de actividad se define como la can
tidad de enzima que forma fructosa a una velocidad inicial
de 1/umol de fructosa por min, bajo un conjunto dado de con
diciones de isomerizacibn.

Determinacidn de la actividad

La actividad se determina bajo las siguisn-

tes condiciones:

Jarabe 40% en p/p dextrosa disuelta
pH de entrada 8,5

Mg+t 0,004 M

Temperatura 652C

Di&metro de la co-—
lumna 2,5 cm
Altura de la columna 35 cm
Direccidn del flujo descendente
La actividad se expresa en unidades IGIC por
Ze
En largos periodos de isomerizacidén, las cur
vas de atenuacibén de la actividad se ajustan a modelos de
atenuacidén exponencial de la forma:
Act = Aj x @ b x %
donde t es el nlmero de horas tras el principio de la isome
rizacidén
Act es la actividad a t = ¢
Ao es la actividad a t = 0
y b es la constante de atenuacidn, en ne~t
A partir de esta ecuacibn se define la vida

. in 2
mitad como Tl/2 = S5, dada en horas.
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"Productividad

La productividad se define como kg de dextro|
sa d.s. convertidos en una mezcla de 45% de fructosa y 55%
de glucosa, por kg de enzima, tras un tiempo de isomeriza-
cibén dado.

En los ejemplos, la productividad se calcula

seglin una ecuacidén de la forma antes dada, tras un tiempo

de isomerizacién de 2 x Ty /0
Hierro
| Fl contenido de hierro se determina segin el
método de la o-fenantrolina (Nordisk HMetodik Komite for

Levnedsmidler n2 22, 1955 U,D.C. 664,7:546.72).

El color se determina segin el método CIRF,
Estabilidad del color |

La estabilidad del color se determina tras 1
hora de calentamiento a 1002C a pH 4,2 (CIRF).
 El 6xido de magnesio empleado era el tipo pe
sado ER/B, de Pharmelko, Mildn, Italia. '
Ejemplo 1: Adicidén de citrato férrico, lactato ferroso y
sulfato férrico en relacibén con éxido de magne-
sio y dextrosa. Adicién de Sxido férrico,
 Se produjo una torta de filtracién'segﬁn el
ejemplo V de la patente de los EE,UU. ne 3.980.521.
La torta se granuld mediante un granulador
oscilante provisto de una malla con agujeros de 1 cm,
’ El granulado grueso contenia aproximadamente
76% de agua (medida por secado a 1052C). Se dividié en 6 lo

tés.
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C.

D,

+)

lojn nam. 10

8,5 kg de la torta de filtracibén granulada
gruesa ge extruyeron mediante un extrusor
axial provisto de una malla con agujeros de
0,8 mm de di&metro, El extruido se secd en
un lecho fluido con aire a 60-652C, hasta un
contenido de agua de aproximadamente 10%.

A 8,5 kg de la torta de filtracibn granulada
gruesa se afiadié una mezcla de 20 g de 6xido
de magnesio, 85 g de dextrosa monohidrataua
y 40 g de citrato férrico con un contenido
de hierro de 16%. Tras mezclar fintimamente,
la mezcla se extruyd y secd como en A,

8,5 kg del granulado grueso se mezclaron con
una mezcla de 20 g de 6xido de magnesio, 85
g de dextrosa monohidratada y 40 g de lacta-
to ferroso con un contenido de hierro de a-
proximadamente 19%. Tras mezclar intimamenta
la mezcla ge extruyd y secd como en A4,

8,5 kg del granulado grueso se mezclaron con
una mezcla de 20 g de 6xido de magnesio, 85

g de dextrosa monohidratada y 30 g de sulfa~-
to férrico con un contenido de hierro de a-

proximadamente 20%, Tras mezclar intimamente
la mezcla se extruyd y secd como en A,

8,5 kg del granulado grueso se mezclaron in-
timamente con una mezcla de 20 g de Oxido de
magnesio y 85 g de dextrosa monohidratada.
La mezcla se extruyé y secbd como se describe
en 4,

8,5 kg del granulado grueso se mezclaron in-
timamente con 25 g de éxido férrico que con-
tenia aproximadamente 58% de hierro., La mez-
cla se extruyd y secd como en A.

Ejemplo comparativo

Las preparaciones se tamizaron a entre 0,35
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'mm ¥y 1,0 mm, y se analizaron los productos.
ElL pHE se midid en la corriente de salida de
jarabe, en muestras tomadas tras 20 horas y 43 horas, reg-

pectivamente. Antes de la determinacién del pH, las mues-

Tabla I »
Actividad pH del Jjarabe
de salida tras

I6IC/g | IGIC/g % de

Preparacidén [hallado { corregide | sanancia | 20 hr 4% hrn
2 o | 2us 0 6,68 | 7,62
B 507 326 3| 7,99 | 820
C 296 315 28 7,60 7,98
D 308 328 | 33 7,90 | 8,14
g 254 267 8 7,99 | 8,20
Dy 257 260 6 6,86 | 7,65

+)Ejemplo comparativo
Como se puede ver por la Tabla I, solo la

adicidén de componentés de hierro solubles da una ganancia
de actividad que tiene importancia. La adicibn de 6xido fé-
rrico solo dié aproximadamente 6%, en comparacidén con apro-
ximadamente %0% para las sales solubles.
Ejemplo II: Adicidn de 6xido de magnesio 4 dextrosa y 6xido
de magnesio + dextrosa + sal de hierro

Se produjo una torta de filtracidn segﬁn-el
ejemplo V de la patente de los EE.UU. n® 3,980.521. La tor-
ta se granuld mediante un granulador oscilante provisto de

una malla con agujeros de 1 cm.

79% de agua. Se dividibé en 5 lotes de 8,5 kg.

El granulado grueso contenia aproximadamehte '
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8,5 kg se extruyeron y secaron como en el
ejemplo 1A, sin adicibn de aditivos.

+)B.A8,5 kg de torta de filtracidn granulada se
afiadieron 25 g de éxido de magnesio. Tras
mezclar intimemente, se extruyé y secd como
en A,

+)G. A 8,5 kg de torta de filtracidén granulada se
afiadieron 25 g de dxido de magnesio y 200 g
de dextrosa monohidratada., Tras mezclar, se’
extruyd y secbd como en A.

+)D. A 8,5 kg de torta de filtracidn granulada se
afiadid una mezcla de 25 g de éxido de magne-
sio y 300 g de dextrosa. Tras mezclar, se ex
truyd y secd.

E. 8,5 kg de la torta de filtracibén se mezcla~ !
ron con una mezcla de 25 g de 6xido de magne
sio, 200 g de dextrosa monohidratada y 40 g
de sulfato férrico que contenia aproximada-
mente 20% de hierro. Luego se extruyd y secd

+) Ejemplo comparativo.

Las preparaciones secadas se tamizaron a en-
tre 0,35 mm y 1,0 mm, y se analizaron los productos.

El pH del jarabe de salida se midié en mues-
tras tomadas tras 20 horas y 43 horas, respectivamente, y

enfriadas a 259C,
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B Tabla II
. pH del jarabe
Actividad, IGIC/g  He salida tras
% de , Corregido por
Prepa~|material mat. inact. % de
racidn|afiadido [Hallado afiadido ganancial 20 hr | 43 hy
4 0 220 220 0 6,85 | 7,40
Hg 1 222 220 | 2 | 818 |8&,23
+)g 10 216 240 9 | 8,14 |5,22
+)p 14 216 251 14 8,15 | 1,21
E 12 272 309 10 8,15 | 8,27

flojn nam. 15

+) Ejemplo comparatbivo

Como se puede ver por la Tabla II, solo la
adicién de una sal de hierro proporciona un aumento signifi
cativo de actividad.
Ejemplo III: Adicién de citrato férrico, pirofosfato férri-
' co, citrato férrico-aménico y sulfato ferroso.

Una btorta de filtracidén granulada gruesa con
‘aproximadamente 76% de agua, como en el ejemplo I, se divi-
dié en 6 lotes, cada uno de 8,5 kg.

)y, 8,5 kg de torta de filtracién granulada se
extruyeron y secaron como en el ejemplo 1,
dando una composicidén de referencia,

B. A 8,5 kg del granulado grueso se afiadibé una
mezcla de 25 g de 6xido de magnesio, 25 g de
citrato férrico con aproximadamente 16% de
hierro, y 250 g de dextrosa monohidratada.,
Tras mezclar intimamente, el granulado se ex
truyd y secd como en A,

C. 8,5 kg del granulado grueso se extruyeron y
secaron como en A, tras adicidn de 25 g de
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tre 0,35 y 1,0 mm, y los productos obtenidos se analizaron.

El pH del jarabe de salida se midid tras 20 y 43 horas.

D.

E.

F,

+)

Hojn nom. 14-

6xido de magnesio, 50 g de citrato férrico y
250 g de dextrosa monohidratada.

8,5 kg del granulado grueso se trataron como
en C, excepto en que los 50 g de citrato fé-
rrico se reemplazaron por 30 g de pirofosfa-
to férrico con un contenido de hierro de a-
proximadamente 12%.

A 8,5 kg del granulado grueso se ahadieror

25 g de éxido de magnesio, 250 g de dextrosu
monohidratada y 30 g de citrato fétrico ambéni
¢o con un contenido de hierro de aproximacda-
mente 15%. Tras mezclar intimamente, el gra-
nulado se extruyd y secd como en A. }

Al Gltimo lote de 8,5 kg se anadieron 25 g
de 6xido de magnesio, 250 g de dextrosa mong
hidratada y 30 g de sulfato ferroso con un
contenido de hierro de aproximadamente 3%0%.
Tras mezclar intimamente, el granulado se ex
truyd y secd como en A.

Ejemplo comparativo

Las preparaciones secadas se tamizaron a en-

Tabla IIT
pH del jarabe de

Actividad, IGIC/g % do salida tras
Hallado | Corregido| ganancia 20 hr 43 hr

) 229 229 0 6,64 7,25
B 261 293 28 7,90 8,24
C 273 306 24 7,84 8,22
D 266 299 31 7,79 8,19
E 268 %01 31 7,70 8,14
F 26% 295 29 7,87 8,03
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+)Ejemplo comparativo
No se observa diferencia significativa en el

efecto activador de las sales de hierro aplicadas.

Ejemplo IV (comparativo): Efecto de la incorporacién de 6xi
do de magnesio sobre la caida de pH, actividad y
estabilidad.

a. Se produjeron tres preparaciones de enzima segin el mis-

mo método, como se describe en el Ejemplo I. A la torta da

‘filtracibén granulada gruesa se afladid éxido de magnesio en

cantidades suficientes para dar preparaciones con el siguie]

te contenido de 6xido de magnesio en las preparacionés seca
das finales,

Prep. Bl sin aditivo

Prep. B2 2% de 6xido de magnesio

Prep. B3 5% de 6xido de magnesio

Las isbmerizaciones se efectuaron en colum~-
nas de vidrio encamisadas, de 60 ml (h x d = 35 x 1,5 cm),
usando 15 gramos de cada una de las tresipreparaciones. Los
paridmetros para la isomerizacidn eran:

Jarabe 45% en p/p dextrosa redisuelt
pH de entrada 8,0 4 0,1 '

Mg afiadido al jarabe 0,0008 M

Temperatura 6520

Un pH de entrada de 8,0 es menor qué el usg-
do normalmente y considerado Sptimo, pero aqui se aplicd pa
ra diferenciar el efecto de la adicidn de &xido de magnesio

Las isomerizaciones se continuaron hasta que
la actividad de las preparaciones hubd disminuido hasta una
actividad elegida arbitrariamente, de 20—25'/4mol/min/g.

- Se obtuvieron los siguientes resultados:

=
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= Tabla IV (a) i
Méxima actividad Tiempo de la Vida Productivi-
medida/treas experiencia, mitad, dad tras
Preparacién horas horas horas 2 x Tl/2
Bl 88/72 665 257 369
B2 143/16 665 2%8 436
B3 124/16 378 161 253

Los pH de salida de columna de los jarabes
ge hallaron segin se tabula a continuacién:

Tabla IV (a) ii

Preparacién Horas tras la iniciacién ’
© 17| 42| 70 | 140 | 230 | 350 | 665
(empapamiento) : :
Bl - 6,216,2(6,1|6,0|6,0|5,9|¢€,2
B2 8,4 7,417,0(6,7 | 6,4 6,2 6,2 6,9
B3 9,3 8,6 (73717,2] 6,7 6,4 6,3| -

Los resultados demuestran que la adicidn de
5% de 6xido de magnesio origina pH de salida iniciales al-
tos. Esto parece tener influencia sobre la méxima actividad
observada, asi como la estabilidad y productividad, en di~
reccidn descendente,

En este ensayo, isomerizando con un pH de en
trada de 8,0, se tuvo como resultado una actividad méxima y
productividad mayores por presencia de 2% de 6xido de magne
sio afiadido, en comparacién con cuando no hubo aditivos.
b. Para optimizar la adicién de 6xido de magnesio se produ-
jeron cuatro preparaciones adicionales segln el método des-
crito en el Ejemplo I, El contenido de aditivo en las pre-

paraciones secadas fué:
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A. sin 6xido de magnesio

B. 0,5% de 6xido'de magnesio + 9% de dextrosa
C. i% de éxido de magnesio + 9% de dextrosa
D. 2% de 6xido de magnesio + 9% de dextrosa
Las isomerizaciones se efectuaron en colum-
nas de vidrio encamisadas, de 60 ml (h x d = 35 x 1,5 cm),
usando los parémetros siguientes:
Jarabe 45% en p/p dextfosa redisuelta
pH de entrada 8,4 + 0,1
Mg sfiadido al jarabe 0,0016 M
Temperatura 65eC

Las isomerizaciones se continueron durante

551 horas.
Se obtuvieron los siguientes resultados:
Tabla IV (b) i
Méxima actividad |Actividad tras [Productividad
Preparacidn|{ medida/tras horas 351 horas ltras 351 horas
A 103/67 79 397
B 105/18 75 384
c 103/18 72 371
D 98/18 65 354

Los pH de salida de columna del jarabe se mi

dieron como se ve en la tabla:

Tabla IV (b) ii

Preparacién Horag tras la iniciacidn

19 | 43 | 67 | 140 | 210 | 303
6,6 6,7 740 743 74 742
741 7,0 743 742 745 7,1
7.4 7,6 747 746 746 7,2
8,4 8,0 7,8 7,6 745 742

o Q &« P
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~ Los resultados no indican grandes diferen-
cias de actividad, estabilidad o productividad entre las
cuatro preparaciones. Hay influencia sobre los pH de sali-~
da, La adicién de 1% de 6xido de magnesio da un pH de sali-
da casi constante durante la experiencia, y por tanto es el
nivel de adicién preferido. Las adiciones de tanto 0,5 como
2% de éxido de magnesio tienen efecto sobre el pH de salida
en comparacibén con el testigo, pero en ambos casos se halld
alguna variacibén de pH durante las 150 horas primeras.
Ejemplo V: Experimentos de isomerizacién

Se usé para las siguientes preparaciones una
torta de filtracién granulada gruesa, preparada segin la
patente de los EE.UU. n® 3,980,521, Ejemplo V. La torta de
filtracibén contenia aproximadamente 77% de agua.

+)4lO/A Sin adicién

+)4lO/B Se afiadieron aproximadamente 10 partes en peso
de mezcla 1 a aproximadamente 90 partes en pe-
8o, en base seca, de la torta de filtracién.
La mezcla 1 consistia en dextrosa (100 partes)
¥ 6xido de magnesio (8 partes)

410/C Se afiadieron aproximadamente 2 partes en peso
de mezcla 2 a aproximadamente 98 partes en pe-
so de la torta de filtracidn, en base seca. Lg
mezcla 2 consistia en dextrosa (100 partes),
6xido de magnesio (10 partes) y sulfato férri-
co (12 partes)

410/D Se afiadieron aproximadamente 7 partes en peso
de mezcla 2 a aproximadamente 93 partes en ped
so de la torta de filtracidn, en base seca

+)410/E Sin adicidn
+>Ejemplo comparativo

Las mezclas 410/4 a 410/E se extruyeron lug
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'go por una malla con agujeros de 0,8 mm, y luego se secaron
en un lecho fluido hasta un contenido de agua de aproximada
mente 10%.
Se determinaron los contenidos de hierro en
las cinco preparaciones finales:
| 410/A 0,04%
410/B 0,0%%
410/¢C 0,08%
410/D 0,18%
410/E 0,04%
Se efectuaron isomerizaciones con material
de las preparaciones 410/A, #10/B, 410/D y 410/E, usando

las siguientes condiciones:

Jarabe. ~ . 45% en p/p dextrosa redisuelta
pH de enfrada 8,4 i'o,l |
M=t 0,0016 M

Temperatura ‘ 6290

Dimensiones de columna h 40 cm

d 5,8 cm
v 1 litro
Peso de enzima 260 g

La enzima se empapd durante 2 horas a tempe-
ratura ambiente en el jarabe antes descrito, pero a pH 8,0,

v luego se empaquetd en la columna,

Se obtuvieron los siguientes resultados:
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Se determind la concentracibn de hierro en

el jarabe de salida de esas columnas:

- Tabla V (a)

Tiempo

total de Producti-

Max, ac|la expe-| pH de salida |Vida mitad|vidad tras
irey:— tlv?dad riencia, tras T1/2’ 2xT1/2 hp
acion|medida | horas |21 hrl48hr 92 hr horas

4310/A 158 1293 6,9 (648 [7,2 842 1880
410/B 155 936 7,4 (7,7 18,0 818 1790
410/D | 202 | 1316 7,3 {7,5 |7,7 843 2295
410/E 151 1147 6,9 16,9 |7,7 828 1755

Jarabe

Mg2+

pH de entrada

Temperatura

Dimensiones de columna h

Peso de enzima

8,4 4+ 0,1
0,00IE M

65eC

20 cm
d 2,5 cm
v 100 ml
20 g

Tabla V (b)
Fe (ppm) en el jarabe de salida
2,5 horas tras (21 horas tras | 27 horas tras |
Preparacién | la iniciacidén |la iniciacién | la iniciacidn

410/A 41 <1 (1
410/B 21 21 4L
410/D aprox. <1 {1 1
410/E {1 <1 {1

Se efectud un segundo conjunto de experimen-—
tos de isomerizacién con material de las preparaciones -
410/C, 410/D y 410/E, usando las siguientes condiciones:
45% en p/p dextrosa redisueltd
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La enzima se empapd durante una hora a -tem-
peratura ambiente en el jarabe antes descrito, y luego se

empaquetd en la columna.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

as

Se determind la concentracién de hierro en

el jarabe de salida de esas columnas:

Tabla V (c)
Tiempo
, total de Procuctii
Mix. ac| la expe-| pH de salida |Vida mitad| vidad t1
Prepa~-| tividad | riencia, tras Tl/a’ OxT. il
racidn| medida horas |17 hr|45 hrj200 hx horas 1/2
410/C | 210 900 |7,0 |7,8 [8,1 512 1510.
410/D | 250 900 |7,5 [8,0 |8,2 484 1725
410/E 190 | 900 6,9 |7,4 |8,2 485 | 1340 i

Tabla V (d)
Fe (ppm) en el jarabe de salida
0 hr 24 hr - 72 hr | 140 hr 850 hr
Prepa- \(empapa=| ;.o 15 | tras la | tras la | tras la

racibén miento) |iniciacién|iniciacidén|iniciacién|iniciacidn

410/C 0,8 < 0,5 | £ 0,5 < 0,5 | £ 0,5
410/D 3,6 £ 0,5 £ 0,5 £ 0,5 £ 0,5
410/E | < 0,5 £ 0,5 £ 9,5 | 0,5 < 0,5

Se determind el color CIRF del jarabe de sa-

lida de esas columnas:

Mabla V geg

Color CIRF en el jarabe

C hr 24 hr tras 72 hr tras
Preparacién |(empapamiento)| la iniciacidén | la iniciacidn
¥10/C 0,266 0,030 0,019
410/D 0,247 0,036 0,020
110/E 0,232 0,036 0,022
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Para comparacibén, las medidas de color .CIRF
de tres muestras del jarabe de entrada usado durante este
periodo fueron 0,019, 0,012 y 0,014,

Se determind la estabilidad de color del ja-
rabe de salida de esas columnas.

Tabla V (f)

Egtabilidad de color del jarabe

0 hr 24 hr tras 72 hr tras
Preparacién |(empapamiento) | la iniciacién | la iniciacié

410/6 0,21 - 0, 040 0,014
410/D 0,21 0,050 0,017
410/T, 0,22 0,044 0,017

Para comparacién, se midid la estabilidad
de color de tres muestras del jarabe de entrada usado duran
te este periodo., Los resultados fueron 0,004, 0,002 y 0,004

Se determind el contenido de hierro en las

preparaciones de enzima, antes y después del uso:

Tabla V (g)

mg de hierro en la columna
empaquetada con 20 g de enzima
Preparacién A la iniciacidn Tras 900 hr
410/¢C 16 24
410/D 36 42
410/E 8 14

Se observaréd que el contenido de hierro tras
900 horas era mayor que a la iniciacidén del experimento.
Asi, la enzima adsorbia hierro del jarabe de entrada, Dado
que no se afiadid hierro al jarabe de entrada usado en estos
experimentos, el hierro adsorbido por la enzima estaba ori-

ginado en las trazas de hierro nabturalmente presente en las
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soluciones ds dextrasa»uris%a;ina. El anflisis del conteni-
do de hierro del jaiabe éon 45% en p/p de dextrosa redisuecl
ta mostré < 0,5 ppm, y aproximadamente 0,1 ppm de hierro.
In el curso de las 900 horas que funcionaron esas columnas,
se pasaron aproximadamente 75.000 g del jarabe por cada co-|
lumna que contenia 20 g de enzima. Si la concentracidén me~
dia de hierro en este Jarabe de éntrada eraZO,l ppm, el con
tenido totval de hierro en el jarabe de entrada era entonces
75.000 x 1077 g = 7,5 mg. )

Esto se corresponde bien con la cantidad cap
tada por las preparaciones de enzima durante el curso del

ensayo.

),
Conclusiones

Lz adicidn de 6xido de magnesio tiene wna
influencia significativa sobfe el pH de salida en el perio-
do entre O y 100 horas tras la iniciacién; Con éxido de mag
nesio, como en 410/B y 410/D, el pH de salida era 0,5-1,0

unidades mayor que sin 6xido de magnesio, como en 410/A y

Ta adicidén de sal de hierro, como en #10/D,
aumenté la actividad sin perjudicar a la estabilidad, origi
nando un aumento global de productividad entre 20y 30%,

La adicidén de menoresg cantidades de Oxido de
magnesio y sal de hierro, como en 410/C, did un aumento me-
nor del pH de salida y.un aumento menor de productivided,
pero esos aumentos ain eran significativos.

Ejemplo VI: Comparacidn de sales ferrosas y férricas

Se afiadid una mezcla de sal de hierro, dex-

trosa y Sxido de magnesio a muestras de una torta de filtra

cibén granulada gruesa, hecha segin la patente de los EE,UU,
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%.980.521, Ejemplo V. La mezcla se siguid tratando por ex-
trusién a través de una malla con agujeros de 0,8 mm, y fi-
nalmente por secado en lecho fluido hasta un contenido de
agua de aproximadamente 10%. La composicién y cantidad de
mezcla consistente en sal de hierro, dextrosa y 6xido de
magnesio fueron tales que dieron preparaciones finales con

las siguilentes composiciones:

Tabla VI (a)
Preparacidn Sal de hierro Dextrosa|Oxido de magnesio
IG 403 II C|1,2% sulfato férrico 8% 1%
IG 403 II D|1,2% sulfato ferroso 8% 1%
IG 403 II E| ninguna 8% 1%

El anélisis de las preparaciones dié los si~-
guientes resultados para el contenido real de Fe:

IG 403 II C 0,22%

IG 403 IT D 0,27%

IG 403 IT E 0,05%

Las isomerizaciones se efectuaron bajo las

siguientes condiciones:

Jarsbe 45% dextrosa redisuelta
pH de entrada 8y4 4 0,1

Mg+ 0,0016 M

Temperatura 6520

Dimensiones de columna h 20 cm

d 2,5 cm
v 100 ml
Peso de enzima 20 g

La enzima se empapd durante una hora a teme
peratura ambiente en el jarabe antes descrito, y luego se

empaqueté en la columna. Se obtuvieron los siguientes resul]
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tados:

Tabla VI (b)

Tiempo éotal

Max, ac-) de expe- |yiqa pitad |Productividad
., |Fividad | riemela, im  “yonagltras oxm,

Preparacidn|medida horas 1/2 1/2
IG 403 II G| 290 755 482 2093
IG 403 II D| 274 | 755 167 1914
I 403 II E| 254 755 431 1635

Los contenidos de hierro en las preparacio-

nes de enzima se determinaron antes y después del uso.

'V, para las siguientes preparaciones:

mg de Fe en la columna .

empaquetada con 20 g de enzima i

Preparacién a la iniciacién ‘ tras 755 hr i

16 403 II C o 52 !
IG 403 II D 54 68
IG 403 IT E 10 16

De nuevo, el cantenido de hierro aumenté Lli-
geramente durante el curso del ensayo, indicando que las
preparaciones adsorbian hierro de las trazas de hierro pre-|
sentes en el Jarabe de dextrosa redisuelta.
Conclusién

La adicién de sulfato ferroso o f&rrico aumey}
t6 la actividad y productividad de la preparacidén de enzima.
Ejemplo VII: Demostracidén de la saturacién de hierro

Se uséd una torta de filtracién granulada

gruesa, segin la patente de los EE.UU. n2 3,980.521, Ejemplo

415/A  Sin adicién
415/B  Aproximadamente 10 partes en peso de mezcla 2 se

afiadieron a aproximadamente 90 partes en peso de
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~ la torta de filtracibén, en base al peso en seco.
La torta de filtracidén contenia aproximadamente
77% de agua. La mezcla 2 consistia en dextrosa
(100 partes), 6xido de magnesio (10 partes) y
sulfato férrico (12 partes).

Las mezclas 415/A y 415/B se extruyeron lue-
go a través de una malla con agujeros de 0,8 mm, y luego se
secaron en lecho fluido, hasta un contenido de agua de apro
ximadamente 10%.

Se determinaron los contenidos de hierro en
las dos preparaciones finales:

415/4  0,03%
415/B  0,26% _
Las isomerizaciones se efectuaron con las

preparaciones 415/A y 415/B usando las siguientes condicio-

nes:
Jarabe 45% en p/p dextrosa redisuelta
pH de entrada 8,5 + 0,1
Mg 0,0016 M
Fe 0,00007 M (4 ppm)
Temperatura 652C

Dimensiones de columnah 20 cm

d 2,5c¢m
v 100 ml
Peso de enzima 20 g

La enzima se empapd en el jarabe durante una
hora a temperatura ambiente, y luego se empaquetd en la co-

lumna. Se obbtuvieron los siguientes resultados:
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~ Tabla VII (a)

Tiempo para |{Tiempo total Producti
M&x. aclalcanzar la| de la expe-|Vida mitad|vidad trgs
Prepa-|tividad |m&x. activi| riencia, T1/2’

racién|medida |dad, horas horas noras|® ¥ Ty /2

415/A 272 160 906 6ll 2560
415/8 275 20 906 547 2260

Se determind la concentracidén de hierrc en

el jarabe de salida de esas columnas:

Tabla VII (b)

Fe (ppm) en el jarabe de salida a
- O horeas ‘
Preparacién {(empapamiento) | 20 hr |70 hr | 350 hr | 900 hr ‘

415/A < 0,5 £0,5 |<0,5 |€0,5 |- 0,5
415/B Y, - 140,5 (40,5 [«0,5 0,6

Los contenidos de hierro en las preparacio-

nes de enzima se determinaron antes y después del uso.

mg de hierro en la columna
empaquetada con 20 g de enzima
Preparacidén A la iniciacidn tras 900 horas
415/A 6 3520
415/B 52 380
Conclusiones

415/A dié una productividad 13% mayor que
415/B. Sin embargo, se debe observar que 415/B contiene aprg
ximadamente 10% en peso de material no enzimitico. Asi, cald
culado en base a la torta de filtracibén original que contie-
ne enzima, ambas preparaciones dieron aproximadamente la
misma productividad. |

La actividad de 415/A aumentd durante las

primeras 160 horas de la experiencia., Esto conbrasta con
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415/B, que did una actividad méxima tras 20 horas, Ello in-
dica que 415/A estaba adsorbiendo hierro lentamente del ja-
rabe de entrads, con la resultante activacidén lenta. Esta
activacibén lenta es también la razdén de la mis larga vida
mitad de atenuacidén exponencial observada para 415/4, es de
cir, la activacién y la atenuacién exponencial tuvieron lu-
gar simulténeamente,

Durente las 900 horas del experimento se pa-
saron aproximadamente 90.000 g de jarabe por cada columna
que contenia 20 g de preparacién de enzima. ELl contenido de
hierro en este jarabe era 4 ppm. Asi, 90,000 g de jarabe
contenian 360 mg de hierro. El contenido de hierro de las
dos columnas aumentd en 314 y 328 mg. Asi, la mayor parte
del hierro del jarabe de entrada fué eliminada por las pre-
paraciones de enzima. Los resultados muestran que tras 900
horas el nivel de hierro en el jarabe de salida habia empe-
zado a aumentar., Esto sugiere que las preparaciones de enzi
ma se estaban aproximando al limite de su capacidad para ab

sorber hierro.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencibn propia y hueva que
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencibén en Espafia, por VEINTE afios, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

12,~ Método para activar una forma de masa

7 de células de glucosa-isomerasa, que comprende incorporar

en ella al menos 0,05% en p/p (base seca) de hierro como
sal de hierro no téxica soluble en agua.

22,~ Método segin la reivindicacidn 12, en

- el que la sal de hierro se incorpora en forma sblida.

38,- Método segln la reivindicacién 12 o 22,
donde, tras incorporacidén del hierro, la glucosa-isomerasa
se convierte en una forma en particulas, y se seca, para

obtener un producto de enzima en estado previo al empapa-

miento.

42 .~ Un método segin la reivindicacién 18,
22 § %32, en el que la forma de masa de célula de glucosa- |
~isomerasa se prepara por un método que comprende hacer
reaccionar un concentrado de células, de al menos células
de microorganismos parcialmente rotas que exhiben activida

de glucosa-isomerasa, con glubaraldehido, con lo cual se
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| forma un producto sélido coherente insoluble en agua.
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58,~ M&todo segln cualquiera de las reivin-
dicaciones precedentes, donde al menos 0,5% en peso de &xi
do de magnesio, basado en el peso en seco de la forma de
masa de células de glucosa-isomerasa, y al menos 2% en
peso (base seca) de glucosa sélida se mezclan con el hierrp,
y luego se afiaden a la masa de células, tras lo cual la

masa se extruye y se forman grénulos.
68,~ METODO PARA ACTIVAR UNA FORMA DE MASA

DE CELULAS DE GLUCOSA-ISOMERASA.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

antecede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de treinta hojas escritas

a méquina por una sola cara.

Madrid, 02.001.1978
P.A,

Fernando de Elzalure

Por i
7
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