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PRODLCCION DE JARABE INVERTIDO A PARTIR DE GUARAPO DE CANA
DE AZUCAR USANDO INVERTASA INMOVILIZADA

CAMPO DF. LA INVENCION

Fsta invencidn sc relaciona o un métodn para convertir el jugo (guarspo) o concentrudoe de
cufia de azdcar en un jarabe invertido (glucess-fructosa) usando invertasa inmovilizuda,

ANTFECEDENTES DE LA INVENCION

Dehidn a su duleura ¥ farma liquida. kos jarahes invertidos son umpliamente wilizados pur
difcrentes seymentos de la imdustriz alimentaria wles camo las indusirias de bebidas
refrescantes y de panificacion. 1.os jarabes son prefiridas sobre la axicor cristalickia debido
a que prescolan ventajas desde cl punto de vista de procesamiento. Debido a su dulcura v
presentueion liquida v similin! con los jarabes fructosados de 42 ¥ 55 (¢l nimero designa el
contenido dec fruciosa como porcentaje del peso del conlenida Jde azicar 1otal). los jarahes
invertidas son ahamentc demandados por 1as industring refresqueras. Actualmente, ¢l axzivar
refinada rcprescnin 60-62% del intal de aicar producida cn ¢f mundo a partir de de cada e
wzlcar y Jde otras fuentes. Aproximadamente 19.2 millones de heclarcas de calls de wedcnr v
wtrus cullivos productores de azicar son plantudas anualmentc risklicndo en promelio 142
millones de toneladas metricas dv walicar cristalizade. En o) 2002, México fue ol sexto
productor mundial de walicar con una produccidn de apeoximadamente 5.2 millones de
azdcar cruda {FAQ 2003]. Sin cmbargo, revientemente, 1a industris ha caido en presionss
financieras debido a la competencia en precios de produciones extranieros de jambes de maic
glucosados y fructossdos asi como de otras fuentes productoras de anicar. Por In tanto,
exisie lu pecesidad de desarmllar procesos mds eficientes para refinar al jugo ¢ gusrapo de
cafa de axiicar ¥ par lu produccion de jurubes invertidos los cunles represcntan un producio
atraclivo desde ¢l pumie de visia comercial y estratégico. Adicionalmente, seria ventajoso
reacondicionar y modificar 4 los mulinos o ingeniog azucareros para que produzcan jarabes
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invertidos mas eficientemente sin climiner la cupacidad dv producir walicor dc mesa o

SOCATOSA.

Durante las decadas umteriorcs, las indusiriss alimentarins y biotcenoldgicas hsn
incrementado el uso de enzimas inmobilizadas en varios provesos. Las prinCipales venlujus
del use dc la wecnologia enzimdtica inmobilizada son: menor costo de produccién ¥
mejoramiento ¢n |1 capacidad de produccidn debido a la kabilidad de recuperur y reutilizar
a los cawlizadores bioldgicos, lus cuales son apropiados para provcsos contimues de alio
rendimicnto. Ademis, la cazima inmobilizula es més estable y of productn de b reavcion
asta csuncialmente libre Jde conmaminucién de la enzima, lo cuul hace mis ficil la
purificacion del producto resulunte (Messing 1975, Rosevear [984).

Una dc las principales desvenlujus de 123 enzimas inmobilizadus es el possihle decremento ¢n
su vida media productiva debidao o la inoctivacion cuusada por contaminantes del sustruto, El
jugto de cafia sin refinar, en particular, tuntiene cantidades significativas de inhibicores de la
invertasa (xles cona compucstos profeinicus ¥ otas nivogenados solubles ¢ insolubley,
fendlicos, flavonoidcs. umocianinas, ceras y mincrales (Clarke y  Gudshull 1988, Donovan
1993).

Fn el proceso convencional Je refinmniento de azicar de cafia, el jugo crudo o guarapo cs
normalmente Lratado con cal, deaercado, v clarificado (remosion de solidos suspendidos
generalimente por sedimentacion) y ol jugo semi-refinado resultante o purificady mediame
clarificacién (carbunuiaciin via adicion de cal y hidxido de carhono o fasfatacidn via adicion
de dcido fosféric) y decoloracién (Clarke y Godshall 1988, Donovan 1993). Esic
tratamiento convencivnal, sin embargo, e inudecwnlo como puso prepamtive pura In
conversion von invertusa inmobilizada. 1.a odicidn de mids pasas de refinacion antes de la
conversion enzimdilicy haria la econamia del proceso desfavarable o quizis hasta prohibitiva,
Ly adecuucidn del sustrato medionte purificacién cs importanic para ascgursr un uso mas
eficiente del reactor con la inventasa inmohilizads. Un tipa de proceso, (Donovan et al., U.S.
Pulent No. 6,406,548, Monclin 1995 US. Paient No. 5,468.300) propone la filtracitin det
Jugo rico en sacarosa con ulimlilimeitn, ultracentrifopacion y nanofiltracion. El jugo
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resultante puwle ser utilizado en operaciones de cvaporaciin y cristalizacin para producir
cristales e azicar blanca. La putente U.S. Pulent No. 5.468,300 Jde Monclin duseribe un
método para producer azicur a partir de el sin wtilizar lus pases convencivnnles de
refinacién; en lugar s¢ wiiliza ultrecentrifugacién o ulirafiltcidn y la remasion de
pigmentas a trovés de adsorcion. Adicionalmente, Monclin emplea modilivadores de
viscosidad, La aplicacién de paiente Sudafricana No. Z.A200107964 ambién proponc ¢l uso
de micrafiltracion. ulvruliltracidn ¢ intercumbio anidnico como pasis de refinacién paru jugn
o convenirudos de cafiu smles de la cristalizucion para prducir azicar de mesi. Pero ninguna
de extas refercncins propone la conversion del jugo asi refinado Je cada de aricar para
producir jarabe invertido a través del uso de un reactor von invenasa inmabilizada.

Los reaciors enzimiticos con invertasa inmobilizada son capaves de producir soluciones
¢on azficar invertidu, La invertara (beta-D-frucioiuranosidasa fruacinhidrolasa EC 3.2.2.26)
hidrolizu la conversidn de sacarosa en fructnsa y glucosa. Ly sucarosa puede ser convertida
4 glucosa v fructnsa a través d¢ und hidrdlisis dcida. Los procesos de escala indusirial para
producer soluciones de  glucasa-fructosa a pantic de sacarosa generalmente cmplean la
tecnologia de hidrilisis dcida, la cual es cara, debido a que puade ser practicada solamente
en procesos de lote o semicontinuns.  Adcemds, la hidrolivis vida se efectila a un pH 2-3 o
quc produce un jarabe de baja calidad Jdebido a que contiene furfural y atras compuestos
coloridns indescables. No ha sido previamenie reportado lu produccion de jarabes
invertidos cn sistemas continuos de refinucion y vonversibn enzimdtica, especialmente
inicianda con jugo crudo de cuiin o guarapo y adaptados para practicarse a gran escala ¢n la
industria.

Han sido descritns numerosos métodos pard la preparacidn de enzimas inmohilizadas y su
uso para otros propositos y fines lales como los descrita por Nystrom en la Pawente de los
IBUA No. 3,935.068: por Long en 1a Patente EUA No. 3,935,069; por Amotz ¢t al. ¢n la
Palenie TRUA No. 3,980.521; por Monsan en la Patente EUA No. 4.405.715; por
Morimoto et al., tn 1a Paiente EUA No. 4.543.330: por SuithofT en 1a Parente EUA No.
4.110,164; por leuha ct al. ¢n I Patente EUA No. 4,918.016; por Hurder ef al. en la
Patente EUA Nos. 5,314,814 y 5.405,764; y por Kusumi et al. (1977) y Tsumura ct al.
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{1978). Mcssing (1975) y Rusevear (1984) reportun que la actividad catalftica de enzimas
inmobilizadas se mantiene por mayor tiempa en comparacién con lus enzimas usadas vn
solucidn. Pern de nuevo, ninguna de estas referencias propone adapiar estas tecuclogfas
para procesar jarabes invertidus u partir de jugo de cafin de azicar, mucho menos
pructicadas a escala industrisl.

Maninez ¢n la Patenie EUA No. 6,013,491 dJescribe metodos purs preparar y usar
fevadura adherida a un soporte fihroso celulolfdco para converter sacarosa ¢n glucosa y
fructusa y Rumos Luscano en lu Paiente EUA Nu. 5.270,177 desvribe un método para ta
producién de jarabes glucosa-lruciosa vsando una cepa de levadura recombinunte. Algunos
sistemnas dc soporte purmilen la regencrucion de la actividad de 1la invertasa cuando la
volumny cs lratada con compuestos quimicos (T'orres et al. 2003).

RESUMEN DE LA INVENCION

Uno de las abjetivos de la presente invencidn cs el de praveer un proceso novedosa para
producir jorabes inventidos (glucoss-fruclosa) a partir del jugo do cafia de azicar. Un
vbjetivo miis especificy de la presente invencion e3 ¢l de proveer un proceso continuo pura
proclueie jarahes invertidas a partir de jupo de cafia de anlcar, el cual puede ser practicadn

economicamente a gran cscala.

El jugo cndo Jde cufin de selionr (guanipo) sin ser imtado prevismente ¢on los rutamicnios
convencionales de refinacion (tales como adicién de cal, deseracidn, v clarificucion u fraveés
de carbonatacién o fosliecion o sedimentacion) ¢s primery y preferentemente refinado poara
remaver # kos sulidos asi como material saluble, ks cualex pueden inactiver 4 la cndma o
gue pueden reducir el desempeio y eficiencia del reactor que cantiene unr cums de la

enzima inmohilizada,

Esios pasos dv purificacidn pucden prelerentementc ser leviddos a cabo usando una
combinaciqn de (i) cuando menoa dos pasos de filtracidn y (i) el uso de intercambio
anidnico. todos esios pasos llevados cn unidades continuas de operacion. El jugo
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posteriormente puede ser bicenziméticamente convertido a jarmhe invertidv en una columna
cmpucuda con un lecho de invertasa inmwbilizada. 1.0s pasos de filracidn pueden incluir una .
combinucitn de filtrado para maicrial grueso (v.gr. filtracidn de partivulas), scguida de una
filtracion miis {inu (v.gr. microfiltracién) o unn combinacion de microfiltacion (partfeulas
grursas) y ultraliliracion (particulns finas) o las tres. 0 una o das de cllas cn combinacidn con
atn otro paso de filtracidn. La dnica restricion es que ¢l filiro gruese debe ser primeramente
wilizado ¥ que ningunn de los fillroy finas retenga a las moleculas de azGear (tules comn
fciosa o glucaosa o sacarvsa) yue son los compucsios o precursores descados parn llegar al
producto final. Por lo tanlv, ninguno de los pasos de filtracion debe reteuer sustancing con
peso molccular Je 400 o menos (correspondicnics a un fumnflo de apmximadamente 0.003
pm). Preferentementc los dos pasos de filtrocidn deben retener a sustancias con pesvs
moleculares de 4000 o mayores, v.gr., 10,000 .Da. For lo wano, hacienda posihle el uso de
tecnnlogfas de membrana menos  rigurusas ¢ muss fexibles y sistemas de filiracion menos
caros. Preferentemente debe cxistir un paso de pastcurizacion cspecislmente cusndy In
ultraliltracién nv es wtilizada, La pasteurizacién puede ser una opcién prictica a pesar del
emplev de 1a ultrafiltracién. 1 requerimiento o no de la pasteurizacitn dependerd del tiempo
que se demore desde la extracion del jugo y tcrminacién de log dos pasos de filtracién..
Preferentemente la pasteurizacion debe scr combinada con la concentracién.

Es veniajoso en cl presenic procese que o jugoe de cafla de azicar refinado puede sea
parncialmente concentrado (preferentemente hasta 50-55°Rrix) antes de entrar al paso de
conversibn cnzimitica. Esio sigmilicn quc pucde hober un paso de concentracion
inncdiatamente untes Je Ja conversion emzimilicu v toduviy mds (empruny on cf proceso v.gr
simuldncamenie con el peso de intercambio unidnivo o entre cslos pasos. (v.gr. por
cotcentrucion de wode v alge de [u porcidn rellujunte del material de yulida Jdel paso de
intercambio anifnicv) o amdes al intercembio snidnico (al linal du ln filtracién) o antcs de
completar lu filinecion (entre las etapus tempranas y finales de tos pusos de filtracion). Lu
etapa de concentracion pucde scr ventajosaments combinus con ¢l paso e pasteurizacidn.

Es todavia mas desenblc rcsumeter ul juga filirado y parcialmente concentrado (o sin
concenlirar) a atra etapa de purificacion a través de intercambiv anidnico uates de renlizar el
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paso de conversién cnzimdtica. o una porcion de reflujo dot jugo refinado puede ser
concenirado (o concentrado tuclavin mas) ames de scr redineccionado u lu ewapa de

intercambio anidnico.

La material primu inicial do la presente invencitn s el jugo de cufiy crwdo o guarapo (v.gr.
recién extrakly sin procesar) vbtenido desputs de prensar a la cafiu <le asdcar. Este material
¢s convertido a jurabe invertido uwmndo un sistema inmobilizado con  invertasa,
preferenlemente en un gisiema wtalmente conlinun. Kl juge de cada o refinado amves dc la
conversién pury réemaver solidos y sustancins (tante solubles como insolubles) yue pueden
inhibir, o inactivar, o impodir ¢l desempefio dc la enzima usada en ¢l paso de conversion,
Convenientementc, la primera fraccidn de solidas contaminantes pucde ser remavida por un
proceso de filtracidn practicado en al menos dos etapas wales como liltracion de particulas o
microfilirucion. 1. na scgumia (raccion de conluminunies solidos v una primera frucvidn de
conluminantas solublcs pusden ser remuovidus par una segunda Leenologia de filtracion (al
cama microfiltrucién (or ultrafiliracion). Preferentcmentc.  wnto la microfiltracion v
vhrafiltracidn deben ser empleadas en vse arden o opcionalmentt en comhinacién con ¢l
caso de fitrucion ondinaria de particulas empleado primersmente. Posteriomuwnie,  una
columna ¢mpacada con resina Je intercambio anionico puede ser utilizada pura cemaver
contaminantcs solubles adicionales.

En un: madalidad prelererie el preseme invento, ¢l jugn de cana conticne de 15-23° Brix
después de ba extracrion de i cofia de aziicur. Dl 92-96% del contenido de azacar e 1a cana
es extraido como sucurosa. A la vez, ol azicar representa del 75-92% de los solidos del juga
de cafia dv weiicur. kI jugo de cafia ¢s pasadn cunado menos una vez u (ruvés de una unidad
dc microfiltracién equipada con una membrana de 0.2 pm ¥ unn unidad de uterafittracién
wuipada con una membrana de un cortc melecular de 10,000 Daltoncs. Los pasas de
microfiltracion v ulirafiltracién también remueven muchos microorganismos., dejanda al jugo
con una MKDor cArga microbiany. Estos pasos de purificacitn son seleccianados en basc a su
habilidad para remover a los contaminantes, ¥ a su vz yue minimizen perdidas de azacar. El
jugo resultantc ultruliftrado (Semipurificado) ex pasado cuamklo menvs una vez a waves de
una columna cmpacada con una resina de intercambio aniGnico que poscea unu fuente
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alinidad por contnmmanivs feodlicns v pitorenadaa, 1l como 12 rexiny Diadon WA 0
{Sigma Aldrivh St Louir Missourd)., Eates pases dv puarificacidn son salecckmxlos para

[VTDOYET CONAININBNTES pero hia azicar,

En w ulermativa de |8 oualalklix] preferenre, ¢] jugo eruda ¢ke valia de azdenr o puaraa es
primcramenty [iredo wsando vn liloro de particulas {malla) domcle pasen panfedlss na
mareres a 2500 ivienonud or inclvalve wm malla 1) pae remover aquellas particulas sulidas.
Un rotocernidor con smolimpica JHONIRON, Jeuncxctte, Lowsiuna) poede s ulilerada
mura csic propialia. Bl jugo saliente e csta etapa ex prelerenteinenils paseruliznia v
slmubiimesnacote parcialmenie voncentrado, v.ur. a 40-50° Brix, v pozsteriormentie [illde por
lo mennr &n un filgw Jing, preferertemente con un equipo de micrmlillracién de membraod.
Ei jugo =aliente de v unidad de microlilirucion et anele 4 un tratamicno con eecambio
anidnico. Una de 123 ventajas de osta modalided e que ¢l pase de o ulinblimeion que vs
relatvermuznie cxra o resmplazads por pasos relativamcate barats, cono son 14 [illcacidn de
purticnlas combinnda con pasteurizacidn, vsie dldmn puso paea reducic B carga micrebinny
tlucly & gue la fizracidn vedinaria, a diferencia de la vlerallivacion, o remucve bacteriug n

OTME INILTULTRARISITNS.

[3m csle punea, el juge de cafia refinadd puede ser parviglmcntc ¢ concenirado wdayiy mis co
cagy du que 30 halla empleado un paso de voncentrazin mdis Icmprana en el precesn Chasia
apraxiimlumcnt: 50-35" Brix), El jarabe invertilo wrminadn debe contener 65° Brix o mis
{t¥camenie hasta ceren g 70°) para evirar ¢l crecimlema de mEcmoorganismos y reducir
costos de transporke.  El jugo de |y vafla de axicur despods de Tos pasos de lvecidn y
prelirenicmente despiiy de un pa<n & 1ravis de la columoa de EnMerambio anldnicn pucde
ser concemirado hoata M Drix (preferentemenie 8 aproxiinudamente 50-55° Brix) usando
cvaporadores cunvincionales tales come los eomdnmente empleados o wtilizades por Ins
Ingenios azucarerns ¢ indusirias peoductyms de jarabeq mivnims todavin sva susceptible o L
purificsgion co la columnn de intercambic unidnico. Fi juge de cafa imlude puede wr
preferenteinenle refimade mas (v.gr. o lnvés de unw o més pasos mdicionales o ravés de la
volumra de inervambia aniémive) mnles de pasar o ravéa del peaclor de leche erpacada

prvislo con inverinsn immobilizada. Duwunie lo evapsrueion, wndes lvs contaminanies se

SN2 20004 9w w66 3R: . DT 046292 DORCA ANQD = | 7
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concentran ns{ que. si si desea, el concentrade pucde ser ventajoxnmente pusado una ¢ varias
veces a través de la misma o diferente columna de resinn de intercumbio anionico. Vurias
pruebas de laboratorio mostraron que esie paso adicional de refinacién a través de la columna
anidnica posterior a s concentracion. disminuyo: adicionalmenie, despucs de un paso por
columna anignica ¥ vuelto & resuietar u un s2purdo paso uniénico, un 42% de los compuestos
fenblicos residuules ¥ 24% de la protefna residual. respectivamente on jugo de cuila
voncentrado cntre  50-55° Brix. Esic paso wlicional produce un jurabe con un color més
ligerv y prolongu win més la vida media Jde Ja enzima inmovilicxla presente cn el renctor de
conversion. Altemativamente, o vn adicitin a los pasos mahiples dec intercambio anidnicy, Ia
porcidn rellujante del jugo tratade con intercninbiv anidnicey pucde ser concentriklo antes de
regresar a la columna de intercambio anidnico.

Antes dc entrar a lu columna de hidrdlisis enzimdtica, ¢l jugo de cafia opeivnalmente
concenirado v tratada en lu columa de intercambio anidnico preferentementic contiene ks

siguientes valores:

Contenido de anicar: 15-25° Brix, si no ¢sta concentrado, o hasty  aproximacdamente 50"
Brix si se concentny;

Contenido de sacamsn: 92-96% basada en ¢l peso totul Je aziicares;

Contenido de solidos residuakes (disueltas) no-azucaradas: menos del 1% por pesa;
Contenidn de compucstos fendlicos residuales (lisueclios): 53.24 ppm;

Conienido de minerulus residuales: 41.08% or menos por poso.

Se cree que el proceso de la invencién también rxluce fuertemente los contenidos de
flavonoides, anlocianinas y cemx presentes en €l jugo de cafia de axficar.

las condiciones del renclor y tasa de slimentacién pueden ser ajusiias para lograr
conversiones muyores del 90%. s importante obtener conversiones mayores de %)% puesta

{W: Y 629200nD4 Bwolv00(94384.DOC ~CA629220K04 6%00 | ]
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quu dc odra muncea la sacarosd residunl pucde crisiulizar y degradar Iy validad ¢kl jarabe. Ly
inverinsa wabaja oplimometes o un pH de 4.5 1.6.0 ¥ a uny lemperatura de 45 & 60°C, asi que
= prelere gue el paso de conversion so realize bajo un contrnl e tempersivra ¥ pll. El
jurabc invenido rosultape pucds ser opclomalmynute conccotradn wsande eviporadnres
epnvencionales (fipicamente 3 aproximudamente 70Brix), wjustado su pH (damro o un
gy de 4.0 a 341 a edicionalrente refluude usanda unk columng anidnica como La deserien
solcriormente u oo thiediv de adsorcidm. coma par cjemphy. 1m siskau cmpleando carbdn
activido. La concentracion, reduce ¢l volumen c incremenia ol comenido de prades Brix y
liene 2l eteyio de disuadic ¢l desarrell de microargmiznos ¥ reducic casios de transporie. El
irtamiema adivional pasi-copversion ranucve padcing resiluel y oteas momanenies do

epmpucstas caluneades indeseables,

En oy aspecto, b ipvencion se diregiona a aparyios goe Incluyen cquipos para realizer las
nperacionLs unitariaz conlinuas antericmacode descritas, csto &5, principalmenie e woilul
de microlillrucion, tna ynidad de ubiraliiracidn coneclada en seric a onidedes de
microfllracion para recibir of jugo macmfilindo y produsi jugo alualilireds, waa columns
de infercambie anidnice con o sin capaidad de reflyjo fa enerienle de raflige salicnte d2 Iy
columna poede ser ppoionalments coneviada para nlimentar al conountradar y €] maderial
saliente regresado a la cohunna), una columea Je intercambio :miGnten que recibe al jugo
micto o nhrafilimdo y produce un jugn de cadw de azucer tratado con Ja resina de
imiTcambin anidico ¥ 1m reoctor e volumna gue goplicne |8 invertass montsda en un

supurie sdlidn.

Los vertgies de 1s presente invenciSn inchinnm sin limitocidn Lo habilidad para ecalizar Iy
vonversion a jurabe ioverido de una mancra elfecliva ¥ consinug usande un prceso que
lhcilmecote 82 puede wiupalsr & excala conumercial, v la habilidad para prolungar a sxiender la
vide de 1n enzima en un reactor de calumisl con aperavidn inintérrinipida que por la lumlo

me]ora by uliciencia del prcusy,

l.os objctives, cwrucicrislices, ¥ venlajns de la invenvido adicionales pucden ser mas

ficilmende cotendilves de lu desceripelan detalluly presentsdy postoriermenle,

{WAMERRID0N0S WUl 306, DD « 0462 20CNI4 A0S0~ | o
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PEQUENA DESCRIPCION DE LOS DIBUJIOS

FIG. 1 es un dingrama de 1lujo del proceso para claborar jambe invertido de ocucrdo a In
presente invencidn,

FIG. 2 &3 un diagrmma de flujo de vtro proceso para elaborar jarahe invertido de acuerdo » la
prosente invencion.

FIG. J ¢s una grifica de lo activilad remanente de invertass nativa y modificadn graficada
contra tiempo dc incubncion,

FIQ. 4 &5 una grifica de In invertasa madificadu (2U/ml) recupernda por su uso en diforentes
membranas de Jidlisis.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En una irudalidad, 1a presente invencién esin enlocada 2 un proceso novedoso par produvie
jarabe invertido utilizando juge crudo de coda de waicar (guampu) obtenido via procesas de
¢xtraccidn convencional. La invencion incluye una primera etapa, (purificacion v vpcional de
concentracidin parcial del jupo crdo de cuna de aziar) y una seyukla ctapa (conversién
enzimilica del jugn relinedo de cafe cle azicar utilizando invertasn inmobilizada y
apeionulmenie la concentravidn adicional del jambe invertido resultame tal comy 3¢ ilustra
cn la FIG. 1), Después de la obtenwidn del jugo crudo de cafa de azicar por proculimicnto
vxtractivos tradicionales (maceracidn, ratamicnto con cul y/o atrog pusos de refinncién
convencionalces para remover g solidos burdus o gruesos, por consiguiente estos pasos parn
mejorar la claridad ¥ la remosion de color pucden ser ¥ son profereniemente omitidos
vxecpte posiblemente por ¢l paso de sedimentacion usado para remover solidos pruesos), cl
jugo cs filtrada v purificado can resinug du intereamhin anionico en preparacion al paso de
conversidn.Adicionalmenie, pasos de refinucion posteriores pucden seguir ul paso de

CONVErSion.

[WMHE2AMONHRwoNO0EU4384_ DOC *0462920IN048%00* | J0
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El juge de caflu de wrficar se somele o opernziones de remosiin e soliles tmles como
microfiliraclon ¥ ultrafiliracidn ¢ fillrucidn de partleulas y microfilieaion con el objetivo de
mpowr containgenes msolubles fiboa y una pimern  fraccidn  significsiva de
calwmimntes aolubles. Ly unilad de microfiliracion eqolpasds con una membrans de 02 pun
de difimetry scyuidn en serie por unn weidad de wWirufiirmcidn equipada con wsa membruns
puma separar conlpuinanles con pesps nvlvcularcs mayores & 10,000 dalkuws (o cual
cortespusklc a tamafos mayores que 0.003 wm) sou parlicularmente prelerides. Equipas cun
un, ciiele the peso molecular menor son acepimhles, tal vome ¢ descrlbly swpra. micnims no
causen la refencidn Jde mulcculas de azficor ni ibcrementen ipevesiriaments 105 coslvs Jde
proceso ¥ equipi.  (Tal como sc williza en exc dvcumentn, 1n relencidn subsanciul du
szirared contenidos ¢o ol jugo de cafta o ueliorr sipniflea mlencr Al menna K% v
prelerentements al menoa %% Jel conlenido orlglna] du szicar en el Jugw). Estas das
tecineas de scparacion practicades ew sere reducen significauvmmuenic (tipicameixe llﬂl.: TS
del ¥0%) ef vunieide de proieina josoluble prosente on o jugo orignal detevminada par 1a
tchica de Biurcel (Gamell et al, 194%). Alicmnativameme, una combinacién de lliavion de
parliculns mediante & pasa & sumv's de un filw vgr. malla Ne. 100 sepuxls por
mivrefiltracidn tal coma se deswibio anterinemente puwdy sor practicada. 'referentemente, cl
Jugp s¢ pasteuriza y opclopalmentc v simultancantente s¢ concenir a 33-5" Brix «nlre o
priladro ¥ sepunda pasa de filttacido. El paso de pasteorizacion o3 de macho henelicir en

maldulidade= donde la uwhrafilracidn ue se couplea.

Cacla wue Je kes pasos de paoceso pusdey ser reabizados mias de we ve2, resullandy on una
mejuar remusidn du salidos, Sie cmbargo, a pesac dul wiv de ostas tecnicas solistioxlas do
remusidn de sulidos, ol jupn de cafla e azikar wdavia contendrd compongates que alcelan
adversmmule v o inveriasa y/o of deaempedio el renvier . Por osta razon, el jigzo de orfla de
ariicar parcialmenie refinado es adicionalnmome sujeto a un pasa de Intercambio audduico
pura reducir 1a cantidad de compuesios solubles indescablea. Una gran varjedad e walerialy
de intercambin enldnlca puaden ser usabos: v.gr. Jivtilmminoctil celulosa, emireno, acelion y
ugarusd. La sgarosa ex preferida desde el purwn de visie da qusto; b celulusu es preferida

debritly v yue tiene tanky un Hicn desempeiio come un bajo costo.

W AME2N 200U A w DA 381 . DOC *04GI9R00N048200+ | 11
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la remosidn dc componentes solubles indescables puede ser preferentemente logrado a
ravés de uns columna de intercambiv anidnicn que posee una fuerte afinidad por lvnolicos y
compuestos nitropenados. Esie pasa de intercambio aniénico ha probudo ser muy efective
pary clarificar el jugo ¥ remover todavia mas compuestos indescables en preparacitn a la

conversion cnzimdlivy,

l.a pasteurizocién pucde ser llevadn a cabo a una temperatura tan baja conx e 61.5%C 0 a
uns lumperniura mayor, v.gr., 72°C. Sc debe tener cuidado de no afectar adversamente la
calidad del jarabe invertido e tal manera que despucs de la conversidon menores
temperaturas dv concentracion y pasteurizacion deben ser empleadas. .

EIEMPLO |

En referencia punicular o la Fig. 1, la cafia dc azicar fuc cxtraida uwsando tccnicas
convenvionules én la etapa de extraccidn 1. E) extracto enudo 101 (caracteristicas mosiradas
en 1a Tabla 1) alimentado a una tasy de u 12.0L/hr lue pasado a través de un sisteray Quick
Stan Renchtop equipado con una unidad dv microliltrucion (2 vn la Fig. 1) manufacturade
por A'G Technology uxwdelo ne. QSM-04SAP equipado con una memhrana de filieacion de
0.2um que resiste una caida de presidn méxima de 30 psi para producir un jugo de cafia de

. azicar microfiltrado 201 vuyvas camcieristicns se lusirn en by segundu columna de lv Tably

. Lus contaminuies 202 fueron principalmente proteinus, peplidos, fnolicos ¥ otros
compuestos caloreados.  El jugo microfiltrado 201 fue posteriormente sometido u una
ultrafiltracidn con una unidad manufacturada por A/G Technology. modelo no. QSM-
04SAP (3 en la Fig. 1) quc trabaja bajo una cafda dc presidn maxima de 3 psi para prexlucie
una juge de cufin de usdcar uliraliltrndo 30). Loy contuminantes 302 fucron principalmente
prateinas, peptidos, fenolicas ¥ atrms compuestos eoloreados. B juga ulirvfiliado 301 fuc
postcriormentc pasado a uno columna dc intcrcambio anidnico (4 en la Fig. 1) hujo
condiciones de pH 5.5 usando uny eolumng <de vidrio ¥ uny resing débil de intercambio
anidnico (Diaion WA 30) comercialmente disponible de la compania Sigma Akirich (SL
Louis Missouri). La rcsina fuvo un tamufiv de¢ particula promedio de  16-50 pm, de
naturalezs porosa, uclivady con alkylaming v ¢on una capucidad de 1.5 mey/'ml (Supclev).

La resina fue previnmente Irnhixla con une solucion de fostatg de saelio 0.03 M ajusiatds v un

[ W:304629°20Uni4Ewo V0644384, DOC +04629200N0L WO ) 12
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pH de 5. Lu columna de vidriv utilizada para cmpacar a Iu resina tenfa 30 cm de largo y un
didmetro imemo de 2.5 cm. La resina empacada de 1S ¢m de largoe fue tratada con una
selucidn amortiguada Je acetate de sodio hasta gque ¢l pil de la solucion de salida fucrs de
4.%. El jugo de caia ulirafiloado fue pusado una sola vez a través de la columnu. En este
paso, aproximadamenic ¢l 5% de los compucstos fendlicos fneran removidos de acucrdo a
la vécnica analitica lalin Ciocalteau (Swuin y Hillis 1959).

El jugo dc cana de seficar watado con la resine de intcrcambio amidnics 401 contuvo Ins
commcieristicas especificadas on una de las columnas de la Tabla 1.

En cstc punto, la corriente entera 401 pucde ser concentrada on la clupy de concenirucion (8§
vn la Fig. 1) y pasada a traves & 12 misma columna Jde intercambio anidnico o una parcidn
refinjunte del mismo, corriente 401A puwde ser concentrada, antes de retarnaria a través de
la misma columna (comritnie 501 en la Fig. 1) Ia cual pndria tainhién regresar a un punto
imermcdio de la columns dependiendo del contenida de impurezas de la corriente de reflujo
concenirda.  Alternativamente, [a corricntc 401, pucde xr concentrada v pasada o través de
una segunda columna de intcrcambio unidnico (no mostraln). La redireecian del concenirado
501 & iravés de 1n columna de invercambio anidnico 4 (o el paso a ravés de otra columna de
intercumbio  anidnico) remueve contaminantes solubles adicionales resultando en una
carriente mis purificada (no mostrada por scparudo cn la Fig. 1). La comicnte 401
postcriormentc llcga el producio de alimentacidn del reaclor en columna (6 on la Fig. 1).

EJEMPLO 2

la inversasa (CGirado VII, No. Caalogo 1 4504, Sigma Aldrich, St Lowvis, Missouri) i
inmobilizada por simple adsorcion vn perlus de quitosan (Chitopearl BCW 3505, Wako
Chemicals USA, Inc.). El tamafio du lus perus fue de 350-390 um y contenian una capacidad
de intercumhbin onico (.2 0.3 megfml con una superficie epetifics de 150-200 m*/g, Las
perlas de quitosan fucron lavadas tres veees con agua destilada y una solucion de acetato de
sodic 0.02 M (pH 4.3). Lu invertuse fue adicionnla 3 las perlas de quilvsan cn unz tasy de
sproximadamente 2,000 wnidades enzimdtieasig perlas y la suspencion resultante fue
manienida por agitacién par 60 min a wemperatura ambiente. La solucién fue filtrada y las

[ W:AG452.200nMSunMNNGSSIR4. DOC * 51629200NI48WCD~ | 13
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perfas de quitosun que contenian a I invenasa inmobilizada fue Invada una vez con In
solucion dv scetatn de sodio 0.02 M (plt 4.5).

El muleriul enzimdtico inmobilizadn en perlas de quitosan lue witizado para empacar unu
columna enchaquetata de 20 om de large {Tipy XK-16 Pharmacia) con un didmetro inlema
dc 16 mm. El largo dol soporte de enzima inmobifizada lue yjustado a 120 mm. Perlas de
zirconium fucron colocadas en la panc superior ¢ inferior de la columna. El zirconium luc
utilizaxlo como material incric simplemente para evitar perdida ded soporie de la volumna. 1in
operaciones comerciales platos o bandejas especiales provisios con maullas son utilizados en
lugar del zirconium u otmg materiales incrtes. Ly columna fue equilibrada a una
tcoperulury de 50"'C mediante Ja circuluciiin de agua calentada 2 través de la chaquety de lu
columna. El concentrck re(inado de caffia de azicar 401 con 50-55° Brix fue bumbendo a
través de la columna o reactor enzimdtico a un llujo ajustado pars propiciar un tienpa de
residencia de 14 min. La cantidad de azicar ¢n el sustrno y producto fue determinada con el
metodn colarimetrico de Acido dinitrosalicilatio y medianie cromatografia de alta resolucion
equipada con un deteclor 32 indice de refraccidn. Bajo estas condiciones, mas del 95% de la
sacaross fue convertida en ghicosa v fructosa (jarabe invertido). La relacidn glucosa a
froctasa en el producto fuc de 1:1. Las carscleristicas de la corricnte del producto 601
también se muestran cn lu Tabla |. Finulmente o producto jurabe invertiklo 601 fuc
concentrado a contener 68-701° Brix en el evaporador 7 v opcionalmente puade ser mis
relinudo pury llenar lus especificacinnes demandadas por la indusiria. Esios sjustes finales
pueden ser llevados a cabo usando operacioncs unitariss convencionales y tecnicas de

refinacion como ¢l use de¢ columnas cmpacadss dv adsorcién con carbon sctivado para
mejorar ¢l ealor del jarabe,

KIEMPLO 3

Este ejemplo ¢s una simulacién por lotcs sceuenciales de un proceso continuoe come una
alcrnativa preferida Gempililicunte de la presenic invencion.  En roferencia particular a la
Fig. 2. In cuiln de avicar fue extridn usando técnicas convencionales de In etnpn de
extraccidn 21. En la primera ctapa de filtracion 22, ¢l extracto crudo 1001 con caracteristicas
mostradas cn la Tabla 2 fue primemmente pusado u través de o mulla No. 100 (100 mesh) a

{WAMO2AUORM Sw US4 384. DOC * 9462 5200R4RNON~ } 14
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presién utmdslirica. 1.8 solidos contsminuies relativamente gruesos 2002 fucron colectmios
por un filto y descurtwdos.  El jugo primcramente fillmdo 2001 es primeramente
pasteurizado en la ctapa 23 a 61.5°C por 0.5 horas (0 a una temperatura mayar, v.pr., 72°C
por un perfodo mas corto de tempo, v.er. 15 seg.) ¥ al mismn tiempa concentrado mediunte
cvaporacion hasta o 50° Brix. El jugo pasienrizado/concentratdo 3001 fur pusudo 8 través
de un cartucho de micratiltracion 24 (2800 cm®. CFP-2E-6A clahoradn por Amersham
Bivsciences Buckinghamshire, UK) que 1enfa una membrana con un difmetro de poro Je 0.2
pm cquipado con una bomba (E-tac WFCHT clabormds por Inverter), operando 3 una
presion de 13 psi para remover a particulas silidas finas (cenizas finas, compucstos
coloreadas) asi como para reducir ln curyn de levadurns y bacterins. y protelnas de alto peso
molcculur (pesv molecular de aproximadamente > 100kD ) los cuales fuvron desvantados
(4001).

Periddicamunie, después de 6 n 8 horas de uso de In unidad de miicrofiliracién, la membrana
fue regencrads mediante dos lavados con unn salucidn 0.2 M de NaOll o 50"C. 131 NaOLl
rexjuiridi <le aivados (3 veces) con agua o neutralizacion con una aalucidn 1N de HCL

El jugo microfilirsdo, vorriente fillmdn fine 4002, repruscnta cf producto intermedio filtrado
en dos etapas. Las caracteristicas de este producty intermedio sun mostradus cn ba Tabla 2.
El producto intermedio aiin tenia un color indescable café ohscur, lo cual indicuba que wnia
presenies fendlicas ¥ viros compuesivs coloreados,

El producta imermedin 4002 le posierivrmente sujcto a la erapa de intercambic sniGnico 28:

fuc alimentado en la parte superior de la columnade 500 ml (450 ml de valumen de trabajo) .

wuipado con resina microgranular de intcrcambio anidmicu Whatman DES2. con una
cupucidud de 0.88-1.08 meg/y (Whatman, New York, USA).  El hufler de foslaw de sodio
fue utilizado para equilibrar @ In columns 1 un  pH de 5 ames de alimentar sl producto
intermedio 4002,

Il producty nesultanic del intereumbio anionico 5001 que eluyd de la columne wive las
caracteristicas mostradas én fa Tobla 2. Loz comaminuntes removidos 5002 incluyeron a
wcidos fendlicos y otros compucstos colorvados. dejando un producto de tonalidad amarilks

{ W' 046292004 8wolt 0534384 DOC ~046 29200804 3%00+ ) 15
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pelide 3011, Estos pasas lambidn decrementaran ol conesnidiy de compuesiad pilropenados

inhibldares de la inverzass aungué las medidas my fueron realizadus en cse ejemplo.

[l producto tratadn von la resima anltnicy 5§01 fue peisrionbeste sujeto o una hidelisis
cnziméica el paso 27 uwsanda una columna en lu cual invermsy  (Ovaxiven L1000 de
Seccharompces cerevighiz con una activided de 10,000 Uml, DSM, Francia) e
inmobilizada et Chitpearls™ wsade comn soporke. La cargy de enzima en < seporte fue

lograda 11k como se describe en el Bjemplo 4.

La volumma fur mantesida u 60°C. pH 5 ¥ la amvursion a jarabe invertido se realiodg oo el
prachueiiy fruluche cor la reslna anidnica que flupd a imvds de la coluenna, Los Chitopearls™
fucren escogidos enire ulros sopartes en purwe debido a su eficicncia, hajn aste y bajos
costos de nperucion v cn parte dabidn a que posce algo de capavidad da imen;ambio idnico
yue mejord atn mis ol coler del jarmbe. Ly Jiguido incnlory M0 choed de 1o columema

cHlulilica.

Despnés de gque 1a invertasa se agode {debido a crecimiente mivrobiann emno resullade del
uso indermitente par un Iotal de aproximadarmeniv 7 diss) el soparye [ue lavado con NaQH
IN pura gque cluyera la invériuse, lavado wes vests von apua desuilwly v rocarpada coun
LAY TWecva kal como se deseribid unteriormente. RE soporie ticne una vidy 1l peolonpada
¥y puede ser limpiado, cargado de nuevy von cndima nueva y reulilizado varias veees anies de
que tenga qoe ser roamplazade. La restriceidn del crecimlent inicroblano puede exlender los

dfbs de operacion de la imverings.

Il jurabe imvertide que elaye e o colunana catalitica posee las caracterisiicns especificadas
en lu Tubla 2,

El jarnhe invertido pucde scr concentracli n 68-70° Brix después Ju bt comersion enzimalica.
L cuncentracidn poat-conversidn pucde ser efectuada en un evaporador can vaclo a $0°C
para evilar In formacidn de color én ol jarabe invertide peasionado por efecio de aliss

temperaturas.
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La concencracidn presonversivn produce un penduvty con 40-250" 13nix inmcdiatamenie aohs
v la conversign (et puecke ser bocho usando una porcidn o tode el pralucte de Lla calvinea
de intcrcambio anidiicn tal com v we ilusdmen la Fig, 2, corricnee S0 A demo del pasp 24
y la enrriente copeenirada S002 qua regresy o un punto superior v istermedia no musrado
del paso 25). Los diferenies Jugarcs o locaciones de lus cuspas de cancentrucion del proceso
uentn dilergnics venigjas ¥ desveniujus. La concentracinn preconversidn permite trabagar
von volumenes reducidas ¥ duwrementan la maa de crecimicne de microorgmismos debido a
la ulia ¢eoncenwacion de salutos; sin crabargo, B mayar viscosidad de la selucidn afecta
negatvamente ¢l desumpeho de 1as niembrunas de mierofiimcion (y ultrafiloaciin, s hay)

cuusande un increments en b vaida de presiom.

FIEMPLO 4 INMOBILIZACION ENZIMATICA

Uny #olucitin de 2300 UAnL de imvertasa (Maxinvert L10,000, DSk France) solution «n
un bwfler 50 mM dc fastage con  pH 5 fuc modificada de scuerdn A1 protscule reportado
ror Hazieh {20000, 30 mg de brverrasa (412 Usmg) se disodvieron vo 29 ml de fuffer 50 mM
de fosluo, pH 3.0y 2 su vex mezckalos con | ml deperiodato de sadiv 30 mM poe 3 br o
4°C en la ubscurided. El perindalo de sudio que no rescriond fue removichs medlante 13
adiciin de 0.2 ml dv vtilen glicol ¥ 1oezeludy por 30 min. La inverrasa resubianie oxidada
con periodate Duc dinlizada contra un biffer de fosfato 50 mM, pH 6.0, La Figura 3 (oaa
gralicn de la activided reownest o 35°C en sacarusa 1M pH 6 de inverfasa native v
modilicwla 2Uml) previpnenle incubada 2 b mismu temperaiurs praficada conlos ¢l
Beanpo de incubacida) muvsera que 1p inverinss modificada luve una mayor actividad que |9
ereimy nativi ¥ que & paso de moodificacifn incrementn B vida Gl de 12 enzimy.  Dor
ejemple, la enzima mutlva perdid 75% de s Aclvidad inicial en & hores, mlentrus que

enzima nuakificuds demard aprozimadamente 27 Twras.

Duramtz el proceso de modificucién, la didlisis se wilizd para eliminw 2 los reaclivis
neecsitades para In modificacién (periadats du sodio ¥ esilen glicol). La didlisis pucde ser
liecha usundo una meémbruna von un core de pess molecular de 1Y kDa {(sma membring con

un corte 1nvur puvde ser usada v.ur. on exeeso de 23 kidy), Los resudtacdos mosirzdos en b

PSP Bwa ORI TIOC +04520200M04 2508 * | 17
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Figura 4 (xma prifica Je sctividad a 55°C o0 unn solocidn de snearesn 1M a pH 6 de la
invertasa modifeads (20/ml) recuperads por diferenics memhimiis dislizadecus con cortes

de pesv malecular de 10 kDo, 15 kDu, ¥ 25 kDa demostearon yue 1a setivided de Lla enzimg
maodificada o c3 influencimls por cl Hpa de membrena dializadomn

Miis experliientus fucron realizados usande enzima modiMewla para seleccionsr ol anporee
s coaveniente parw b inmobilizueion. AMimlna, Sephabeads® y Chitopearls'™ (ueran
ulilizados peia eslos propdsiins. Las perles de quitosiu [ucron seleccivoalus coma soporic
par 1n inmabllizevion cnzimsitica Y8 ¢ som muy facil v preparar, su uso o5 mds harug, »
su pieparacidul t3 mas rapida en comperacidn con uirvs soportes coa{iumente empleados.
Adcuxis, las perlas e quilosan ilenen upe muche mayor vida bt ¥ requicren de menos
enzima de tal manery yue of procesa de injwobilizacion fue eficiente. Finalments, tal como se
teslig vn cl Ejemplo J, este soporle Liene alga de bebilided &2 Jinercambio idnien |0 cul
mjara ain mids € color a clarided <kl jursbe producidi.

Antes e |y inmobilizacidn los Chilopeiis™ BCW 3505 (Fuji Spinnlog Cu., Lid, Yapén)
fireruu lavados tres veces con ugus Uesiilada . Bl excese de agua fue decanluds y 4dg (50 ml)
de Clilopesrls™ fieron empacikios dentro de wa caliiog dv vidrio de 30 ¢m largo ¥ un
digimeino inlerne de 1.5 om (S ml de volumen do trabajo) eyuipnda con una chagueta y tnpas
Rmrublcs de malla ¥ tela cn mohas terminaclooes 4o la eolumpa, La inverlasa
modificada lue inmoblllzadn por simple absoecion v.yr. pasnde la soluciin exmnilicn a
través de uou columna para alcanear una concentraciin de  1000-3000 Mg,  Antes de su
use, wm buffer 50 mM de Mal[;PQy, pH 5 fue pasada a 1aws de I columna hase que la
sulucidin de salida teviera un pH de 5. Lo temperatuca e operucidn fue fijada 3 30°C. La
enzimy inmobilizeda fue vt llzada pore converlic o tas soluciones de prucha (sacarnsa an ague
coneuivndo 34-50% de scamsa) en jumwbes invertidos. Ta 1ese de convermidn fue oba, al
inicio en 100%. Después Je 3 Hrs Jv operacidn contliwe lay conversiones fueron wdaviy
mayares al BU%. Adiciomatmente, dehido a las propicdades de inlercambio idnicu Jde lus
perlm; de quitasdo o (hitopenrts™, ol jersbe invertido resultante lsc cusi claro crisel
(L=66.1d, #*= 0.39, b*= 2.11). No se nbserv’ nmn substancinl caida en preslén cummly ye

incrementn la eoneemiracing de axtcar delddo & que el eamalia y larma de Jos Chitopearls™

[WAD4625 200004 Swoln00604 384, DOC #0462 920GNI4AR0D* | 14
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permitio un flujo ficil a uves de la columna, indivanda gue un jugo mis conventrada puede
st wtilizadn. A csta csesly, el flujo fuc fijado en ¢l mngo de 5-12 ml/min,

EJEMPLO §. FFECTO DE INTERCAMBIO IONICO EN 1.A DECOLORACION

El jupo de cafin microfilirado fue pasado a truves e una resina débil de intercambio anidnico
(Resina Whuimnuen 1DHES2 prehinchada microgranular de intercambio anidnicwe, Whatman,
New Yark, LJSA) para remover los compuestos fen6licos v praleinas.

Antes de ser utilizada. lv resing Whatman DES2 pre-hinchada microgrunulur de intercambio
anionico cxchange fue activada medianie la adicion Jde un buffer de Nall;PO4, 530 mM, pH 5
basin lagrar la hidratacion complewn. Uina vez que la resina cstaba hidratads y lista par
usarse, 40 g fucron cmpacudos dentrn de una columna pldstica de |5 om largo y 2 om de
didmetro intemo {50 ml de volumen de wrabajo) cquipada con un filtro ¢n ln purte inferior. Bl
jugo de cufin microfilirado fluyd hacia abajo a una i8sa fijn dc 8 mimin uwsando una bumba
peristullica. L.os compuestos colorcados presentes en 2 L ded jugo micvofilirsdo futton
remavidos usando 40y de resing. dundo un liquido tanslucido de tonalidad amarilla ligera.
Los pardmetros tle color fueron medidos con un colorimetro Minolw colorimeter usande un
estindar hlanco ¥ una fuente de luz D65, Los parimetros CIELa*b* (coordinadus de culor
en el espacia) indicaron un color mas luminoso de la mucstra después del intercambio
anidnico, cambiando ¢l valor L de 34.02 u 63,72, La coborucién roja también decrementd
con un vambio de +3.92 0 -2.K5 en las valores de 5*. Esta columny fue regencrdu usando 2
volumenes de cama o lecho (100 ml) de una solucidn | N de NaOQH sepuido de 2 volumes
de cama de agua desmincralizada 2 volumencs de cama de un buffer de Nal [2P04 50 mM,
pH 3. El NaOH residual (100 ml, 1.0 N) fue eliminado por neutralizacién con acido HCI |
N,

ETEMPLO 6: CONVERSION DE SACAROSA FN ESCALA PILOTO,

la inverwasa fue inmobilizada en Chitopearlst™ wl como se describits en ¢l Ejemplo 2 y
empacada cn una columna dc vidrio cquipikia con una chaqucta intercambiadora de calor y
cun tupas permeables en ambas tenninaciones de la columnn de 70-cin de targo ¥ 7-cm «le
didmetro interma (2700 ml de volumen de trabajo). Antes de su uso, un Auffer S0 mM de
NaH;PO,, pH 5 fuc pasado v truvis de 1a columna basts que lu solucion sulicnte tuvicra un

{W:NOI629200 004 SweNDDRSIRI. DOC ¥04629200N04B%0O0* } 1v
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pH de 5. Lu weenperatura de operacion fue fijada en SUFC mediame o) yso de agoa calieme. Bl
Juyn inicial luc desviado hasta gue esiuvicra estable. Gl sistoma fus probado primen voie ima
sphucion de sacurosa de 32° Brix a 4.6 L usando una bomba de cenirifups (Fasen, Mol
71632363} Con un Livmpo de residencla de 14 segundos, la conversicn proniedio olal fue de
20005, La concentracion de fruciown » glucosa en el Jambe invertido fue delerminada can el
mélode eoloriindirive de Acido  diniomsalivilico (DNS) reporiado por Miller (1959), G,

Agal Chem,, 1959, 31 426-42K.

EJENMPLO 7: FPROMICCION DE JARANE INYERTIDO DE JUGO DN CANA DE
AZUCAR A ESCALA PILOTQO SIN PASTEURLZACHIN O ULTRAFILTRACION

El Juga de oiia de azlcar fue sxiculfda oen éenicas convencionales que consiston de ka

maceracicn de la cufiu de gzdcar enoom mofing de impacio mecdadeo, Duranic Ina proebas, «l

jugo crudo de La cafs 4lu szlcur (Funrapn] fue manuulmente pasadn a Irvds de b malla Ko.

V0O (wjulvalente Tyler 100D en ez de 2 L peon & dbjele de remover parlicules solidos
sTivsys que pueden afectan en las ¢iras clapas del procesa, Lo sélidos (eluyends conizas,
piedras ¥ malerfal vrgénico) fe retenidn por b malla micntros que & jugo prefilerada pase o
traves de la mallo  fize eolecwle on tanques para proscguic con el procesd, Esic Ejcmalo
usly tambidn ilustrade en la Fig- 2 pere oo sc ealizo nl pasiewrizacidn nl el pase ppeional
e cunceniracion (bo ac cfectn of pase 223 Los piimems de refurencia de las waring
corrfienes en esie Ejemple T no impllen que las comienses tenpan bas caruseristeas

proporcionudas cn la Tubla 2 pars otro distindn experimento.

Bl jugo primcraments filradn fue posierioremente fileradn Fnemente a través de unn
membrans e microllracion (Amersham Hioscienues, CFI-2-E-8A} «quipads con unm
bomba (E-Tras WFCIT AC Inverer).La unidsl consistié de wns membruna de
microfilvacién de 2808 cin? de 0.2 pm, Las presionea de ewtruly y salida faeron maienidus
en 13 v 0 psi, respoctivamente y 1o vedaciclad e ln bomba maniendlu & 200 RIPM. Rajn asiuz
eondiviones, ol Jujo a ravés del eartuchiy Tue de 900 Lihr, micnizas que 2l jugo de cofa ale
szicar retenldn {4001} wivo un Oujo de 895.2 L, el cusl fac recirculada al weque
aimacenacdor de donde el jups eru obienklo. El jupn de enfin de szicar micrfliormdn (40032)
iwvo un luje promedio de 4.8 Lie v fue voleviodo cn tanques de abinscensmivnlo par

provesarse pustedormente. Después de su 13a, la membrooe coquird ser lavadn voo 20L &

IS NNAEROIAN084 384 DEOC * 2462 5Z00N04BKD | 20
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NuOH 02 N a 30°C estn con el wbjelo do remaver a lug selidos adherilos a )a saperficie ¥
para [ines de sanilizacion. B1 Naldl | {20, 0.2 N} residual fue eliminedo por newmlizavidn con
4L de HCI 1 N, El gquipe de microfiltracidn s luve suficlente eupacidad, ¥ por In tania
vna unidad mes grande debio ser wiilizuda. Pero estn e queslidn de optimisacion, dentre de
las destrezas del ure,

Ll jugo dc cafa de auusir mivrehiluado (4002) pasa haviy ubnjo o omeés de yna columna de
vidrio de 70 amn de largo v 7 cme de didmeiny inemo empacads @on resina Whaoman NES2
{1359 oo dc volumen de trabajis) previanmenie taada 1al com x¢ describe o =1 Tjemplo 5.
El jugy mivrodilirado (4002) fue bombeada por ln acciin de una bombe perisiditica (Stenner
FF0MS} A un Dujo promedio de 1.1 A, proxluvicode un |iquick: 1ansliicklo de oalor
amarille ligere (50013 a la salida de ln unided que fhe recolectade ¢n Linques de
almosenmniendy para sepuir con £ procean. 1.os cambios coloriméuions =n ¢l jugo de cafia
de uzdcar fucron detarminados uiwndo lu esculy CTELa*h* (Colorimedro bMinolta), dana los
xiguicnlc prramctros @ L* 41.7, a* 16.75, b* +24.42 co ¢l jugo de enurada o LY 81.17, 2% -
1.52, b* +14.%4 an la saljda

El liempo e oporacitn dependsd del eontenida «x lindlicos d= la cafa de azivar ¥ do la
camprestdn vn la volumna causada por la cesing debido o caidas en ddiferemdnles de presion
del juga Auyency desily arriba bacia abaie.  Esw indica lu necesidad de optimisar el Wpo de
tesina, podhlemente carmbiondo hicie uns mis eflclante: los camdidatos son  NDawes 66 o
Sigma Aldrich, St Louls, Misseori, LLS.A, v ain Chitopearls™, ermnplendas on <l paso de
conversidn lus cusles licoen capacidad de inkercymibiv idnice ¥ Jque son capaves Je soporor
la presin de la columpa do umo mejor manera. [ dempo de operacion nsonddo las
condiciones aqui descrilas ls de 5 homs, mayores tempos de operacidn produjeran
prucluclus con mayores cantldades de cangpucsios fendlicos dehitky a la progresiva perdida e
capacidad ¢k inlereambiv de Ja resina, afectancle Jus prupicdades dpticas. Algunsa columnas
anifnicus pueden ser usadus para operarse en base semicontibua, cambiamda de uoa 4 otra
uni vez que el nivel de saturacifn Je In resina sc aleanza. Lb satlurscion de la pesina pueile
ser delerminado indinectamente mediunie [ medivion de pardmetets de tolor CIELa*b* en el

prxiucts cluvenie de salida. Despuds de que |a resina hy perdsde la mayaria de su cupnciind
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de intcrcumbia idnico debido a 12 saturecidn can compuestos tendlicos es regencrinla con
NuOH 1.0 N wal comu 3¢ describe en el Kjemplo 3.

El juge tratado con intercambio idnico (S0M) Fue pasado a través de una columma de
conversidn enzimdtica (27) deserita en el Ejemplo 6. El jugo de cafa de azicar trutado con
imcreambio fluyd hacia wrriba por la accién de ums bomha ajusiable contrifugy {Fasco,
Model 71632363). Cuando el flujo de jugw de cafla de axicar quc fluvd u truvés de la
columnu fue fijado a 12 Lrhr (con un tiempo de residencia del0.5 segumdas), la conversidn
pramedio total fue e K9.7 %, y cuando [uc fjidn a a1 6 L/hr (con un ticmpo de residenciu
dc 21 scgumdus), la conversién promedio wodal fue de 98.0 %. El jarabe invertide fue
colectadn en anques de simacenamiento para proccsarse posterionpente.

Deospués de ls conversidn, ol japbe invertido (7001) puede ser concentrado utiliamdo un
evaporador equipadv con una bomha de vacia. El cvaporador puvde ser cargada con el jarabe
imvertido con  20° Brix haswa que ¢l volumen vperacivnal sea alcamaxio. Despids de cargarlo,
cl vvaporsdor de lotes es cormado ¥ encendido. El evaporador se regulé a operar a una
temperature promedio de 33°C v 4 umn presidn de <{1.Y hars que 3¢ alcanza en un cierto
periodo dec tiompo de acverdo a las caracteristicas del cvaporador. El flyjo del jurabe
invertido en lu entrudn debe ser ajustado autométicamente por o sisiema de control del
cvupurador al mismo tiempo que cl agua condensuda sake 4 un lyjo delerminudo, El jarube
inversido dentro del cvaporador s¢ cuncentrard husts sleanzar 70° Brix. La concentracion de
azivar (*Brix) se determina ¢on un refractometra (tal comn el SPER SCIENTIFIC, (%
RIP4).

e

En su principul incorpuracinn, la invencidn incluye ¢l paso de convertir nl jugo/concentrxio
de In caila de azicar (preferentemente libre de contaminates, como sc bosqucjo arriba,
usando cuando menos dos etapus de Hlracion que combinadas eliminan & contaminantes
mayores d¢  02um v preferentemente ain panticulas més grandes de 0.005um) usando
invertaga inmabilizada. colocada en un reactor de lecho cmpacado (fijo. mévil o Avidizado).
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Fxishm varios reporees {Akgol e ul., 2001, Hahar y Tuncel 2412, ISouza v Cknlbole 20002,
Yanriggven ¥y Dogan 2001, Tumtuck ¢t al., 2000 y Torres & ab, 2003} que mucsuan
diferentes wanerus pam inmohilizar v la invertasa en distintos saporkes. Cuslquisra de Jos
previos cn principiv pucden ser untilerachs sujctos o lmjlucioncs par pusio.  Téerins
adicionales e iunobilizaciin ¥ xupertcs son bien conocidas ¥ cdescrilas cn lhenduru de

parenked ravisndes ¢n la seceidn de anfecudentea

Exisle uma pran variedod de aportes de inneabiljzacién besados en wlsercidin, sfrapamicoto,
cncapsutacitn, intercambio ionica, enreonezmionts ¥ cndace covalenle, Los sistemas sle
sopurie mis ampliamente wilizedos emplenn agar, alginaeos, quitostn, pelimemos variados,
poliscrilmyidy, cclubosa, celulnsy subslitida, pecting, curbdn ¥ alumins (Akgel ct al., 2001,
Bahar y Tuneel 2002, D" Soura y Godbule 2002, Rosevenr 1984, Tanriseven y Dugan 2001 v
Tumtark e al., 2000) como maeerlal & soparie. El glumealdheih v poliecleneimine son loa
ggented mdx elscdivos pama inmobllizer énzimeay en sopories sdlidos v para curgur & las

mismas en las codumnas (Avrumeas acal., 1967 v Torres et al., 20031,

I2cisten Jilerenies fucnces de inverasn con distintes prados de velividad, La inverlazy ha sido
cxitosamense Inmohilioxla en dilerentes sistenas, Lb invertasa de leviklum grado VI con
via actividad especiiive e 2000 TU{yg es nreferidy, Bz importante dptimizar las condicianes
prra hacur mas eficiente 2] oay del reaclor enzimdtion. Los purimetros de procuso guc deben
gex principulmente considerados sen lus condicdares nperacaanales de eeeiperalura v pH. Un
range b lemperalara preferkda es de 45-60° C ¥ uneango e pH preferida es ds £.5-6.0. La
temperylura, GplimA cs d= 5°C v pFl 4.5, Los soporess preferidas zon aluming, quilissn, ¥
serilamidas los caades 1ienen Loy siguicntes rangns de carctorisiicas: tamana 350 — 390 nem

¥ superficie especilica 150 - 200 m¥a.

Con el prapdsity de demostme la efectivided de 18 imeencidn res dilerentes sistemas de
inmobilizacion fusran prohados; strypamicmo, adsorsidin ¥ cotrceeaniniy, La téenlea de
Iemmnbilizaviom: mediante ndsarcidn ek lu mis scoctla. Opeianalmeniy, cl productny de jarnbe
imvertidn puede ser concenlrude adn mas lo cual puade ser logracde N cvbporacion

convencional para legar gl menos 68° Brix /o refinade min mds, si es nesvsariv pura

{4625 200004 SwulhlUe 94 384, DOC » T4 G2 32N 0Msa gD | 23
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removet la proteina cesidual, Rendlives ¥ compuestos coloreados indessable por adsoreidn en
ura coluinma anitava con las eandickney 14les coma & describivron acriba v/ uny columna

de carhon acliviciv.

1l proceso eniero puede sar escalido y automarizadn con oyuipos actuales 3 witomatizacion
¢ Insthnnentaviom, Enfie Jas ventajas del pressenie proceso 2stdn: (3) Ja habiidad de opemr on
una linca de procesa aomplelumaenie contlnua einpezands con el exuacio crudo cxoslds de
cafin ¥ lerminando con el praduct ke jarsbe invertida; (ii) b hubilidad de aperar usando un
reducldo niuneny ¢k opuracioncs wmitarias o operaciones unltoriaa inds cficientes pasd
lograr producir jarahe inverliciy, En olras palabras, mienims co princifio ¢ pysible obizoor
azivar relmels de mesa, disolverds en npus y cargada en un toactor de invertasy
inmubilizada psea convertdels en jambe invertido, ©] costo tolal de ese procrso (cosw de
refinucion del uxicur de mesa més o cosgo Je comvertil en jorshe inverfido) serfa
desfmrable, o inchisive peohibithve. Nimilarmente, micnoas es pekible afalic pasos
convencinnales de refinacién pura prelvular ol juza da cafia de azicar anies de mu entrads o la
operycién de remaslon de splidoaisshnbles descrilos aqui, 2ste pregratamicniv ne es neceserin
y su adicion the sur balimevado condra £l incremenig en costo para reallzavla y o benelivio
derfvada de el.

A pesar de que 10 prefenlv inveneion sc ha demostadd y cdoserite CON reapecin a wes
modnlidedas praferidas » que varios wobios y modificaciones, pudicrm bacerse evidenoes 2
una persora entrenada en el esiado Wy urte on ¢l cunl pertenece esa invencion, s¢ consideran
que esas caen dentrs el cspirild ¥ alesnce de esta inveawidn, 1al coma s reclamu abujo.
Todns les documentox cllwlos v listados abzje han side invorporados por refercnin

cnteramencs (excluyenda a sitiog elecurdnices de la red).
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Tahla 1. Caracicrisiions del jugoe de cuiia de wrdcir scenencialmente purificado con

micrafittracicn, ultratilcracion v resinas de Inercamhblo anidnicas. n.m.=na medido por un

aréodo donlMice

LY

y

Juge de Cafia de Aziear o '
Cridn | MErndilrado Ultrafilkcado Culnoum | Cotuom de
Meanbrany 0.5 [0, MWCO Intercnmbdn | Tnverinsu
Anidico
Imdier dde K<ivoenitn de 8ooaran

Iedi de 14.2 17.7 165 100 n.m.

Rolrarcion

Roteclén a3 i7.4 61.5 6.3 n.m.

Especifica i

Cundurtlrlbul 1.5 1.2 .58 .50 nan. !

(milimbos) _ _ ;

Pol/Indier de 168 1§5.4 15.0 15.0 amw.

Kxtraccidu — ——

I"weza 924 935 Q1.2 3.1 i,

Colar" -

u¥ . lAs 3.L6 242 -31.23 n.m.

h* R w17 MR 785 Ih.Lol.
.| BE OET 56.65 6.7 am.

E T T R N TN bt a5 Gt 20 n.m.

I -
Tonalkad 8.Y 3.y 4.4 oR.E 1,
(bruc} '
I I
Cumposiciin Cusimicu

I'H 5,46 <40 T s 5.0 540

Cenkas (%) .37 TE] n.ai " 008 u.2b

Proteina TR i m 3 15 A

(p prm)

Fendlicos 532.™% 436.50 35545 130.85 438

- .. - —— s 3 et i e

* L = Laminogitkd; o™ (+) = wolor rojoy; 2% (<) = opdor verde; B (03 o amariing D 0-] = el T
chadice de encar} — [1° + &% < K4
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e

(ppm} | '|

Aziicares 925 7R 8.d4 CF L. |

Ruducivres :
M : '

YACArosa . K. 26 17447 6.0 L7541 13.75

{"7])]

Glucosa L L.I0.. u.m. ML 71K

&D

Fructoza nm. n.m, Lm. n.m. 0 B
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1 Tabla 2. Caracteristicas del jugo Je cala de axidcar sacuencialmenie purificado mediante

2 filkracidn de particulas, microfiltracidn, ¥ intercambio uniduico. n.m. =nv medido por un
3 método analftico
Jugo de Cafa de Azicar
Crudu Hikrado Microfiireado | Columnm Colummna
Partienla Mcmbrana 0.2u Intercambio | Invertasa
100 mesh (Producto Anlinlro
| | Intentoedio) |
Indice de Extraccion de Sacarosa
" Indice de| 182 182 18.2 " 182 n.m.
Refracciém
Rotacién .3 @ -89 6.4 6.3 nm
Fspecificu
| .
Conductividad 1.36 1.5h 1.62 1.5 n.m.
| (milimhos)
Pol/Indice 16.8 16.3 16.4 15.0 n.m..
Extruaccion —_
Purexza 9.4 Y24 92.5 92.t nm,
' Color’
a* 1.03 I-3 015 [ - 1.82 0.39
[ b* AT 628 24.42 14.94 311
L ) 35.18 26-50 PT; .17 66.14
E 25.72 30 48.7Y 2,90 66.17
Tonalidad (huc) 4.9 BN42 | 7.95 95.84 79.34
B Compoieion Quimica ]
I'H s4 ' SR $.49 $60 | s
Cenizus (%) n3? 0.37 0.3 0.8 0.26
‘Proteina (ppm) | 78 | Meaude n i5 S0
T8
Fenblicus (ppm) | 532.96 | Menns i 436.30 130.88 4%
| 332

*L =Luminosided: a® (+) = color rgjo; 2= {-) =cnine verds: b* (+) = smarilln; b= () = pi): F
{Indice de endnr) = (L + & + W) 2V
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Aziicares Y28 o0 9.15 9.20
Reductorey (/1)

Sacarosa (gf) ' M 198 193 190 19
Glucusa (gl) n.m. n.m.. nm am. 85.5
Fructoss (g1 n.m. n.m n.m. n.an, KSS |

{ WA62R 200004 8w oMONG43EL. DOC »046292008048W005 §

30



Ln

10
1

12
13
14
15

16
17
18
19

21

2

23
24

LAS REINVINDICACIONES QUE RECLAMAMOS SON:

1. Un méodo purs producic un jarabe invenido u partir de jugo crudo de
cafia du azcar (gusrapo) qué compromde los siguicnles pasos:

{a) sumeter al juge de caflu de azGcar a microfiliracién para remover una
primera fraceion de contuminates solidos del dicho jugo producicndo un jugo de caiia

microfiltrado;

(h) someter al jugo dv cafa microfiltradu u ulirafiltracidn pury remaver una
sepunda fracci6n de comamingres salidos del dicha jugo microfilrado ¥ una primera
fraccidn de conaminates solubles de dicho jugo microfilrade y y asi produciendo un jugo
de cadla ultrafiltrudo;

() pusar €l jugo de caita ultralilirado o través de uma culumna de intercambio
aniénico para remaver unu scgunda fraccidn de contaminuies solubles de dicho jugo de
cafia ultrafiliradv, y por consiguiente producir un jugo tratado en uma columma de
intereurnbiv wniénico;

(d) contactar Jicho jugo de cana i1ratado con resinas de intercambio anidnico
con fa vnzima invertasa inmobilizada para convenir cuande menos ¢l 90% de la sacurvsy
vonienida ¢n diche jugn mraiado en una mezela de glucosa v frucioss y por consipuiente
producie asi dicho jarahe invertido.

2. El método Je lu reinvindicacion 1 donde el paso (¢) es repetido cuandn
menos una vcz anies de proceder al paso (d).

3. E! mftodo de lu reinvindicacion 1 que ademds comprende el paso de:

() concentrar dicho jugo tratado con la resina de intcrcambio unidnica untes
de proceder al puso (d).

{W:ADIA2PAZNONO4 B WOlNDUEE 384, DOC »C4629250NC4BHO0” ) 3l
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4. El médo de la reinvindicacitin 2 que adends comprende el paso de:

() concentrar dictw juga tratadu ¢on la reying de intcrcumbio anidnica antes
de proceder al paso (d).

5. El método de [a reinvimdicacidn 4 donde ¢l pase {¢) ¢s llevado a cabo
inmediatamente después Je realizar una vez el paso {c),

6. El méiodn de lu reinvindicacion 1 doikie el jugo de culla de anicar sujei¢
a una microfiltracién como en ¢l paso (a) es jugo crudu de cafia no sujcto # ningunas
ciapas del procesamicnfe después de la extraceldén de lu cana de amicar y untes del paso (a).

7. El méiodo de la reinvindicacién 1 donde ¢l jugo de cafiu de uziicar es
sujeto a una microfiltracidn en dicho paso (@) ha skly sujeto snlamente u sedimnentacion o
centrifugacion después de su extracciin de la cafla de azGear para remover s6lidos priesos.

8. El métadn de fa reinvindicacién 1 quc ademés comprende &l paso de:
(f) refinucin adicional del jurube inventido producido en el paso (J).

9. Ll métado de lu reinvindicacion 1 que ademis comprende ¢l paso de:
(g) concentrucion del jarabe invertido producido como én el dichn paso (d).
10. E1 méwnda de la reinvindicacidn | que ademds comprende los pusos d:
(h) cunceniracidn ded jarahe invertido praclucido en dicho paso (d); v

(i) refinacion adicionul del jurabe invertido producido cn dicho pasv (U),

[
{ IV )
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11.E) méwdo de la reinvindicacion | donde ¢l juge de cais de azicar quec
fuc sujeta al paso (a) que tivne un contenido Jv azicar cnire aproximadamente 16 y 23°

Brix de los cuales cuando menos €l 90% es sacrarosa.

12, 1 métoda de la reinvindicacién 11 donde el jarabe invertido producide
en el paso (d) ticne un conenide de azbear entre 50° a 70* Brix del cual cuarklo menos ¢l
90% e8 una mescha de fructosa y ghcosa.

13. ! méwodo de fa reinvindicacion 11 donde, antes de ser sujeto al dicho
puso {d), vl jugo tratsdo con )a resina dé intercumbio anidnica ticne un contenido de solidos
no muyor que aproximadamente 1%, hasudo en el contenidv de azicar: un coutenido de
fen6licas no mayor que aproaimadamentc 130 ppm; un contenkio de prote{na no mayor quc
aproximadamenre 15 ppm; ¥ un conlerndido de mincrales no mayar que aproximsdamente
0.08%, hasado cn el cantcindo Je azdcar.

14, B} método de 1a reinvindicacion 3 donde el jugo conventrado ¥ tratado
con la resina de intercambio anidnica conticne aproximadamentc 50° Brix: antes de ser
sujety al dicho pase ().

15. Bl méindo de lu reinvindicacidn 1 donde en ¢l paso (c) se refluja una
porcifa del jugo tratado con la resina de Intcrcambio anidnics voncentrindose antes de ser
regresado a la columny Jd¢ intercambio anidnica.

16. Kl méxdo de Ia reinvindicacion 1 donde el dicho paso {d) st llcva a
tabo bajo condicioncs vontroladas de pll y temperatura.

17. El método de 1a reinvindicacion 1 donde cuamlo menos unn de Ins pasos
de () hasta (d) vs llevado a cabo como apencidn uniluria continua,

18. El métado de la reinvindicacidn 17 donde todos ks dichos pasos de (8)

hasia (d) son lievados a cubo coma opcraciones unitarias continuas.

{W:30462200u0M8WolRNOMMISL. DOC *05629200N0L3WOC § 33
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19. Un métndo pars fa producciin de jarube invertido partiendo de jugn
crudo de cafia du azbcar (gusrapn) que comprende los pasos de:

(a) someter el jugo de cafia de azGear a una primera filtracidn para remover
una primera friecién de contaminantes sdtidos de dicho jugo y asi producir un jugo de cufia
de primera filtracicing

{h) someaer al primer jugo de cafia de primera filtracion a uny filliracidn mas
fina pura remover una segurda fraccidn de solidos conkaminantes de dicho jugo de primera
filracidn y remover una primera fraccion de contaminanies solubles de dicho jugo de
primueru [itracidn y por consiguicnte producir un jugo de cafia s finamente filtrado;

(¢) pusar el jugo de cafla mas finamenie [iltrado a través de una columm de
intercumbio anidnico para remover una scpunds fraccitn de contaminantes solubles de
diche jugo de cafiu és finamente filtrado, asf produciémio un jugo de cana tramdo con
resinas de intervambio ankdnico;

{(d) eanractar dicho jugo de cafia ratado con resinas de intarcambio ani6nico
cun invertasa Inmahilizada para convertir cuando menos ¢l 90% de 1a sacarosa en cl dicho
jugo tratadv ¢n glucosa y fructosa y pur consiguiente producir un jarabe invertido.

20. El método Je 1a reinvindicacion 19 domde el puso (¢) es repetido cuando
menos uid vez ames de proveder al paso (d).

21. El métndo de Is reinvindicacion 19 que ademds comprende el paso de:

(&) concentrar ¢l Jicho jugo tratado con 1a resing de imercambio anidnico
anles de proceder al paso {(d).

22. 11 métoda de la reinvindicacién 19 donde el jugo de cada de azdcar
primeramente filrado vn el dicho pasa (a) ha sidu sujeto solamente a un paso de

§W:A4629:200u048wolANGO384. DOC *0462920CND4RWO0" | 34
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scdimentacion o centrifugacidn después de su exiraceion de lu caha de azivar para remover

sOlidos grucsos.
23. El méiodo de ka reinvindicavidn 19 que ademés comprende ¢l paso de:
(f) refinacitn adicional del jurabe invertido producidn en el dicho paso (d).

24.E) méodo de la reinvindicucion 19 yue ademés comprende cf pasv (g}

concentrar ¢l jarabe invertidu cumo en el pasao (J).

25. El méiodo de lu reinvindicacion 19 Jonde el jugo do caila de axicar
sujeto al paso dicho paso (a) ticne un contenido de azdcar entre 16° y 23" Brix del cual
cuando menns ¢l 90% es sacarosu y Jonde el jarabe invertido praducido cn ¢l paso dichn
(d) tienc un contenido de azucar entre 50° & 70° Brix del cual al menos H% es una mezely

de [ruciosa y ghicosa.

26.El método de la reinvindicacion 25 donde. antes de scr sujcio sl paso
(d). ¢l jugo tratado con la resina de intercumbio anidpico tiene un conicnidy de s6lidos no
mayor que aprogimadamente 1%, basudo en ¢l contenido de amicar: un contenido de
fendlicos no mayor que aproximslamente 130 ppm; un contenido proivivo no mayor que
aproximadamente 15 ppm; y un comienide de minerales no mayor que aproximadamente
(.08%, basado en ¢l contenido de azticur.

27, Gl méado de la reinvindicacion 21 donde el jugo concentrado y trutudo
con lu resina de intercambio anidnica tiene un contenidn de azicar de aproximadameniv 40
a 30° Brix; antes de sér sujeta al dichn paso (d).

28.F1 método Jde la reinvindicacion 19 donde en cf dichv puse (©) una
porcion reflujada del jugo imtado con la resina de intercombio anidnivo se concentra antes
de ser regresada a 1a columaa de intercamblo anidnico.

{WA04620200n04 SolWOUGES 384, DOC 346292 00NI4BNOY > | 35
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29. E]l méludo de la reinvinlicacion 19 donde el dicho paso (d) s Tevado a %

cabo bajo condiciones contruladus de pH y temperatura,

30.El método de la reinvindicucion 19 donde cuando menos uno de los
pasas (a) hasta (d) son llevados a cabo en operacidn unitaria continua.

31.El méioda de la reinvindicacion 19 donde el primer paso de Aliracidn
(8) comprende pasar dicho jugo dv cafia a (ravés de un filtre de particulas provisto con una
malla no mayor de Malls US (100 Tvler).

32. El méwlv de la reinvindicacion 31 doude por decir ¢l paso de filtrucion
fima (b) incluye microliltracién.

33.El mé&odo de la reinvindicacidn 19 donde €@ dicho paso & primera
filtracion (u) comprende microfiltracion.

34, El méindo dc la reinvindicaciéin 33 donde el dicho paso de filtracion fina
comprende ulirafiltracién tenicndo un limite retentivo de peso molecular de 10,000 Da.

35.El méiudo de Iu reinvimlicacion 19 que adicionalmente comprende el
paso de:

(j eoncentrar evaporativamente al intervalo de 35° a §§° Brix ¢l dicho juge
de cafia de azicar filtrudo del pasv () previo sl paso ().

36. El método de la reinvindicavidn 35 dunde el paso (j) es realizado a upa
temperatura de pasteurizacién entre aproximadamente 61.5° y 72° C por un ticmpo
suliciente para pastcurizar al jugo resultante de la primera fileracién.

37.El mé&wlo de 1a reinvindicacion 35 dondc ¢f dicho paso (a) comprembe
filtracidn de particulas y cl puso (b) capreikle microfileracian,
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38.El métodn de la reinvimlicwcion 19 donde el paso (@) comprende
filiracidn de particulas ¥ ¢l puso (b) comprende microfileracion.

39. 61 métndo de la reinvimdicacion 19 donde ¢l paso (a) cumprexie
lliracion de particulas y ¢l paso (b) compremle microliliracifn seguida de uitrafiliracian.

40.Un méado para producir un jarabe invertido de jugo crudo de cadu de
azdcar (guarapa) que comprende los pasus de:

(i) someter al jugo de cafa de uzicar a un proceso de filtravidn de cuando
menos dos clapas. una primera epa y una ctapa més fina, para remover comaminsntes

mientras substancialmente se mantienen los azficares presentes en el jugo.

(ii) someter el jugo filrado de cufia de uzdcar a inlcrcumbiv aniGnico para
rcmover contaminawes solubles del dicho jugo filtrado de la cafia Je walcur que no fueron
raauovidos en el proceso de filtracion, por comsiguieme produciendo un jugo de caila

trutudo mediante intercambio anidnico;

{iii) poner ¢n comacto al dicho jugo tratado mediante intercambio anidnicas
cun invenasa enzima inmobilizada para convertir cuando menos 90% de la sacarosa
contenida en el jugo wtatado y asi producir una mezcls de glucosa y fructosa v por
consiguientc producir un jarabe inventido,

(W:046211200004Bwu0N00654 384. DOC +046292CON04END0? 37

N



M -3 D W =W K e

10
L
12
13
14
15

PRODUCCION DE JARABE INVERTIDO DE JUGO DE CANA DE AZUCAR
USANDOQ INVERTASA INMOBILIZADA

RESUMEN

Esta invencién sc enfoca en un proceso mueva cn ¢l cual ¢ jugo de cafiu de azbear
(guarapo) vs primeramente refinado a wavis de un ndmero de pasos v posteriormente
hiocnzimlicamente convertida en un jarabe refinado invertido o uns solucién conventruda
de glucosa-fructosa usando un reactor cipacado con invertasa inmobilizada. Los pasos de
refinacidn preferemtemente incluyén una primera filtracidn (fileracion de particulas o
microfiltracifin) scguilo de una scgunda fileracidn (microfiliracidn o ultrafiliracion) v
posteriormente cuando nenns un pus¢ 8§ fravés de una columna empacaida con una resina de
imercambio unidnico. El jugo refinado dv cufla de amicar pucde ser opcinnalmente
concemriklo y/o pasteurizudo antes de pasarlo a través de un resctor empacado con
invertasa inmobilizda para convertir a la sacarosa en fructosa y ghucosa.

{ W29 2000048wnR00694 384, DOC + 9452920CNDAENCO" } 38

N



Cane Aziicar
—
Jugo Crudo
de Caita
Seiidos bsciidee
202
302 Contaminates
Ultraffracion |—2— <o\ te 6 insolubles
3 anatanyinmei=
A i
501
intorcambio |
4 a0iA?
. : i
Contaminames 401 $ i
Sokuies 402 oy Jugo Refinadoo
ot concentrado
Reaclor
G Invertasa
6
601—>]  Conlrol Temperaly
e Pk empérelira
vartido | Concentracitn
.- —p| Y0 Refinacion

" e L



F1G2

21

Exiraccion |

V.

<4001 Jugo Crudo

De Cafla de Aziicar

Fikracion
Particulas

L—ﬁo—ﬁ;z

Salidos Insolubles

Pasteurizacion y
Concentracién

Opcional

Z£; 3001

Microtracidn | o001 Soidos insotubles y Algunos

Solubles Contatninantes

24
!E“ 4002
5002
intercambio
lénico Concentracién
icional Opcional
25 26 |
5001AA
Caontamin mmi m!, ol 5W1 &
Sobsies alhand Jugo Refinado o
concentrado
Reaclor
inveriasa
¢- [ /
27
Control Temperatusa
Jarabe 7001—! Concentracion -
vertide  ——— yfo Refinacién Jarabe Invertido
28 de Alta Calidad
- l |

<



th b W W

00 0w

Tiempo de incubacién a 53°C (h)

FIG3

'g"];” ]
_gde
59
54
-Ea
:
L4

0+ :

0 20 a0 60 80 100




FiG 4

Azicares redeéforss convertidos

1] 20 40 E0
Tiempo imin)

100

= 10kD
- 15 kD
—-o— 25 kD




oo do

ob



SUPEROITENDENRCIA DE [NDUSTRIA ¥ COMERCIO

PR R

Industria y‘Comen'cio

SUPERINTENDENCIA

Delegatura do Propledad Industrial .
Divisién de Nuevas Greaciones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

PATENTE DE ‘NVENCION u/enonsl.o DEVTILIDAD ()

'nd1 3¢i8n e qzo 80 solicit: s conccalin de una patonto.
-Sates doidontificacion dal soficitanta o da la porsona que se
proscris |3 sabeiivd

‘DoszsipciSn de la lnvenelén.

Dizujcs de 30r tates perlinontes.

~Comjralante ae Pago dolay tasas esta’slecidas.

JOMTETA | INCOMPLETA [ )

2SE9C NDUSTRIAL ()

-An:dcacién de que ve sollcita of rogistra de Disafo industriat.

D tos e idmitifcacion <ol eslickanie ¢ do 1o parsona que 52
arase e fa selicdiud,

Reprosontacitr. grifica y Saiografica da! Diasito Industrial o ousstra
d3, Kitwile quoincorpora &l dissio,

-‘.:mr-prcbam ¢oPago defas tosas eslabecides.

COKFETA () BCOMPLETA { ).

ZSQUINADZ TRAZADG: | 1}

=iz widn Ze que o solicita 7 redistro da Diseho industrial.
Dalg- ec tzertificacidn det solleitanta ¢ do ks parsont qua se
prasents fa sclictud,

Represzrtasién grifica dal Esquerta Trazado,
Comnigbante de Page do les tasea establscidas,

COMELETA () INCOMPLETA { )

Tl aspera ki

YSUARIO " RADICADOR

()

{

e e e wee

—

(

o e

{

)

]

)

Uy

Techz;

()

W’
v
(4~

()

{
{

»
- g
g

}

)

’

Fee: 0080435 12018 - L\Q

I8 FASERACIONMALI
—_— . .. It A 41! PRESENTACION  Fetipad

U



REPUBLICA DE COLOMBIA
EUPERINTENDENCLA INDOUSTELLR ¥ COMERCIO

Dogota.
2021

Dockoria)
CARERILLO GRAT SEREMAN

REFERENTTAL Raflicacibn No. & 19073
Solicibud intesmmcional IBZ004 /003163
Facha inicio fase nacional 0270572005

Tramite " 11

Evenks 37e
Astuacion 420 .
oficis Wo. “ REA

Cma  rwealbado  del exaaen de lerma, realicsds oon fundamanto en &l articulo 3F da
Iz Derlaidn 466 de 1la comigildn de la Comunidad Andina, artioulo 27 dal Tratade da
Coope~aciSn &n Mataria ds Patentes {PCT], Tegla 51 bhis dol Reglomonto v Cirdular
fnden de la Superinteodienclis de Todustria y Ocnexcin, &= le commica gua:

1. Im eolioltud oo contione la copla del deoumonbo en Que Joneks La geslfn dal
derachs A la patanta dal inwentpr el anlicitante o a su cansante. [Art. a5-k)
Doocimion 486.

2. LA soligibtud e oodtiane =l poder debidaoente otorgado, oo ol llends de los
ragulaitos axigidcs peT lor Aarticelor &1 ¥ cubelgulentaes dal C8dige de
Provedimdentes Civil., Adicfionalments, deberd presentar 2l dooumenceo que aoredita la
existencia vy rapresentacifn legal d8 la sodiedsd polidilante, Swndo &ta Busne
paraona jurifica.

En curplimianto da lo dispnasts por fl articuls 1% de 1a Declalén 4EE, le
raquiore para gue dentre del término de Ao meses alguientes a 1a fecha de
notificasidn del pramsante oficic, complets lom reaquisitos antericrmenta sounoiscios.
80 rnso des no dar cusplimients al pressnts renesyinisnte, la solicitod =a
considerark abandonads y perders su prelacida.

Hotlfiquare el prosonbo ofioic oonforms a lo dispussta en &1 mumeral 5.2, literal
al, del oc=pitulo oo del ticels priners sSa 1a Oirculsrc Unico We, 10 do 2001,
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