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(54) Menetelmé glukoosin isomeroimiseksi fruktoosiksi - Férfarande fOr isomeri-
sering av glukos till fruktos

Keksinndn kohteena on menetelmd glukoosin isomeroimiseksi fruktoosiksi glu-
koosi-isomeraasilla, kun ldsné on rautaioneja yhdessd magnesiumionien kanssa glu-

koosi~isomeraasin deaktivoinnin ehkémiseksi.

On tunnettua, ettd glukoosi-isomeraasi on entsyymi, joka kykenee muutta-
maan glukoosin fruktoosiksi Ja p&invastoin ja jota on kéytetty fruktoosin val-
mistamiseksi glukoosista.

Tédllaisia glukoosi-isomeraaseja on havaittu erilaisissa mikro-organismeissa,
Jjoista esimerkkej& ovat esimerkiksi bakteerit kuten Pseudomonas, Bacillus ja
Lactobacillus, actinomyseetit kuten Streptomyces phaeochromogenus, Streptomycea
fradie, Streptomyces roseochromogenus, Streptomyces olivaceus, Streptomyces
californicus, Streptomyces vinaceus ja Streptomyces albus ja hiivat. Kiyt&nndn
tarkoituksia varten pidetfi#n edullisena kaytt#dd Streptomyces-lajeista eristettyd

liukenemattomaksi tehtyd glukoosi-isomeraasia, joka on saatu joko kohdistamalla
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glukoosi-isomeraasia sisdltdviin mikrobien soluihin lémpdkdsittely solunsisdisen
kiinnityksen aikaansaamiseksi tai kiinnitt&m8lls soluista eristetty glukoosi-
isomeraasi adsorptio-ioninvaihdolla kantaja-aineelle, muodostamalla kovalentti-
nen sidos tai inkluusiok#sittelylld. Kirjallisuuslahteina mainitaan esimerkik:i
Julkaisut Chemical Abstracts Vol. 69, 64824 g (1968) Tsumura et al.: US-patentti-
Julkaisu 3 788 945, Applied Microbiology, April 1971, p. 588-593, G.W. Strandberg
et al ja Biotechnology and Bioengineering Vol. XIV, p. 509-513 (1972), G.W.
Strandberg et al.

Melkein kaikki mikrobien soluista 16ydetyt glukoosi-isomersasit vaativat
metalli-icneja, jolloin kysymykseen tulevat eri metallit riippuen isomeraasin
alkuperdstéd. On tunnettua, ettd Streptomyces-suvusta 18ydetty glukoosi-isomeraa-
si vaatii magnesiumioneja ja etti aktiviteetti Ja ldmmdnkestédvyys kohoavat,
kun 14sné on lis#éksi koboltti-ioneja (viitataan julkaisuun N. Tsumura et al
Agr. Biol. Chem. Vol. 29, 1126 (1965) ja T. Takasaki, Agr. Biol. Chem. Vol. 30,
p. 1249 (1966)).

Téh&n liittyen fruktoosin kaupallisessa valmistuksessa glukoosista mag-
nesium- ja koboltti-ioneja on ollut lésni reaktioseoksessa; kuitenkaan sellainen
menetelmd ei ole suositeltava, koska erilaisia rasksaits metalli-ioneja, mukaan
. luettuna koboltti-ioni, ei sallita monissa maissa elintarvikkeiden liséaineina
Jja siksi koboltti-ionien kéytt6d tulisi vAlttd84 fruktoosin valmistuksessa.

Nyt on suoritettu intensiivisi& tutkimuksia tarkoituksena 10yté&4a lisdaine,
Jonka avulla glukoosi-isomeraasin aktiivisuus yllédpidetdén pitkéin aikaa kiyttd-
méttd koboltti-ioneja.

Ndin ollen keksinndn kohteena on menetelmi glukoosin isomeroimiseksi fruk-
toosiksi liukenemattomaksi tehdylli glukoosi-isomeraasilla,

Keksinn&lle on tunnusomaista, ettd reaktioseoksessa on lésnd rautaioneja
0,02-0,5 mmol/l ja magnesiumioneja 2-20 mmol/1.

Keksint08 selitet#fin seuraavassa yksityiskohtaisesti. Rautaionien lahteiné
voidaan kdytt#i keksinndn mukaan esimerkiksi epdorgaanista rautasuolaa kuten
rautasulfaattia, rautakloridia ja rautanitraattia ja orgaanista rautasuolaa kuten
rautatartraattia. Kuitenkin huomio tulisi kiinnitt&a joihinkin vesiliukoisiin
orgaanisiin rautasuoloihin, koska kanta-anionin koordinoituessa voimakkaasti rau-

taan rautaionien vaikutus alenee niinsanotun naamiointiefektin vuoksi.
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Lis8ksi epiorgaanisista suoloista rautafosfaatit ovat epémukavia koska
niillid on alhainen liukoisuus veteen ja ne muodostavat liukenemattomia sakkoja.
Ferrikloridi, ferrosulfaatti, rautalaktaatit, rautasitraatit ja ammoniumrautasit-
raatit, jotka ovat hyvidksyttdvid elintarvikkeiden lisdaineina, ovat esimerkkeini
tdmin keksinndn mukaisista vesiliukoisista rautasuoloista. Kuten seuraavista
esimerkeistd kiy ilmi, vesiliukoinen rautasuola voi olla joko kaksiarvoinen tai
kolmiarvoinen.

Oletetaan, ettd jos rautaionien ollessa l&sni yhdessid magnesiumionien kanssa
reaktioseoksessa, rautaionit kiinnittyvét entsyymiin muodostaen tietyn kompleksin,
joka torjuu lémpdvaikutuksen Jja/tai kemiallisen vaikutuksen aiheuttaman entsyymin
deaktivaation. Niinpi on mahdollista esikésitelld glukoosi-isomeraasia rautasuo-
lan vesiliuoksella Ja silloin tarkoitettu vaikutus saavutetaan lis&&mattd rauta-
suolaa, mikidli rauta-ioni on lidsni lihelld isomeraasia. Kuitenkin sellaisissa
tapauksissa on edullista lisitd rautasuola reaktioseokseen siten yllipitden reak-
tioseoksessa rauta-ionin pitoisuuden vakion tason, koska rauta-ioni, joka on
kiinnittynyt glukoosi-isomeraasiin muodostaen sellaisen kompleksin, dissosioituu
myShemmin ja poistuu reaktioseoksesta yhdessi tuotteen kanssa, erityisesti jatku-
vassa menetelmissi.

Esimerkkeihin vesiliukoisista rautasuoloista, joita voidaan kayttd4 tamén
keksinndén mukaan, kuuluvat ferrosulfaatti, ferrisulfaatti, ferrokloridi, ferri-
kloridi, ammoniumferrisulfaatti, ammoniumferrosulfaatti ja nédiden seos.

Reaktioseoksessa yllédpidettévén rautaionien pitoisuus vaihtelee 0,02 ja
0,5 millimoolia/litra.

Esimerkkeji vesiliukoisista magnesiumsuoloista, joita voidaan kayttad
vhdessd rautasuolan kanssa tdsséd keksinndssi, ovat magnesiumsulfaatti, magnesium-
kloridi, magnesiumsulfiitti, magnesiumkarbonaatti ja n&iden seos. Magnesiumsuolan
pitoisuus vaihtelee yleensd v&lilld 2-20 millimoolia/litra.

Tamén keksinndn mukainen glukoosin isomerointi fruktoosiksi sopii jatkuvaan
menetelmiin, jossa glukoosin vesiliuos saastetaan kontaktiin jatkuvasti liukene-
mattomaksi tehdyn glukoosi-isomeraasin kanssa fruktoosin valmistamiseksi. Eri-
tyisestl t&m& keksintd on mukautettavissa liukenemattomaksi tehtyd glukoosi-iso-
mersasia kayttden jatkuvaan menetelmdén, jossa glukoosin vesiliuos johdetaan
kolonnin 1&pi, johon kantaja-aineelle adsorboitunut glukoosi-isomeraasi pakataan,

jotta saataisiin ailkaan glukoosin muuttuminen fruktoosiksi.
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Glukoosi-isomeraasin liukenemattomaksi tekemiseen sopiva kantuja-aine
k&sittdd:

{1) makrohuokoisen anioninvaihtohartsin, jonka matriisi on styreeni-divi-
nyyli-sekapolymeeri ja anioninen vaihtoryhmd on kvaterndirinen ammoninum, on eci-
tetty FI-patenttijiulkaisussa 53 S57h.

(2) niuxxasmiodeosss olevan verkkoutetun agar-agarin syaanihalogenidijoh-
dannaisen.

Jélkimméinen valmistetaan késittelemdlld agar-agaria silloitusaincella,
kuten epikloorihydriinillé em#ksisissid olosuhteissa ristisidosten aikaansaamiseksi,
mitd seuraa kuumennus korkeassa lémpdtilassa ja pesu kuumalla vedelld kuuman vesi-
liukoisen aineen poistamiseksi, sitten verkkoutettua agar-agaria kisitelldfn syaa-
nihalogenidin, kuten syaanibromidin vesiliuoksella emdksisissé olosuhteissa.

On havaittu, ettd keksint8i kaytdntddn sovellettaessa liukenemattomaksi
tehdyn isomeraasin sktiviteetti sdilyy pitkdn alkaa ja téiten glukoosin isomeroin-
tireaktic fruktoosiksi on tyydyttédviisti kidytettivissid kaupallisesti.

Glukoosin vesiliuosta kdsitell&in témén keksinndn mukaan tavanomaisesti
Jatkuvana prosessina pH-alueella 5,5-9, pitoisuuden ollessa 20-70 painoprosenttia
fa limpdtilan 40-80°C ja liuos Johdetaan kolonnin 1&pi tilavuusvirtausnopeudella
9,1-20 n .

Keksint3& selitetdBn edelleen yksityiskohtaisesti seuraavien esimerkkien
avulla.

Esimerkki 1

Glukoosi-isomeraasi uutettiin tavanomaisella ultradfnikésittelylld valmis-

"

teesta ""Glucose Isomerase NAGASE", joka muodostuu Streptomyces phaechromogenes-

lajiin kuuluvan suvun soluista ja jossa on suoritettu lémpdkisittelylld solun-
sisfiinen kiinnitys ja jota toimittaa Nagase Sangyo Kabushiki Kaisha, Osaka, Japani.

Sellaisen uutteen aktiviteettitiitteri, joka miairitelldin myShemmin oli
200 U/ml.

Sitten liukenemattomaksi tehtysd glukoosi-isomeraasia valmistettiin sekoit-
vamalla 75 ml kyseistd uutetta 15 ml:n kanssa kosteaa makrohuokoista voimakkaan
emiksistd anioninvaihtohartsia (Diaion HPA, jota toimittaa Mitsubishi Chemical
Industries, Limited, ja jonka matriisi oli styreeni-divinyylin ja bentseenin
sekapolymeeri Ja Jjonka ioninvaihtoryhmd oli kvaternfdirinen ammoniumryhmd) huoneen
lampbtilassa kuuden tunnin ajan, jotta saataisiin aikaan isomeraasin adsorptic
anioninvaihtohartsille, mitatun adsorptioasteen ollessa yli 99 %. Taten valmistettu
liukenemattomaksi tehty glukoosi-isomeraasi pakattiin vaipalla varustettuun

A mm:n sisélipimittaiseen kolonniin.
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3 moolia glukoosin vesiliuosta, joka sisdlsi 5 mmol magnesiumsulfaattia
ja yhden millimoolin ferrosulfaattia vastaasvasti ionipitoisuuksina, johdettiin
sellaisen 67°C lémpdtilassa pidetyn kolonnin ldpi jatkuvan isomerisoinnin aikaan-—
saamiseksi samaan aikaan kun lammintéd vett& johdettiin vaipan kautta.

Tulokset on esitetty taulukossa 1 sktiviteetin retentiona 10 ja 20 pdivén
kuluttua.

Esimerkit 2-6

Esimerkin 1 kaltaisia menettelytapoja toistettiin, paitsi ettd ferrosul-
faatin asemasta kiytettiin erilaisia metallisuoloja taulukossa 1 annettuina tiet-
tyind pitoisuuksina. Glukoosi-isomerasasin aktiviteetin retentio 10 ja 20 pdivén
kuluttua on esitetty taulukossa 1, josta todetaan rautasuolojen lisdyksestd joh-
tuneet ylivoimaiset tulokset verrattuna muihin suoloihin kysymyksen ollessa pit-—

kittyneen isomeraasiaktiviteetin yllépitéminen.

Teulukko 1
Esim. Tonipitoisuus Aktiviteetin retentio (%)
n:o Yhdiste mmol/1 10 pv 20 pv
1 ferrosulfaatti 1,0 70 45
2 ferrikloridi 0,5 62 37
3 rautatartraatti 1,0 68 Lo
L - - 33 11
5 kobolttikloridi 1,0 55 25
6 kalsiumkloridi 1,0 30 13

Esimerkit T-13

Nidissd esimerkeissd noudatettiin esimerkin 1 menettelytapoja, mutta iso-
merointi toteutettiin lémp&tilassa 7200 kédyttéden ferrisulfaattia erilaisina tau-
lukossa 2 annettuina pitoisuuksina.

Aktiviteetin retentio 7 ja 13 pdivén kuluttua on esitetty taulukossa 2.

Matalahko arvo aktiviteetin laskussa havaitaan rauta-ionin pitoisuuden

ollessa 0,02-0,5 mmol/1.

Taulukko 2
Esim. Rautaionien Aktiviteetin retentio (%)
n:o pitoisuus T p&ivaa 13 paivad
mmol/1l
7 0 13 5
0,02 Lo 22
9 0,05 52 35
10 0,1 62 49
11 0,25 50 33
12 0,5 38 11

13 3,0 26 9
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Esimerkit 14-16

Kéytetty glukoosi-isomeraasi uutettiin Streptomyces albus YT n:o 5 viljel-
mésté, joka mikro-organismi on deponoitu laitokseen The Fermentation Research
Institute, Japani (deponointinumero FERM P-463). Isomeraasi tehtiin liukenematto-
maksi esimerkin 1 menettelytapojen mukaan ja sitd kdytettiin jatkuvissa isomeroin-
neissa, kuten esimerkeissd 1, 4 ja 5. Aktiviteetin retentio 7 ja 13 pédivin kulut-

tua on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3
Esim. Yhdiste Ionipitoisuus  Aktiviteetin retentio (%)
n:o mmol/1 7 paivéd 13 péivéd
14 ferrosulfaatti 1,0 75 60
15 - - Lo 25
16 kobolttikloridi 1,0 62 L9

Esimerkit 17-19

Verkkoutettujen agar-sgar-hiukkasten valmistus

Litra Y-prosenttisia agar-agar-hiukkasia "Sepharose LB", jota toimittaa
Pharmacia Fine Chemicals, Ruotsi, sekoitettiin perinpohjin litran kanssa natrium-
hydroksidin vesiliuosta (1 mol/1l) huoneen limpdtilassa. 30 millilitraa epikloori-
hydriiniéd lis#dttiin yll&mainittuun seokseen samalla kun pidettiin 60°C:ssa vesi-
hauteessa ja ravisteltiin perinpohjin kahden tunnin ajan jolloin verkkoutusreaktio
toteutettiin.

Sitten reaktiomassaa kuumennettiin autoklaavissa lampdtilassa 120°¢C
kahden ilmakeh#&n paineessa kaksi tuntia, kuumes massa pestiin kuumalla vedelld
90°C:ssa kuumaan veteen liukoisen aineksen poistamiseksi ja annettiin j&ihtya
vapaasti verkkoutettujen agar-agar-hiukkasten saamiseksi.

Verkkoutettujen agar-agar-hiukkasten aktivointi

Verkkoutetut agar—agar-hiukkaset vakuumisuodatettiin liian veden poista-
miseksi ja annettiin JA&htyi 49C:een. Seokseen, jossa o0li S0 g ndin saatuja hiuk-
kasia ja 80 ml 2-%:ista syaanibromidi-vesiliuosta, lis&ttiin tipoittain 2-nor-
maalista natriumhydroksidivesiliuosta sellaisella nopeudella, ettd liuoksen pH
pysyl arvossa 11 + 0,5, jolloin verkkoutettu agar-agar aktivoitui.

Kun eméksen absorptio loppui (t&mi havaittiin pH-arvon noususta), eméksen
lisdys lopetettiin ja reaktiomassa vekuumisuodatettiin ja pestiin vedelld akti-

voitujen ja verkkoutettujen agar-agar—-hiukkasten saamiseksi.
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Glukoosi-isomeraasin liukenemattomaksi tekeminen

50 grammaa seosta, joka muodostui ndin saaduista aktivoiduista hiukkasista
ja aktiviteetin 25000 U omaavasta esimerkin 1 glukoosi-isomeraasiuutteesta,
pidettiin l&mpdtilassa 4°c 18 tunnin ajan, jotta saataisiin aikaan isomeraasin
adsorptio hiukkasiin ja liukenemattomaksi tehtyéd glukoosi-isomeraasia hiukkas-
muodossa.

Y114 mainittu liukenemattomaksi tehty glukoosi-isomeraasi, jonka aktivi-
teetti oli 4000 U, pakattiin vaipalla varustettuun kolonniin (sis&lépimitta
1,5 cm, pituus 12 cm), jonka ldpi johdettiin alaspdin pitoisuudeltaan 3 mol/l
olevaa ja erilaisia taulukossa 4 lueteltujs metalli-ioneja siséltavdd glukoosin
vesiliuosta nopeudella 8,5 ml/h lémpdtilassa 67°C jatkuvan isomeroinnin aikaan-
saamiseksi.

Taulukossa 4 on esitetty glukoosiliuckseen lisdtt#vien metalli-ionien

tyyppi ja pitoisuus ja tuotetun fruktoosin mdérd ajan funktiona.

Taulukko 4
Esim. Metalli-ionin Ionipitoisuudet Tuotetun fruktoosin mééréd eri pdivind
n:o tyyppi (mmol/1) (mg/h)
1 2 3 L 5 6 7 8
17 Mg T 5 1610 1600 1600 1590 1595 1580 1585 1580
+++
Fe 0,1
18 Mgt 5 1500 1450 1462 1455 1453 1450 1450 1451
pettt 0.5
19 vgtt 5 1600 1140 680 54O 500 464 415 k0O

Aktiviteetin retentio ja aktiviteetti, joihin viitataan keksinnén selityk-
sessid ja patenttivaatimuksissa, mitataan kuten seuraavassa esitetdén.

Valmistetaan perusliuos, joka sisdltdi glukoosia, magnesiumsulfaattia,
kobolttikloridia ja fosfaattipuskuria (pH = 7,2) vastaavasti pitoisuuksina
0,01 mol/1l, 0,05 mol/1l, 0,001 mol/l ja 0,05 mol/l. Ennakolta médratty méard liu-
kenemattomaksi tehtyjéd glukoosi-isomeraaseja, tavallisesti 1-10 ml, sen jédlkeen
kun niitd on kiytetty tietty miirid pidivid isomerointireaktiossa ja ennen kayttoa
isomeroinnissa lisitdén erikseen 10 ml:aan perusliuosta ja isomerointi toteutetaan
lémpdtilassa 70°C 60 minuutin ajan varovaisesti sekoittaen.

Sitten isomeraasi erotetaan suodattamalla ja suodoksessa oleva fruktoosin

méirid midritetddn Kysteiini-karbatsoli-menetelmdlli.
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Lasketaan tuotettu fruktoosimifrid liukenemattomaks: tehdyn glukoosi-iso-
meraasin millilitraa kohden ja saatuja arvoja merkitddn "A":1la ennen ja "A'":1la
vastaavasti kdytdn jidlkeen. Aktiviteetin retentio mAadritetiin seuranvalla yhli-

16114:

%'x 100 (%)

Glukoosi-isomeraasin uutteen aktiviteetti

Seos, joka koostuu 0,2 ml:sta 1-molaarisen D-glukoosin vesiliuoksesta,
0,2 ml:sta 0,05-molaarisen MgSOh-7H2O:n vesiliuoksesta ja 0,2 ml:sta 0,5-molaa~-
risen fosfaattipuskurin (pH = 7,2) vesiliuoksesta, lisétédn 0,2 ml:aan glukoosi-
isomeraasiuutetta ja liuos laimennetaan vedelld 2 ml:aan. Saatua laimennettua
livosta pidetddn limpdtilassa 70°C 60 minuuttis isomeroinnin toteuttamiseksi ja
reaktio pysdytetdsn lisiimilld 2 ml 0,5-molaarista perkloorihapon vesiliuosta.
Tuotetun fruktoosin m#ird midritetisn Kysteiini-karbatsoli-menetelmillé. Yksi-

k8114 "U" ilmaistu aktiviteetti maéritetiin seuraavalla yht418114:

= tuotetun fruktoosin midri (mg)
isomeraasin uutteen midrid (ml)
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmi glukoosin isomeroimiseksi fruktoosiksi liukenemattomaksi teh-
dylls glukoosi-isomeraasilla, t un n e t t u siitéd, ettd reaktioseoksessa on
14sni rautaioneja 0,02-0,5 mmol/l ja magnesiumioneja 2-20 mmol/l.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unn ¢ t t u siitd, etti
glukoosi-isomeraasi on ioninvaihtajalle adsorboituneena.

3. Patenttivaatimuksen ! mukainen menetelmd, t unn e t t u siitd, etté
glukoosi-isomeraasi on mekrohuokoiselle anioninvaihtohartsille adsorboituneena.

Y. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmfi, t unn e t t u siitd, ettd
glukoosi-isomeraasi on ristisidotun agar-agarin syaanihalogenijohdannaiselle
adsorboituneena.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t unnet tu siitd, ettd
makrohuokoinen anioninvaihtohartsi on mekrohuokoinen, vehvasti emdksinen ionin-
vaihtohartsi, jonka matriisi on styreeni-divinyylin ja bentseenin sekapolymeeri
ja ioninvaintoryhmi on kvatern#éérinen ammoniumioni.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé, t un n e t t u siitd, ettd
glukoosi-isomeraasi on eristetty Streptomyces-suvun mikro-organismien soluista.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé, t un ne t t u siitd, ettad
rautaionit saadaan ferrosulfaatista, ferrisulfaatista, ferrokloridista, ferri-
kloridista, ammoniumferrosulfaatista, ammoniumferrisulfaatista, rautatartraatista
tai ndiden seocksesta je magnesiumionit saadaan magnesiumsulfaatista, magnesium-

kloridista, magnesiumsulfiitista, magnesiumkarbonastista tai ndiden seoksesta.
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Patentkrav:

1. Forfarande fOr isomerisering av glukos till fruktos med oldsliggjord
glukosisomeras, k annetecknat dirav, att i reaktionsblandningen &r
nédrvarande jdrnjoner 0,02-0,5 mmol/l och magnesiumjoner 2-20 mmol/1.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k Ennetec kn at dirav, att
glukosisomerasen &r adsorberad p& en jonbytare.

3. Forfarande enligt patentkravet 1, k &nnetecknat dirav, att
glukosisomerasen &r adsorberad pi ett makropordst anjonbytarharts.

L. P3rfarande enligt patentkravet 1, k &nnetecknat dérav, att
glukosiscmerasen &r adsorberad pd ett cyanhalogenidderivat av tvirbunden
agar-agar.

5. Fdrfarande enligt patentkravet 4, k &nnet ec knat dirav, att
det makropordsa anjonbytarhartset utgdres av ett makropordst, starkt basiskt
Jonbytarharts, vars matris utgdres av en sampolymer av styren-divinyl och bensen
och jonbytarhartset utgdres av en kvaternér ammoniumjon.

6. Férfarande enligt patentkravet 1,k &nnetecknat dirav, att
glukosisomerasen isolerats ur cellerna av Streptomyces-slédktets mikro-organismer.

T. Forfarande enligt patentkravet 1, k &nnetecknat dirav, att
Jérnjonerna erhélles frén ferrosulfat, ferrisulfat, ferroklorid, ferriklorid,
ammoniumferrosulfat, ammoniumferrisulfat, jérntartrat eller deras blandning
och magnesiumjonerna erhdlles frdn magnesiumsulfat, magnesiumklorid, magnesium-

sulfit, magnesiumkarbonat eller deras blandning.

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer
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