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Menetelmd ja laite isomeroosin valmistamiseksi - F&rfarande och
anordning for framst3dllning av isomeros

(57) Tiivistelmi

Si0g-pohjaiselle kantajalle valmistetun glukoosi-isomeraasia

omaavan katalysaattorin tuottoisuutta nostetaan huomattavasti,

kun kantajakatalysaattorilla tdytetyn reaktorin eteen asen-

netaan esikolonni, joka on tdytetty SiO;- tai alumiinisili-
kaattikappaleilla.

(57) Sammandrag

Produktiviteten av en pd en SiOj-baserad birare framstilld
katalysator med glukosisomerasaktivitet forhdéjs mirkbart di
man fdre den med birarkatalysator fyllda reaktorn ansluter en

férkolonn, som dr fylld med SiOj-eller aluminiumsilikatstyck-

en.
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Menetelmd ja laite isomerocosin valmistamiseksi.
Forfarande och anordning for framstdllning av isomeros.

Keksintd kasittelee menetelmdd, jolla valmistetaan glukoosia
ja fruktoosia sisdltdvaa liuosta glukoosiliuoksesta SiOp-poh-
jaiselle kantajalle valmistetulla glukoosi-isomeraasiaktii-

visuutta omaavalla katalysaattorilla.

Tamd glukoosin entsymaattinen muuttaminen glukoosi-fruktoosi-
seokseksi on saanut kasvavaa merkitysta. Seos myyd&dan useimmi-
ten siirapin, isomeroosin, muodossa ja se korvaa ennen kaikkea
elintarvike- Jja juomateollisuudessa maailmanlaajuisesti niu-
kemmin kdytetyn ja kalliimman kristallisokerin (ruokosokeri,
juurikassokeri, sakkaroosi), joka on valmistettu sokeriruo’-
osta tai sokerijuurikkaasta. Glukoosi-fruktoosiseoksen valmis-
tamiseen tarvittavan glukoosin 1l&hteend voivat olla luonnol-
liset tdrkkelykset, esim. maissi- tai perunatdrkkelys, jotka
muutetaan glukoosiksi happo- tai entsymaattisella hydrolyy-
silla.

Glukoosin muuttamiseksi entsymaattisesti fruktoosiksi lisdtdan
glukoosivesiliuokseen toimivaa glukoosi-~-isomeraasia, mahdolli-
sesti myos isomerointia edistavid yhdisteitd (esim. koboltti-
ja magnesium-ioneja), kun haluttu isomeroitumisaste on saavu-
tettu, erotetaan liuoksesta siihen mahdollisesti 1lisatyt yh-

disteet ja liuos tiivistetddn siirapiksi.

Aikaisemmin on tydskennelty panosmenetelmin ja kdytetty joko
eristettyd glukoosi-isomeraasia tai glukoosi-isomeraasia, joka
on jatetty luonnollisessa solusidoksessa sita tuottaviin
mikro-organismeihin. Koska nain lisattyna glukoosi-isomeraasi
ei ole, tai on vain vaikeasti kerdttdvissa takaisin ja uudel-
leenkaytettdvissa, kdytetdadn nykydadan 1lisddntyvédssa mdédrin
solusidoksessa kiinnittdm&lld veteen liukenemattomaksi tehtya
ja lisdyksin mekaanisesti lujitettua glukoosi-isomeraasia.

Edelleen voidaan glukoosi-isomeraasi sitoa epdorgzaniseen tai
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orgaaniseen kantajaan adsorptiolla tai kovalenttisesti ja teh-
di se siten veteen liukenemattomaksi. Talld tavoin kiinnitet-
tyd ja lujitettua tai kantajaan sidottua glukoosi-isomeraasia
voidaan kadyttdd useasti ja talldin voidaan kdyttaa jatkuvia
menetelmid, esim. tadyttdmdlld reaktori kantajaan sidotulla
glukoosi-isomeraasilla ja antamalla glukoosiliuoksen (subs-

traatin) virrata reaktorin lapi.

Tillaiseen jatkuvaan menetelmdan tarvittava, kantajaan sidottu
glukoosi-isomeraasi, jota kutsutaan mydhemmin glukoosi-iso-
meraasiaktiivisuutta omaavaksi katalysaattoriksi tai kantaja-
katalysaattoriksi, edustaa sind&ns&@ tekniikan tasoa. Esimerk-
kinid mainittakoon DE-patenttijulkaisu 27 26 188, jossa kuva-
taarn erityisesti SiOjz-kantajaan perustuva glukoosi-isomeraa-

siaktiivisuutta omaava katalysaattori.

Keksinnon mukainen menetelmd glukoosia ja fruktoosia sisal-
tivan liuoksen valmistamiseksi perustuu sellaiselle jatkuvasti
toimivalle menetelmdlle, jossa glukoosiliuos (substraatti)
virtaa reaktorin 1ldpi, joka sisdltdd@8 glukoosi-isomeraasiak-

tiivisuutta omaavan kantajakatalysaattorin.
Keksintd perustuu lisdksi seuraaville tiedoille:

Isomerocosin kilpailukelpoisuus maaraytyy suhteessa 1luonnol-
liseen sakkaroosiin paitsi hintansa, pddasiassa sen fruktoosi-
pitoisuuksien mukaan, silld ta@ma on ratkaiseva tekijd& sen ma-
keudessa. Painvastoin kuin luonnollisessa sakkaroosissa, Jjoka
on glukoosin ja fruktoosin muodostama disakkaridi, jossa glu-
koosi ja fruktoosi esiintyvdt molekyylisuhteessa 1l:1, vaih-
televat glukoosin ja fruktoosin pitoisuudet isomerocosissa ja
siten sen makeus on ensisijaisesti riippuvainen ajasta, jonka
glukoosi-isomeraasi vaikuttaa glukoosiliuokseen, sekd lampo-
tilasta, jossa reaktio tapahtuu. 60 ©C:ssa, riittdvdn pitkén
reaktioajan jdlkeen saavutettava maksimaalinen termodynaaminen

tasapaino on suunnilleen 5l%:ssa isomeroitumisasteessa, s.o.
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100:sta kaytetystd glukoosimolekyylistd on 51 muuntunut fruk-
toosiksi. Nykyddn hyvdksytddn kaupan isomeroosi, jonka kuiva-
ainepitoisuudesta on fruktoosia 42%. Koska teknisen 1ldhtdai-
neen glukoosipitoisuus on tavallisesti 90 - 95%, on kdytdn-
ndssd isomeroitumisaste 44 -~ 46% pakollinen, Jjotta saavutet-
taisiin em. fruktoosipitoisuus. Jotta em. isomeroitumisaste
saavutettaisiin, voidaan glukoosi-isomeraasiaktiivisuutta
omaavia kantajakatalysaattoreita kdyttdd vain tietylld tila-
vuusnopeudella, joka on riippuvainen niiden silloisesta ak-
tiivisuudesta. Nykyaikaisia, korkea-aktiivisia katalysaatto-
reita, joita voidaan esim. valmistaa DE-patenttijulkaisussa 27
26 188 kuvatulla menetelmdlld, voidaan kdyttdd alkutilavuus-

nopeudella 10 - 20 tilavuus/tilavuutta tunnissa.

Kayttbdajan lisddntyessd laskee tunnettujen katalysaattoreiden
aktiivisuus riippuen reaktioldmpbtilasta ennemmin tai myd-

hemmin.

DE-patenttijulkaisun 27 26 188 mukainen tunnettu katalysaat-
tori omaa vield 670 kdyttStunnin jdlkeen reaktioldmpdtilan
ollessa 60 ©C 50% ldhtdaktiivisuudestaan. Jotta saavutettai-
siin sama isomeroitumisaste kuin alussa, voidaan sellaista
katalysaattoria k&dyttd3d endd8 vain puolella lahtdtilavuusno-
peudella. 20% loppuaktiivisuus, jota pidetddn alimpana talou-

dellisena rajana, saavutetaan 1700 kd&yttdtunnin jélkeen.

Yllattden havaittiin, ettd glukoosi-isomeraasiaktiivisuutta
omaavan SiOj-kantajalle perustuvan katalysaattorin kdyttdaikaa
voidaan lisdtd yli kaksinkertaiseksi, kun glukoosiliuos ennen
muuntamista kantajakatalysaattorilla saatetaan kosketukseen
Si0p- tai alumiinisilikaattikappaleiden kanssa. Massasuhde
katalysaattori:kappaleet vaihtelevat v&alilld 3:1 ja 1:3,
esim. 1l:1. N&in menetellen lisddntyy katalysaattorin tuottoi-
suus kaksinkertaiseksi. Tuottoisuus on laskettu substraatti-
midrdnéd, substraattikuiva-aineena (kg), joka yhdelld kilolla
katalysaattoria tietylld isomeroitumisasteella voidaan kayttda

20% loppuaktiivisuuteen lahtdaktiivisuudesta.
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Laitteistossa, joka on erityisesti tarkoitettu jatkuvatoimi-
seen glukoosin muuntamiseen fruktoosiksi ja jossa laitteis-
tossa on glukoosi-isomeraasiaktiivisuuden omaavan kantajakata-
lysaattorireaktorin 1lisdksi tarvittavat 1lisdlaitteet kuten
varasto- ja kerdyssdiliét, liitdntdjohdot, pumput, mittaus-
laitteet, lampdtilansddtdlaitteet ja vastaavat, on keksinnbn
mukaisesti reaktorin asennettu esikolonni, SiOj- tai alumiini-
silikaattikappaleita vasten. Esikolonnin tilavuus on suhteu-
tettu reaktorin tilavuuteen siten, ettd@ huomioimalla kataly-
saattorin ja esikolonnimateriaalin sydttdpainot voidaan saa-

vuttaa ylld mainitut massasuhteet.

Keksinndén mukaisen menetelmdn toteutus tapahtuu erityisesti
jatkuvatoimisesti ty®skennellen siten, ettd glukoosin vesi-
livos, esim. kuiva—-ainepitoisuus 40 - 50 p-%, s&dddetddn pH-
arvoon, joka on sopiva kantajaan sidotulle glukoosi-isomeraa-
sille, ladmmitetddn sopivaan isomeroimisldmpdtilaan Jja sitten
pumpataan SiO; tai alumiinisilikaatilla tdytetyn esikolonnin
lipi ja sitten glukoosi-isomeraasiaktiivisuuden omaavalla
Si0jy-kantajakatalysaattorilla tdytetyn reaktorin 1ldpi. Ulos
tulevan glukoosi-fruktoosiliuoksen fruktoosipitoisuus mitataan
sd3nndllisin valiajoin, esim. polarometrisesti tai HPLC:11l4&.
Virtausnopeus, jolla katalysaattoria kéytetddn, asetetaan
sellaiseksi, ettd ulos tulevan liuoksen fruktoosipitoisuus on

42 p—-%, kuiva-aineeksi laskettuna.

Esikolonnimateriaalin raekoko on 0,5 - 5,0 mm ja kantajaka-
talysaattorin raekooksi 0,08 - 0,5 mm on osoittautunut erityi-

sen sopivaksi.

Kun glukoosi-isomeraasiaktiivisuuden omaavan kantajakataly-

saattorin valmistamiseen on kaytetty Streptomyces albus’en

glukoosi-isomeraasia, on erittdin sopivaksi osoittautunut
glukoosiliuoksen pH:n sd&té 7,0 -8,5:ksi Jja sen ladmpdtilan

sdidtdminen 55 - 65 ©OC:een.
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Lisdksi Streptomyces albus’en glukoosi-isomeraasille on osoit-

tautunut isomerocitumista edistdvdksi tekijdksi Co(II)- ja
Mg(II)-ionien lisddminen glukoosiliuokseen pitoisuuksin
0,1 -2 ppm Co(II):ta ja 10 - 200 ppm Mg(II):ta niiden vesi-
liukoisina suoloina kuten klorideina tai sulfaatteina.

Edelleen on hyddyllistd 1lisdtd glukoosiliuokseen stabiloiva
maadra antioksidanttia, esim, SOj:ta, pitoisuudessa

100 -600 ppm alkalimetallisulfiittina tai -bisulfiittina.

Ennen kuin saatu glukoosi-fruktoosiliuos haihdutetaan siira-
piksi tai tehdddn kdyttdtarkoitukseensa sopivaksi liuokseksi,
on suositeltavaa poistaa siitd ei-toivotut ioniset komponentit
kuten esim. makua antavat ionit kationi- 3ja anionivaihdon

avulla,

Keksintdd selvennetddn seuraavien esimerkkien avulla:

Esimerkki 1.

5 g glukoosi-isomeraasiaktiivisuutta omaavalla kantajakata-
lysaattorilla, joka oli valmistettu DE-patenttijulkaisun
27 26 188 mukaisesti, ja jolla on alla esitetyt ominaisuudet,
tédytettiin reaktori, jonka eteen oli asennettu kolonni, joka
oli taytetty 5 g:lla kaupallisesti saatavaa pallomuotoista
veden kestdvdd, huokoista alumiinisilikaattia (esim. Typ
KCT-WS der Kali-Chemie AG, koostumukseltaan 97 p-% 5i0; ja 3
p-% Alp03). Té&mdn esikolonni-reaktorijdrjestelmdn 1l&pi pum-—
pattiin 60 ©C:sta glukoosiliuosta. L&pivirtausnopeus siidet-
tiin sellaiseksi (laskettuna katalysaattorille, huomioon ot-
taen vaaditut reaktiotilavuudet), ettd isomeroitumisaste pysyi
koko kdyttdajan vakiona 46,5%:na. Ulosvirtaavan substraatti-
liuoksen isomeroitumisaste mitattiin polarometrisesti. Yksi-
tyiskohdittain ovat katalysaattori, esikolonnin tayte ja mene-

telmé@ tunnettuja seuraavista parametreistéd:
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Katalysaattori
1.1 Kantaja: Si0j
.2 Aktiivisuusaste: 9000 U/g
1.3 Raekoko: 0,1 - 1,2 mm
1.4 Tdrypaino (kuiva) 0,45 kg/1

Esikolonnin tadyte

2.1 Tayttbmateriaali: KCT-WS (Kali-Chemie AG)
.2 Raekoko: 1 - 2 mm
2.3 Tdrypaino (kuiva) 0,7 kg/l

3. Menetelmd
3.1 Substraatti: 45 p-% glukoosin vesiliuos
3.2 Kofaktorit: 120 ppm Mg(II)
1 ppm Co(II)
200 ppm SO, (NazS03:na)

3.3 pH: 7,5
3.4 Substraattitiheys: 1,2 kg/l
3.5 Substraatin syottd-
ldmpdtila 60 ©C
6 Isomeroitumisaste 46,5%

3.7 Aloitussydtténopeus: 13,0 h™1l

4. Glukoosi-isomeraasiliuoksen aktiivisuuden mddritys

Katalysaattorin valmistukseen kdytetyn glukoosi-isomeraasi-
liuoksen aktiivisuus m3dritettiin Takasakin menetelmdlla (vrt.
Y. Takasaki: Agr. Biol. Chem. Vol. 30, nro 12, s. 1247-1253 ja
7. Dische ja E. Borenfreud: J.Biol. Chem. 192, 583, 1951).
Aktiivisuusyksikkd on mddritelty entsyymimddrdnd, joka inku-

baatio-olosuhteissa muodostaa 1 mg:n fruktoosia.

Inkubaatio-olosuhteet:

Limpdtila: 65 °C

Reaktioaika: 1 h

Substraatti: 0,1 mol glukoosi x Hp0 (Merck 8342) 0,05 mol
fosfaattipuskurissa, pH 8,0, jossa 0,0004 mol
MgS04
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Esimerkilld saatiin seuraavat tulokset:

Puolikdyttdaika: 1300 h

Kéyttdaika 20%:n

loppuaktiivisuuteen: 3800 h

Keskimddrdinen aktiivisuus

3800 kdyttdtunnin jalkeen: 44,4% (laskettuna 100%:n
ldhtbaktiivisuudesta)

Tuottoisuus 3800 h:n jdlkeen: 26000 kg kuiva-aineena 46,5%
fruktoosia/kg katalysaattoria

Esimerkki 2.

Reaktori tdytettiin 5 g:lla esimerkin 1. mukaista kantajaka-
talysaattoria Jja sen eteen oli asennettu esikolonni, Jjossa
oli 10 g kaupallista, pallomuotoista vedenpitdvdd, huokoista
Si0Op:ta (esim. Typ AF 125 der Kali-Chemie AG, SiOjy-pitoisuus
suurempi kuin 99 p-%). Muut tyOmenetelmdt olivat esimerkin 1.

mukaiset. Esikolonnin parametrit olivat seuraavat:

1. Tadyte: AF 125 (Kali-Chemie AG)
2. Raekoko: l - 2 mm
3. Tdrypaino (kuiva): 0,45 kg/1

Koetulokset olivat identtiset esimerkin 1. kanssa.

Esimerkki 3.

Vertailuksi toistettiin esimerkki 1. samanlaisella katalysaat-
torilla, ilman esikolonnia, mutta muuten samanlaisissa koeolo-

suhteissa.
Esimerkissd 3. saatiin seuraavat tulokset:
Puolikdyttdaika: 670 h

Kdyttbdaika 20%:n
loppuaktiivisuuteen: 1700 h
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Keskimddrdinen aktiivisuus

1700 h:n kd@ytdn aikana: 47.2% (laskettuna 100%:n
alkuaktiivisuudesta)

Tuottoisuus 1700 h:n jdlkeen: 12500 kg kuiva-ainetta 46,5%

fruktoosia/kg katalysaattoria

Esimerkkien 1., 2. ja 3. mukaisten tulosten havainnollista-
miseksi esitettiin akviivisuuden vahenemisen riippuvuus kayt-
téajasta kuvassa 1., Ni#in esitettynd kdy selvdsti ilmi, ettid
keksinndn mukaisen alumiinisilikaatti- tai Si0p-helmilisd t&y-
tetyn esikolonnin kdyttd (esimerkit 1. jJa 2.) stabiloi kataly-
saattorin aktiivisuuden pitkin kdyttéjakson aikana.

Kuvassa 2 on esitetty menetelmin ratkaiseva vaikutus tuottoi-
suuteen verrattuna kédyttdaikaan. Keksinndén mukaisissa mene-
telmdolosuhteissa toteutetut esimerkit 1. ja 2. nostivat kata-
lysaattorin taloudellisesti kdyttdkelpoista, spesifisti suori-
tuskykyd kertoimella 2,08, s.o. tietyn isomeroosimd&rin val-
mistamiseksi tarvitaan vdhemmin kuin puolet katalysaattorin
madrdstd. Koska keksinndén mukaisesti tarvittavan esikolonni-
materiaalin kustannukset ovat vain murto-osa katalysaattorin
kustannuksista, on keksinndén mukaisen menetelmdn taloudellinen
etu huomattava.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmid glukoosia ja fruktoosia sisdltavan liuoksen
valmistamiseksi saattamalla glukoosia sisdltdvd liuos koske-
tukseen SiOpz-pohjaiselle kantajalle valmistetun glukoosi-iso-
meraasiaktiivisuutta omaavan katalysaattorin kanssa, t u n -
n e t t u siitd, ettd glukoosia sisdltdva liuos saatetaan
kosketukseen SiOp- tai alumiinisilikaattikappaleiden kanssa

ennen reaktiota kantajakatalysaattorilla.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd massasuhde katalysaattori: kappaleet on valilla

3:1 ja 1:3, erityisesti noin 1l:l.

3. Laite menetelmidn toteuttamiseksi patenttivaatimuksen 1 tai
2 mukaisesti kantajakatalysaattorilla tdytetylla reaktorilla,
tunnettu siitd, ettd reaktorin eteen on asennettu
Si0p~ tai alumiinisilikaattikappaleilla tdytetty esikolonni.

Patentkrav

1. Forfarande for framstdllning av en 10sning innehdllande
glukos och fruktos genom att bringa en glukoshaltig 1&sning i
kontakt med en pa& basen av en SiOz-barare framstdlld kataly-
sator med glukosisomerasaktivitet, k @ n n e t e ¢ k nat

dirav, att den glukoshaltiga 1ldsningen bringas 1 kontakt med
stycken av SiOp eller aluminatsilikat fore reaktionen pa

bdrarkatalysatorn.

2. Foérfarande enligt patentkravet 1, k @ nnetecknat
dirav, att massaférhallandet mellan katalysator och stycken ar
mellan 3:1 och 1:3, fordelaktigt ca 1l:1.

3. Anordning fdr utfdrande av fdrfarandet enligt patentkravet
1 eller 2 med en med birarkatalysatorn fylld reaktor, k a n -
netecknad dirav, att fore reaktorn anorcnats en med

stycken av SiOp eller aluminatsilikat fylld forkolonn.

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer
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