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Pfizer Inc., 235 East 42nd Street, New York, N.Y.,Yhdysvallat

2,5~diketoglukonihapon valmistus - Framstdllning av 2,5-diketoglukon-

syra

. Keksinndn kohteena on 2,5-diketoglukonihapon valmistus, joka
on kdyttdkelpoinen vdlituotteena askorbiinihappoa valmistettaessa.
2,5~diketoglukonihapon liuos voidaan selektiivisesti pelkistdd 2-ke-
togulonihapoksi, joka voidaan muuttaa askorbiinihapoksi. 2,5-di-
ketoglukonihapon pelkistd@minen voidaan suorittaa alkalimetalliboori-
hydridi-pelkistyksella kuten on esitetty U.S.patentissa
nro 4 159 990 tai fermentiivisesti pelkistdm&dlld kuten on kuvattu
esim,. U.S.patentissa nro 3 922 194, 3 959 076 ja 3 963 574.
2,5~diketoglukonihappo on myb6s kdyttdkelpoinen vidlituotteena
komeenihapon valmistamisessa kuumentamalla sitd hapon ldsndolles-
sa, kuten on selostettu esimerkiksi U.S.patentissa nro 3 654 316.
Tdhdn astli 2,5-diketoglukonihappoa on valmistettu useilla eri-
laisilla bakteeri-lajeilla, kuten Acetobacter melanogenum,
Acetobaéter aurantium, Gluconoacetobacter rubiginosus, Gluconoace-
tobacter liguifaciens ja Pseudomonas sesami. Ndiden mikro-organismien



kdyttd ei kuitenkaan ole tyydyttdvd teolliselta ndkdkannalta, mikd
johtuu suhteellisen alhaisista 2,5-diketoglukonihappo-saaliista,
suhteellisen ptkistd fermentointiajoista sekd siitd, ettd viljelyn
sivutuotteina muodostuu suuria mddrid ruskeita tai kellanruskeita
pigmenttejs, vdhentden siten halutun 2,5-diketoglukonihapon puh-
tautta.

U.S.patentin nro 3 790 444 kohteena on 2,5-diketoglukonihapon
valmistus, johon ei liity ruskean pigmentin muodostumista, uudella
lajilla, joka on nimitetty Aqkfobacter fragum ATCC nro 21409:ksi.

U.S.patenttihakemuksen nro 79 668, jatetty 28.9.1979, kohteena
on 2,5~diketoglukonihapon valmistaminen hyvilld saaliilla ilman
pigmentoidun aineksen muodostumista saattamalla Acetobacter cerinus
aerobisesti lisdintym&dn glukoosia sisdltdvissd vdliaineessa. Sa-
malla kun voidaan kdyttdd glukoosin kokonaismédrid vdliltd n.2,5- % -
n. 20 % (paino/tilav.), on havaittu, ettd mikro-organismit eivdt
voi sietdd vdliaineessa suurempla glukoosin alkupitoisuuksia kuin
15 $. Niinmiodoin glukoosin kokonaisméidrid, jotka ovat suurempia
kuin n. 15 % (paino/tilav.) voidaan kdyttdd ainoastaan suorittamalla
fermentointi glukoosinalkupitoisuudessa n. 10 % - 15 % (paino/ti-
lav.) ja senjdlkeen lisddmidlld lisdmddrid glukoosia fermentointivdli-
aineeseen fermentoinnin edetessd, niin ettd glukoosin pitoisuus vdli-
aineessa ei mindén ajankohtana vlitd n. 15 % (paino/tilav.). Siten
tdhdn asti on kokonaispitoisuuksia tai 2,5-diketoglukonihapon tuotan-
tokykyd rajoittanut suhteellisen alhainen alkuglukoosipitoisuus, jota
voidaan kdyttdd fermentointividliaineessa. Muiden prosessien. joissa
kdytetddn muita mikro-organismeja, tuottavuutta 2,5~diketoglukoni-
hapon valmistamiseksi, kuten edelld kuvattiin, rajoittaa myds pakko
kdyttdd suhteellisen alhaista alkuglukoosi-pitoisuutta fermentointi-
vidliailneessa.

On siis selvdd, ettd menetelmd, jossa mikro-organismit voivat
sietdd ja kdyttdd hyvdksi alkuglukoosipitoisuuksia, jotka ovat suu-
rempia kuin n. 15 % (paino/tilav.), erityisesti yli 20 %:n tasoja,
2,5~-diketoglukonihapon valmistamiseksi, saa aikaanolennaisen lisdyk-
sen tuotantokyvyssd ja siitd on seurauksena oleellisia sddst6jé
tybprosessissa. Tdllaisella menetelm4lls v&ltetddn myds fermentoin-
tlvallalneen,geggyum;gmahdolllsuus, jota saastum1§E§ v01 tapahtua,

kuntuotantokykyd lisdtdédn lisaam&lla glukoosills&yk31a fermentoinnin

alkana.
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Tdmdn keksinndn mukaisesti on nyt havaittu, ettd mikro-organis-
mi Acetobacter cerinus voi kdyttdd hyvdksi yli 20 %:n alkuglukoosi-
pitoisuuksia ja n. 30 %:iin asti (paino/tilav.) fermentointivdli-
aineessa 2,5-diketoglukonihapon valmistamiseksi, kun fermentointi-
vdliaineeseen lisdtdidn vdhintdin n. 0,04 paino-% koliinia, laskettuna
D-glukoosin médrdstd vidliaineessa. Erityisesti témd keksintd antaa
menetelmén 2,5-diketoglukonihapon valmistamiseksi suurissa pitoisuuk-
sissa fermentointauhl;aineessaksaattamalla)Acetobacer cerlnuéég ro-

bisesti 1lsaantyna§n fermentointivdliaineessa, joka sisdltdd D-
glukoosia §II”EB“% :n alkuvidkevyydessd ja n. 30 %:iin (paino/tilav.)
asti ja koliinia v#hint&din n. 0,04 paino-% md&drdssd, laskettuna
D-glukoosin mi#réstd vdliainesssa. Alkuglukoosivékevyys fermentointi-
viliaineessa on edullisesti n. 25 % - 30 $ (paino/tilav.). Lisddnty-
minen %?EEEEEE“ edullisesti tagggyumaan ldmpbtilassa vdliltd
25A56°C, edullisesti pB:ssa vdliltd n. 5-6. Edullisia kantoja ovat
Acetobacter cerinus tai Acetobacter cerinus IFO 3263 ja IFO 3266.

2 5-d1ketog1ukonihappoa valmistetaan tdmin keksinndén menetelmil-
13 hyvill& saalttlla, ilman ettd muodostuu merkittdvid médrid pig-
mentoituja aineksia ja suhteellisen lyhyissd fermentointiajoissa.
Lukuisia Acetobacter cerinu‘-antoja kuten IFO 3262 (ATCC 12303)
IFO 3263, IFO 3264, IFO 3265, IFO 3266, IFO 3267, IFO 3268 ja
IFO 3269 on julkisesti saatavissa ja niitd voidaa kiyttdd tédssd me-
netelméissd 2,5-diketoglukonihapon valmistamiseksi. Erityisen edulli-~
sla kantoja ovat IF0O 3263 ja IFO 3266./5; selvild, ettd ndiden mikro-
prganismien mEEEEE}t' jotka on saatu aikaan tavanomaisin menetelmin,
esimerk1k51kgéteilyttamalla réntgensdteilld tai ultraviolettivalol-
la, kdsittelemdlld r¥ntgensdteilld tai ultraviolettivalolla, kdsit-
telemdllda typpisinapeilla jne., ovat mybs kéyttSkelpoisia tdssd
menetelmdssd ja kuuluvat témdn selityksen ja patenttivaatimuksien
piirlinn

cetobacter cerinus'ta viljellddn vdliaineessa, Jonka pddhiili~
ldhteend on D-glukoosi. On ymmarrettava ettd tavanomaisen fermen-
tointikayténndn mukalsestl ferment01nt1valia1ne sisdltdd myds typ-
pi-, kalium-, fosfori- ja magnesium-lidhtelii. Kidsite "fermentointi-
vidliaine" té@ssd selityksessd ja patenttivaatimuksissa oh tarkoitet-
tu mddrittelemddan vdliaineen, joka sisHdltdd tdllaisia yhdisteita.
Kun tidssd menetelmissid kiytetdin Acetobacter cerinus-mikro-organisme-

ja, ei ole tarpeen kdyttdd kalliita orgaanisia typpil&hteitd, kuten



pebtonia tai lihauwtetta. Typpi voidaan taloudellisesti saada kdyt-
tdmdl1d ureag tal epdorgaanisia typpildhteitd,kuten ammoniumsulfaat-
tia, ammoniumnitraattia, ammoniumfosfaattia tai samankaltaisia
suoloja, yleensd mddrissd vdliltd n. 0,1 g - 2 g/litra fermentointi-
vidliainetta, Jeur nikotiinihappoa myés lis&dt&ddn kasvutekijdksi,
yleensd méddrdssd n. 0,2 - 10 mg/l fermentointivdliainetta. Kalium,
magnesium ja fosfori saadaa lelposti lisddmdlld suoloja, kuten
kaliumfosfaattia, ammoniumfosfaattia, magnesiumsulfaattia tai sa-
mankaltaisia suoloja, yleensd mddrissd vdliltd n. 0,1- n. 1 g/l
fermentointivdliainetta. Huomattava vaihtelu fermentointivédliaineen
koostumuksessa on kuitenkin mahdollinen. Muut sopivat vidliaineet
kdyvdt helposti selville alaan perehtyneille elka tidtd menetelmdd
ole tark01tus rajoittaa edelld ja eSLmerkelssa kuvattujen nimencmais-
ten valialnelden kdyttdtn. Tdmdn menetelmdn mukaisesti fermentointi-
vdliaine sisdltdd D~glukoosia alkupitoisuuksissa, jotka ovat suurem-
pia kuin t&dhdn asti on ollut mahdollista ilman vahingollista vaiku-
tusta fermentoinnissa kdytettyihin mikro-organismeihin. Erityisesti
alku-D-glukoosi-pitoisuus tédssd menetelmdssi kidytetyssl. fermen-
tointiviliaineessa on yli 20 % ja n. 30 %:iin asti (paino/tilav.),
Jos halutaan, voidaan D-glukoosi lisé&td sereloosina (D-glukoosi-
monohydraattina).

Jotta Acetobacter cerlnus-mlkro—organismlt pystyisividt sietd-
mddn ja kdyttdmddn hyvidksi tallalsét suursﬁ glukoosx—p1t01suu§et
fermentointivéliaineessa, on tarpeen lisdtd fermentointivédliainee-
seen koliinia v@hintdin n. 0,04 paino-%:n ﬁaara, laskettuna D-glu-
koosin alkumiiriistd fermentointivdliainesssa. Jos halutaan, voi-
daa: Kiyttdd suhteellisen suuria koliini-mi#ri¥, esimerkiksi n.0,5 pai-
no-%, laskettuna alku-D-glukoosi-pitoisuudesta kiymisviliaineessa,
vaikkakin saavutetaan vain vdhiistd etua kidytettdessi enemmin kuin
n. 0,1 paino-% koliinia ja n. 0,04~ n. 0,06 paino-% koliinia pide-
tddn yleensd parhaana. Koliini voidaan lis3#t# joko vapaana emiksend
tai suolana, esimerkiksi koliinikloridina, koliinidikarbonaattina,
koliinisitraattina, koliiniglukonaattina tai samankaltaisina suo-
loina. Koliinikloridi on edullinen suola. Koliinin pitoisuus, kuten
se on mddritelty tidssid patenftiselityksessﬁ ja patenttivaatimuksissa,
lasketaan koliini-emdksend. Pieni osa tarvittavasta koliinista voi-
daan saada, jos halutaan, lisd4midll3i kdymisvidliaineeseen maissin



liuotusnestettd. Maissin liuotusneste, jota on kidytetty kidAymisvdli-~
aineessa vitamiinien ja mineraalien l&hteend, sis&ltdd yleensid

vain n. 0,5 - 3 mg koliinia g:aa kohti maissin liuotusnestettd.
Kuitenkaan ei tavallisesti kdytetd enempdd kuin n. 5 g maissin liuo-
tusnestettd litraa kohti k#ymisvédliainetta, silld maissin liuotus-
neste sisdltdd vidriaineita ja yli n. 5 g:n maissin liuotuslientd
litraa kohti kdymisvdliainetta lisd&minen tekee 2,5-diketoglukoniha-
pon talteenoton ja puhdistamisen vaikeammaksi. Siten maissin liuotus-
nestettd voidaan k&@yttdd, jos niin halutaan, ldhteend ainoastaan
pienelle osalle kdymiseen tarvittavasta koloonista ja loput tarvit-
tavasta koliinimddrdstd lisdtddn kdymisvdliaineeseen koliini-emdkse-
nd tai sen suolana, kuten edelld selostettiin.

Kdyminen saatetaan yleensd tapahtumaan l&mp8tilassa vdliltéd
20°~ 35°C, edullisesti,valilli 25°-30°C ja kaikkein edullisimmin
n. 28°C:ssa. Viljelyvdliaineen alku pH on vdliltd n. 3,5-7,5, edul~
lisesti v&1illd n. 5-6. Kdymisen aikana pH pidetddn edullisesti
tédlld alueella, edullisesti n. 5,5:ss84, esimerkiksi lisddmdlli
alkalimetallihydroksidia, edullisesti natriumhydroksidiliuosta.
Vaihtoehtoisesti pH:n s&&dtbdn voidaan kHyttdd alkalimetalli-~ tai
maa=-alkalimetallikarbonaattia, edullisesti kalsiumkarbonaattia ja
sitd lis&dtddn tdhdn tarkoitukseen viiliaineena valmistuksessa au-
toklaavi-kdsittelyn jdlkeen m¥¥réssi, joka on riittivd antamaan
halutun pH:n, yleensd n. 20-30 g/100 g glukoosia. Lis#ksi on ymmir-~
rettdvd, ettd 2;5dketoglukonihappoa saadaan tilldisiss¥ kdymisvd-
liaineissa vastaavien alkali- tai maa-alkalimetalisuolojen, kuten
natrium- tal kalsiumsuolojen muodossa, ja ettid tillaiset suolat
sisdltyvidt kdsitteen "2,5-diketoglukonihappo” kdyttdén tdssi seli-
tyksessd ja patenttivaatimuksissa.

Ymppédyksen jélkeen kdymisvidliainetta sekoitetaan, esimerkiksi
mekaanisella sekoittimella ja ilmastetaan, edullisesti n.0,5-1 ti-
lavuusosan mddrdlld ilmaa tilavuusosaa kohti kdymislientd minuutissa.
Jos halutaan, voidaan ylimddrdistd glukoosia lis#td vield kdymisen
aikana korvaamaan osa kdymisessd hyviksikdytetystd glukoosista,
lisdten siten saadun 2,5-diketoglukonihapon kokonaispitoisuutta
kdymisliemess4.

Kdymisen annetaan jatkua kunnes haluttu saalis on saatu. Esi-
merkiksi kdytettdessd Acetobacter cerinus IFO 3263 tai 3266 antaa
n. 40-50 tunnin kdymisaika n. 90-95 %:n 2,S~diketoglukonihgppo—



saaliin, laskettuna D-glukoosista. Kuitenkin on odotettavissa jon-
kinverran vaihtelua reaktioajoissa ja saaliissa riippuen mikro-or=
ganismin nimenomaisesta kannasta, glukoosi-pitoisuudesta kdymisvali-
aineessa ja viljelyldmpotilasta.

Haluamatta olla sidottu seuraavaan mekanismiin,uskotaan, ettd
glukoosin konversio 2,5-diketoglukonihapoksi etenee seuraavia teita:

glukoosi —% 2-ketoglukonihappo —»2, 5-diketoglukonihappo
glukoosi —» 5-ketoglukonihappo —» 2,5-diketoglukonihappo.

vdlituotteet 2-ketoglukoni- ja 5-ketoglukonihappo ja 2,5-
diketoglukonihappo voidaan erottaa paperikromatografisesti kéyttd-
en Whatman nro 1 ja nro 4 paperia ja liuotinjdrjestelmdd metyyli-
etyyliketoni/asetoni/muurahaishappo/vesi (80:6:2:12). Happojen tdpldt
paikallistetaan suihkuttamalla 0,2-%:sella o-fenyleenidiamiinin eta-
nolipitoisella liuoksella, joka sis&dltdd 1 % typpihappoa ja kuumenta-
tamalla n. 70°C:seen (5-ketoglukonihappo -sininen; 2-ketoglukoni-
happo - keltainen; 2,5~diketoglukonihappo - vihred), Voidaan kdyttdd
my&s suurpainenestekromatografiaa. Kdyttdmdlld edelld esitettyjd me-
netelmid voidaan seurata kdymisen edistymistd.

2,5-diketoglukonihappo voidaan erottaa ja ottaa talteen lopulli-
sesta'kaymisliemesta jollakin tavanomaisella alaan perehtyneen tun-
temalla menetelm&lli. Kdymisliemi voidaan esimerkiksi suodattaa,
vesipitoisen suodoksen pH asettaa n. 2-2,5:een lisddmdlld mineraa-
lihappoa, kuten kloorivetyhappoa, mitd seuraa liuoksen vikevdinti
ja alemman alkyylialkoholin, edullisesti etanolin tai metanolin li-
sddminen. Annettaessa seistd 2,5-diketoglukonihappo erottuu kalsium-
tai natriumsuolansa muodossa liuoksesta kiinte#dnd aineena. 2,5-di-
ketoglukonihappo saadaan suolasta k&dsittelem#lld laimealla mineraali-
hapolla, mitd seuraa késittely esimerkiksi kationinvaihtohartsilla,
kuten sulfonihappohartsilla, esimerkiksi Dowex 50:114 (Dow Chemical
Company) .

Jos halutaan, voidaan kdymislientd kdsitelld muodostuneen
2,5~diketoglukonihapon muuttamiseksi miiksi halutuiksi tuotteiksi,
esimerkiksi fermentiiviselld pelkistykselld 2-ketogiﬁ§bnihapoksi,
kuten on kuvattu U.S.patenteissa nro 3 922 194, 3 959 076 tai
3 963 574. Vaihtoehtoisesti éuodatettua kdymislientd voidaan kdytt&dd
sopivana reaktioliuoksena 2,5-diketoglukonihapon pelkistdmiseksi
2-ket0gkugonihappoa sisdltdvdksi liuokseksi saattamalla reagoimaan



alkalimetalliboorihydridin kanssa, kuten on kuvattu U.S.patentissa
nro 4 159 990. Ndissd reaktioissa valmistunut 2-ketog onihappo
miutetaan helposti askorbiinihapoksi alalla tunnetuin menetelmin,
esimerkiksi kuumeﬂgémalla sen metyyliesterid emdksen ldsndollessa.

Keksintdd valaistaan seuraavin esimerkein.(ah kuitenkin ymmdr-—
rettava, ettd keksintbd ei rajoiteta ndiden esimerkkien spesifisiin

N 'yksityiskohtlln Y,
Esimerkki 1
Valmistettiin seuraava vesipitoinen ymppividliaine:

Aineosa grammaa/l
glukcosi-monohyd raatti 25
maissin liuotusneste 5
KH2P04 0,5
KZHPO4 0,5
MgSO4.7H20 0,2
CaCo, 7,0

pH 6,2

Ravistuspulloa, joka sisdlsi 1 litran vdliainetta, kidsiteltiin
autoklaavissa 30 minuuttia 121°C:ssa. Acetobacter cerinus IFO 3263:n
soluja ravintoaagari-viillosta (5 ml 20 ml:n steriilistéd vesipi-
toisesta suspensiosta) lis&dttiin pulloon, jota sitten tdristettiin
pySrivills tiristimelld n. 28°C:ssa n. 24 tuntia. Jidahdytetyn vdli-
aineen pH o0li 5,0,

Viljelykasvun tasaosa, joka oli riittdvd antamaan 10 %:n tilav./
tilav. ympin, lis&dttiin 4 1l:n sekoituksenalaiseen kdymisastiaan,
joka sisdlsi 2 1 seuraavaa valmistusviliainetta:

Aineosa
glukoosi-monohydraatti 225 g/1
malssin liuotusneste 0,5 g/1
(NH,) ,HPO, 0,5 g/1
KH2P04 1,5 g/1
MgsO, .7H,0 0,5 g/1
urea , 1,0 g/1
koliinikloridi 100 mg/1
nikotiinihappo : 10 mg/1

. CuS0,.5H,0 ' 2,0 mg/1
e P54 P=2000 Antifoam 1,0 mg/1

e

,Hp,u\ o pH 6,0



]

Kdyminen saatettiin tapahtumaan 28°C:ssa sekoittaen kierroslu-
vulla 1700 r/min. ja ilmastamalla m#3r&dssd 1,0 tilavusosaa/tila-
vuusosaa lientd/minuutti. pH pidettiin 5,5:ssd lisdam&lla 20-%:sta
natriumhydroksidiliuosta tarpeen mukaan, 2,5-diketoglukonihappoa
saatiin natriumswolana 95 %:n saaliilla 48 tunnin kdymisajan jdlkeen.

Esimerkki 2
Valmistettiin senraava vesipitoinen ymppividliaine:

Aineosa Grammaa/1
glukoosi-monohydraattti 25
maissin liuotusneste 5
KH2P04 0,5
MgSO4.7H20 0,2
CaCOj3 7,0

Ravistuspulloa, joka sisdlsi 1 l:n vdliainetta, kdsiteltiin
autoklaavissa 30 minuuttia 121°C:ssa. Acetobacter cerinus
IFO 3263:n soluja ravintoaagari-viillosta (5 ml 20 ml:n steriilistd
vesipitoisesta suspensiosta) lisdttiin pulloon, jota sitten tédrytet-
tiin py®rivdllsd tdryttimelld n. 28%C:ssa n. 24 tuntia. Jddhdytetyn
vdliaineen pH o0li 5,0.

Viljelykasvun tasaosa, joka oli riittdvd antamaan 10 %:n
tilav./tilav. ympin, lisdttiin 4 l:n sekoituksenalaiseen kdymisasti-
aan, Jjoka sisdlsi 2 1 seuraavaa viliainetta:

Toisen vaiheen ymppi . g/l
glukoosi-monohydraatti 100
maissin liuotusneste 0,5
(NH4)2HPO4 0,5
KH2PO4 1,5
MgSO4.7H20 0,5
urea 1,0
nikotiinihappo ' 10,0 mg
Cuso, . 5H,0 2,0 mg
koliinikloridi 500 mg
P20QQ_ : 0,5 ml



Toinen vaihe saatettiin tapahtumaan 28CC:ssa sekoittaen kierros-
luvulla 1700 r/min. ja ilmastamalla md&r&dssd 1,0 tilavuusosaa/tila-
vausosaa lientd/minuutti. pH pidettiin 5,5:ssd lisdamdllad 20-%:sta
natriumhydroksidiliuosta tarpeen mukaan. _

20 tunnin kuluttua lis#dttiin viljelyyn kasvun tasaosa, joka
oli riittdvd antamaan 10 %:n tilav./tilav. ymppi, 14 l:n sekoi-
tuksenalaiseen kdymisastiaan, joka sisdlsi 6 1 seuraavaa valmis-

tusvidliainetta:

Aineosa g/l
glukoosi-monohyd raatti 334
maisgsin liuotusneste 0,5
(NH4)2HPO4 0,58
KH,PO, 1,5
MgSO4.7H20 0,5
urea 1,0
nikotiinihappo 10,0 mg
CuSO4.5H20 2,0 mg
koliinikloridi 150 mg

P2000 0,5 ml

~Kiyminen saatettiin tapahtumaan 289C:ssa sekoittaen kierroslu-
vulla 750 r/min. ja ilmastamalla m&ddrédssd 1,0 tilavuusosaa/tilavuus-
osaa lientd/minuutti. pH pidettiin 5,5:s8d8 lisddmdlld 20-%:sta
natriumhydroksidilinosta tarpeen mukaan. 2,5-diketoglukonihappoa
natriumsuolanaan saatiin 95 %:n saaliilla 6570 tunnin k&dymisajan
jdlkeen.

Esimerkki 3

" Seuraten esimerkin 1 menettelyid testattim lukin Acetobacter
cerinuskannoista IFO 3262, 3264, 3265, 3266, 3267, 3268 ja 3269.
Kussakin tapauksessa kdymistuote sisédlsi 2,5-diketoglukonihappoa
yli 50 %:n saaliilla, yhdessd pienen m&idra Kanssa muuttumattomia
2-ketoglukonihappo- ja 5-ketoglukonihappovédlituotteita. Halutun
2,5-diketoglukonihapon suurempia saaliita saadaa Kiyttdm&dlld pitem-
pid kdymisaikoja kdytettdessd nditd Acetobacter cerinus-kantoja.
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Patenttivaatimukset:

l. Menetelmd 2,5-diketoglukonihapon valmistamiseksi, ¢t u n-
net tu siitd, ettd saatetaan Acetobacter cerinus aerobisesti 1li-
sddntymddn kdymisvdliaineessa, joka sisdltd3d D-glukoosia yli
n. 20 %:n alkupitoisuudessa ja n. 30 %:iin asti (paino/tilav.) sekd
koliinia midrdssd vihintd#én n. 0,04 paino-%, laskettuna D-glukoosin
alkumitirdstd tissi vdliaineessa. - |

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t unne t t u
siitd, ettd D-glukoosin alkupitoisuus on vdliltd n. 25 - 30 & (pai-
no/tilav.). '

3. Patentfivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tu nnettu
siitd, ettd vdliaine sisdltdd koliinia mddridssd vdliltd n. 0,04

paino-% - 0,1 paino-%. .

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, t u nn e t tu
siitd, ettd lisagntyminen saatetaan tapahtumaan lémpdtilassa vdlil-
td n. 25 - 30°.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t unne t t u
siitd, ettd lisddntyminen saatetaan tapahtumaan pH:ssa vidliltid
n. 5-6.

6. Patenttivaatimiksen 5 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd pH ylldpidetdéin 1lisddmilld natriumhydroksidia.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet tu
siitd, ettd vdliaine sisdltdd koliinia mddrdssd vililtd
n. 0,04 paino-% - 0,1 paino-% ja lisdlintyminen tapahtuu vililli
n. 25 - 30°C ja pH:ssa v&1lilt& n. 5-6.

8. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 7 mukainen
menetelmd, tunnettu siitd, ettd Acetobacter cerinus on
kanta IFO 3263.

9. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 7 mukainen
menetelmd, tu nnettu siit¥d, ettd Acetobacter cerinus on

kanta IFO 3266.
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Patentkrav:

1. F8rfarande f6r framstdllning av 2,5-diketoglukonsyra,
k Ennetecknat dirav, att Acetobacter cerinus bringas
aerobiskt fortplanta i ett fermentationsmedium innehallande D-~glu-
kos i en begynnelsekoncentration av &ver ca 20 % och upp till ca
30 & (vikt/vol) och kolin i en méngd av minst ca 0,04 vikt-%
baserat pad begynnelsemiéingden av D-glukos i mediet.

2. Férfarande enligt patentkravet 1, k a nne teck-
n a t dirav, att begynnelsekoncentrationen av D-glukos &r fréan
ca 25 % till 30 % (vikt/vol).

3. Pdrfarande enligt patentkravet 1, k Enneteck -
n at dirav, att mediet innehdller kolin i en mingd fran ca 0,04
vikt-% till 0,1 vikt-%. '

4. Fdrfarande enligt patentkravet 1, k 8 n ne t e c k ~
n a t ddrav, att fortplantningen sker vid en temperatur mellan
ca 25°C och 30°c.

5. F6rfarande enligt patentkravet 1, k & nneteck -
n a t dirav, att fortplantningen sker vid ett pH fran ca 5 till 6.

6. Forfarande enligt patentkravet 5, k @&nneteck -
n a t ddrav, att pH-vdrdet upprdtthdlles genom tillsatsen av
natriumhydroxid.

7. Fbrfarande enligt patentkravet 1, k Enneteck -
n a t ddrav, att mediet innehdller kolin i en mingd mellan ca
0,04'vikt-% och 0,1 vikt-% och fortplantningen sker vid en tem-
peratur mellan ca 25°C och 30°C och vid ett pH fran ca 5 till 6.

8. Forfarande enligt patentkravet 1 eller patentkravet 7,
kKkadnneteck ﬁ a t darav, att Acetobacter cerinus &ar
stammen IFO 3263.

9. Fdrfarande enligt patentkravet 1 eller 7, k & nne -
tecknat d&rav, att Acetobacter cerinus ir stammen IFO 3266.



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - CLAIMS
	Page 12 - CLAIMS

