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54) Menetelmé glukoosin muuttamiseksi glukonihapoksi - Férfarande f&r att
omvandles glukos till glukonsyrs

Keksinn®n kohteena on menetelmi slukoosin muuttaniseksi glu-
konihapoksi hapettamalla glukoosia“hapélla vesiliuoksessa.

Glukoosin muuttamisella glukonihapoksi on suuri merkitys usei-
ta teknisi# tarkoituksia varten. P#Hiaslassa on t#118in kysymys on-
~clmista, joita esiintyy rlukoosin erottamisessa ja noistamisessa glu-
koosipitoisista seoksista muiden aineiden, erikoisesti muiden sokerien
kuten fruktoosin kanssa, ja toisaalta zlukonihapon valmnistusmenetelm¥s-
t4. Olukoosin erottaminen on erikoisongelma, esimerkiksi sokereista,
jotka vield sisiltévit pienid glukoosimifrid, mitk* ovat erittiin
vaikeasti poistettavissa. Tyypillinen t&llainen tapaus on fruktoosin
valmistaminen ruokavaliotarkoituksia varten ja 14%kkeeksi, jolloin on
usein erittiin vaikeaa saada glukoosipitoisuus niin pieneksi kuin
lain mifriykset vaativat. Samanlaisia ongelmia esiintyy valmistettaes-
sa ravintoaineita, erikoisesti sokeritautisille tarkoitettuja, kuten
esimerkiksi hedelmfmehuja, olutta, viini#4 ja sentapaisia, joiden
valmistuksen yhteydessi esiintyy suurta tarvetta yksinkertaisista
menetelmists niiden sisflt#min sokerin poistamiseksi. On tunnettua,
ettd glukoosi voidaan rmuuttaa glukonihapoksi hapettamalla hapella
vesiliuoksessa glukoosioksidaasi—entsyymin katalyyttisesti vaikuttaes-
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sa. THt4d menetelmi#d ei kuitenkaan voida soveltaa tekniikassa, koska
glukoosioksidaasi-entsyymi menett88 t4116in hyvin nopeasti aktiivi-
suutensa ja on niin kallista, ettid tarvittavien suurien méHrien kiyttd
on kdytidnndllisesti katsoen mahdotonta.

Keksinn®n tarkoituksena on poistaa edelli esitetyt vaikeudet
ja aikaansaada glukoosin muutamiseksi glukonihapoksi yksinkertainen
menetelmi, jossa tunnetun menetelmin haitat on véltetty.

Tim4 ongelma ratkaistaan keksinn®n mukaan ottamalla k8yttddn
sellainen menetelmid elukoosin muuttamiseksi glukonihapoksi hapella
vesiliuoksessa hapettamalla, missi glukoosipitoinen vesiliuos johde-
taan sellaisen katalyytin kautta, joka sis#ltii glukoosioksidaasia
ja katalaasia aktiviteettisuhteessa enint&&n 1:1 vHlittOmédsti tois-
tensa liheisyydessi sidottuna sopivaan kantajaan, jolloin muutos suo-
ritetaan pH-arvossa 5-7 ja l&mpdtilassa 25-5000.

Glukoosin entsymaattinen muuttaminen glukonihapoksi hapella
hapettamalla glukoosioksidaasin (GOD) l&sn8ollessa tapahtuu seuraa-
van yleisen kaavan mukaisesti:

D-glukoosi + H,0 + O, GOD — glukonaatti + H,0, (1)

Liuotetun entsyymin GOD k#yttd mainittuun reaktioon on tekni-
sesti kannattamatonta, koska tit4d kallista entsyymi¥ voidaan k&yttéd
vain yhteen ainocaan reaktioer##n, ja valmistuserissd on lisdksi entsyy-
mivalkuaisen erotus tarpeen. Teoreettisesti olisi tosin mahdollista
vi1lttis nimi vaikeudet siten, etti entsyymi¥ GOD kiytetdsin liukene-
mattomaan kantajaan sidottuna. On kuitenkin ilmennyt, ettei t&m# ole
k4ytinndssi suoritettavissa, koska kantajaan sidottu GOD, vaikka se
on helposti erotettavissa, muuttuu hyvin lyhyen ajan kuluttua tehotto-
maksi.

Lihtien siiti olettamuksesta, ett# timin tehottomaksi muuttumi-
sen ainakin osaksi aiheuttaa muodostunut vetyperoksidi, on koetettu
vAltt44 mainittu hankaluus lis#4m#113 katalaasi-entsyymi# reaktio-
erifin. Katalaasil hajottaa peroksidin katalyyttisesti muodostamalla
happea ja vettd seuraavan yht#16n mukaisesti:

katalaasi 5 H.O + O

207 ? 2 2 (2)

Suoritetut kokeet osoittivat kuitenkin, ettei katalaasinkaan
14sniolo esti entsyymin GOD nopeata tehottomaksi muuttumista.

Sen vuoksi yritettiin kantajaan sidotun entsyymin GOD ohella
kiyttdi kantajaan sidottua katalaasia seoksena kantajaan sidotun ent-
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syymin GOD kanssa. Mahdollisimman 14heisen kosketuksen ja siten #s-
kettiin muodostuneen vetyperoksidin pikaisen poiston aikaansaamiseksi
kumpikin entsyymi kiinnitettiin hienojakoiseen kantajaan, ja saatuja
hienojakoisia kantajia k#ytettiin kesken#in sekoitettuina. My&sk#in
td118 tavalla ei kuvailtuja hankaluuksia voitu poistaa, joten oli ole-
tettava, ettei vetyperoksidinmuodostuksella ole mit#in ratkaisevaa
vaikutusta todettuun entsyymin GOD nopeaan tehottomaksi muuttumiseen.

Y1l4tt4vlésti on nyt todettu, etti esitetty ongelma voidaan
ratkaista kdytt&m#811l4, kuten edelld on mainittu, glukoosioksidaasia
ja katalaasia yhdess4 aktiviteettisuhteessa enint#in 1:1 sidottuna
sopivaan kantajaan. Timi keksinn®lle olennainen tunnusmerkki tarkoit-
taa sit4d, ettd kantajassa sijaitsee sidottuna ainakin likimain yksi
GOD-molekyyli yhden katalaasimolekyylin vieressi. Oletettiin, etti
td116in molekyylialueella tapahtuu jonkinlainen kiertoreaktio, jossa
yhdisteen GOD muodostama H202 tulee vilittbmisssd liheisyydessi sijait-
sevan katalaasin hajottamaksi ennen kuin H2O2 voil vaikuttaa toiseen
GOD-molekyyliin.

Edelld esitetyistd kaavoista ilmenee, etti keksinn®n mukaista
menetelmid kiytettléessd lisHhappea tarvitaan vain suurehkojen glukoosi-
pitoisuuksien ollessa kyseessi, koska esiintyvi happi aina muodostuu
uudelleen. On kuitenkin osoittautunut edulliseksi johtaa lis#happea
my8s siin8 tapauksessa, ettd kisitelt&vin liuoksen glukoosipitoisuus
ei olennaisesti ylit4 liuoksen l&mpdtilan edellyttimii happioitoisuut-
ta moolisuusarvon suhteen. T#4ssi tapauksessa voidaan 1lis##m#114 happea
liuokseen saada aikaan huomattava reaktion kiihdytys. Keksinn®én mu-
kainen menetelmd voidaan suorittaa ilman happilisiysti, jos reaktio-
nopeus asetetaan suhteeseen happipitoisuuden kanssa. Timi voil tapah-
tua aikaansaamalla kosketus kantajaan liitettyjen entsyymien kanssa
kromatografian tapaan pylv#lisss vastaavasti pienelld virtausnopeudella
tai esimerkiksi kierrittim#114 glukoosipitoinen liuos toistuvasti
katalyytin kautta.

Siin4 tapauksessa, ettd glukoosipitoinen liuos rikastetaan
hapella, voi t&im& tapahtua lis#4m¥114 siihen puhdasta happea tai hap-
pea sisfltivii aineita, erikoisesti kaasuja kuten ilmaa. Edullisinta
on hapen lis#8minen ilman suurehkoja miirii muita kaasuja.

Keksinndn mukainen menetelm¥ on suoritettava pH-arvoissa 5-7,
Jossa entsyymit glukoosioksidaasi ja katalaasi ovat aktiivisia. Suu-
rin aktiivisuus mitattiin useissa kokeissa pH-arvojen ollessa v&lilli
5-5,5. Suurinta aktiivisuutta vastaava pH-arvo riippuu myds entsyymi-

en alkuperdstd, esim. k#ytetd4nkd homesienisti 14ht&isin olevaa kata-
lyysi8, jota pidet&n edullisimpana, tai nis#kidsmaksakatalyysii.
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Halutun pH-arvoalueen yllipitiminen voi tapahtua kemian tavan-
mukaisten pH-arvonsiitSmenetelmien mukaisesti, mik#li ne eiv#t haital-
lisesti muuta entsyymien aktiivisuutta. Hyvid tuloksia on saatu 1i-
SsHAm4114 emisliuoksia, kuten erikoisesti alkalimetallien emiksisesti
reagoivia yhdisteits, esim. natronlipe##, natriumkarbonaattiliuosta,
kalilipe84 ine. Myds orgaaniset emikset ovat osoittautuneet samalla
tavalla pH-arvonsiditd6n soveltuviksi.

Erittdin tarkoituksenmukaiseksi on osoittautunut pH-arvon pit&-
minen vakiona edullisen pH-arvoalueen sis#puolella. Tdllainen vakiona-
pitidminen voi tapahtua esimerkiksi automaattisen titrauksen avulla
kiyttim#lls lasielektrodia ja pH-staattia. pH-elektrodin mittaustu-
losten mukaan pH-staatti avaa venttiilin, joka s#iti4 emlsliuoksen,
kuten esim. natronlipe#n juoksutusta reaktioastiaan.

Keksinndn mukainen menetelmi suoritetaan lémpdtilassa 25—5000,
jossa entsyymien aktiivisuus on teknisesti k#yttdkelpoista suuruus-
luokkaa. Korkeammissa limpStiloissa tapahtuu entsyymien huomattava
denaturoituminen, ja alemmissa l&mp&tiloissa reaktionopeus tulee liian
hitaaksi.

Keksinndn mukainen menetelmi voidaan suorittaa valmistuserit-
t4in tai jatkuvasti toimivana. Keksinn®n mukaisen menetelmdn valmis-
tuserittiin suoritettava sovellutusmuoto voidaan toteuttaa erittdin
yksinkertaisesti siten, ett# sopivaan reaktioastiaan, joka sisHlt84
glukoosipitoisen vesiliuoksen, lis&dtéén keksinndn mukaan kiytettlvii
katalyyttis ja annetaan sen olla liuoksessa kunnes haluttu reaktio on
tapahtunut. Tarkoituksenmukaista on t4118in himmentd4i liuosta tavan-
mukaisesti, jota varten on osoittautunut erikoisen edulliseksi hapen
sisdinjohtaminen, joka aikaansaa toisaalta halutun hapen rikastumisen
ja toisaalta liuoksen sekoittumisen. Reaktion paityttysd katalyytti
poistetaan esimerkiksi linkoamalla, dekantoimalla tai muulla tavalla.
Katalyyttid voidaan sen jHlkeen kdytt&di uudelleen ilman enempii toi-
menpiteits, ja my8s itse k#siteltyd liuosta voidaan sellaisenaan k&yt-
t44 edelleen, esimerkiksi jos ovat kyseessé glukoosipitoiset mehut ja
sentapaiset.

Keksinndn mukaisen menetelmin eriin toisen sovellutusmuodon
mukaan reaktio tapahtuu kiertoprosessina. Témi tekee mahdolliseksi
menetelmin erikoisen yksinkertaisen ohjauksen. Sitd paitsi voidaan

t4114 tavalla erottaa muodostunut glukonihappo jia voistaa siten tasa-
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painosta, niin etti reaktio tapahtuu erittiin nopeasti ja kvantita-
tiivisesti. Glukonihapon erottaminen voi tapahtua tavanmukaisten me-
netelmien mukaisesti, esimerkiksi sitomalla anioninvaihtimeen, muut-
tamalla vaikealiukoiseksi suolaksi tai muuksi johdannaiseksi tahi
erottamalla muita tunnettuja fysikaalisia tai kemiallisia menetelmiA
k¥yttien.

Tissd sovellutusmuodossa on erikoisen tarkoituksenmukaista
glukonihapon poisto anioninvaihtotiets. Koska kiertoprosessin jatku-
vassa reaktiossa keksinndn mukaista katalyyttiid kiytet#fin samoin tar-
koituksenmukaisesti pylviissi, joiden kautta kisiteltivd liuos virtaa,
voidaan menetelmZ suorittaa yksinkertaisesti 1liitt&milli perikk’iin
vihintdin kaksi pylvisti, ensimmiisen pylviin sisiiltiess® keksinnin
mukaisen katalyytin ja toisen pylvi#n sisiiltdessH anioninvaihtohartsin.

Keksinndn mukaisesti kéytettiviid katalyyttii saadaan kiinnittd-
m&ll4 entsyymin GOD ja katalaasin seosta sopivaan kantajaan vesiliuok-
sesta. Sopivia kantajia ja kiinnitysmenetelmis on esitetty esimerkik-
si saksalaisissa patenttihakemuksissa P 19 08 290 ja P 21 28 T743.
Fulloinkin k#Zytetyn kantajan laatu ei ole t#H11l8in kriittinen, mikili
vain GOD ja katalyytti sijaitsevat toistensa vilittomissi liheisyy-
dessi kantajaan sidottuna.

Entsyymin GOD aktiivisuuden suhde katalaasin aktiivisuuteen
kantajassa ei saa ylitt#4 arvoa 1:1. . Sopivimmin pitdisi suhteen
olla 1:10 tai pienempi. Eritt#in hyvi# tuloksia on saavutettu aktii-
visuussuhteilla aina arvoon 1:200 saakka. On kuitenkin oletcttavissna,
ettty vield olennaisesti pienemmiitkin aktiivisuussuhteet tuottavat
sarmoin erincmaisia tuloksia. Pienen aktiivisuussuhteen, ts. sidotun
rataleasiaxtiivisuuden suuren arvon verrattuna "0D-aktiivisuutecen,
etuna on, ett#f hapentarve t#ll8in olennaisesti vihenec. 71T#ni hapen-
tarpeen rieneneminen perustuu hapen jilleenmuodostumiseen vetyperok-
sidista yhtdldén (2) mukaisesti.

Yeksinn®n mukaisella menetelm!ill¥ plukoosin muuttamiscksi
r;lukonihapoksi ja glukoosin erottamiseksi sit# sisX1lt¥vistil vesiliuok-
sista on muihin tunnettuihin kemiallisiin menetelmiin nfhden etuna
toiminnan absoluuttinen tdsm#llisyys ja erinomainen yksinkertaisuus.

T

Keksinn#én mukaista menetelmii voidaan kiliytti#d my®s silloin, kun hyvin
suuret miirit kemiallisesti samankaltaisia aineita on llisn’i. Niinpii
se tekee mahdolliseksi pienien glukoosimilirien erottamisen liunksista,
jotka sisfltlivit ylivoimaisesti enemmin muita sokereita, kuten esim.
fruktoosia. Keksinn®n mukaisella menetelm#lll voidaan siis ratkais-
ta teht&vii, jotka eiviit olleet ratkaistavissa aikaisemmin tunne-

tuilla kemiallisilla ja fysikaaliskemiallisilla menetelmill!i. ¥eksin-



6

56822

n¥n mukaisen menetelmin kHyttdmahdollisuudet ovat erittiiin moninai-
set, ulottuen elintarvikkeista, juomista ja sentapaisista suoritetta-
asta glukoosinpoistosta glukoosivapaitten preparaattien valmistul-
seen l#iketeollisuutta varten ja glukonihanon tekniseen valmistukseen.
lenetelmidn erikoisetuna, kiytettiiessi siti glukoosinpoistoon juomista
kuten hedelmiimehuista, oluesta, viinistd ja sentapaisista, on, etti
vaikka muodostunut glukonihappo voidaan helposti poistaa, siti ei
tarvitse poistaa, koska se itse on makuaine, joka edullisesti tasoit-
taa kiisiteltyjen juomien makuominaisuuksia.
Seuraavassa selostetaan kantajaan sidotun COD-katalaasin val-

mistus kexsinndn mukalista menetelmii varten.

50 mg tavallista kaupasta saatavaa G0D-valmistetta, jonka

ominaisaktiivisuus on 220 U/mg, liuotetaan 1 ml:aan 0,5 1 trietanoli-
amiini/HC1~ pusxurla, pH 8,0, liuokseen lisitéin siihen typpeil johtacn
liémniStilassa 30°¢C 0 ,25 akryylihappo-2,3-epoksipropyyliesteriii, ja seos-

ta himmennetiin noin 30 minuutin ajan mainitussa léimp8tilassa. 3en
J&lkeen seos jdihdytetddn lédmpdtilaan 10 °c. 18 ml:aan tislattua vetti
liuotetaan perikk&in 3,0 g akryyliamidia, 0,1 g N,H'-metyleeni-bis-
akryyliamidia ja 300 mg entsyymivalmistetta, jonka fOD-aktiivisuus on
20 U/mg ja katalaasiaktiivisuus 260 U/mg, ja liuos kaadetaan reaktio-
astiaan. Sitten polymerointireaktio saatetaan alkuun lisifiiimilli 50
mg bentsoyyliperoksidia ja 0,5 ml 5 %:ista N,N-dimetyyliaminopropio-
nitriililiuosta. Polymeroitumisen pitfityttyd (n. 1 tunnin kuluttua)

Etetdin seos seisomaan 12-10 tunniksi lédmpétilassa 4°z.  "fuodostunut
volyﬂeraattl painetaan sen jilkeen reikikoon 4 mm omaavan siiviliin
livitse, pest#in ja kuivataan. Rantajaan sidottujen entsyymien
ominaisaktiivisuus on:

GOD: 281 U/mg (fotometrinen GOD-koe kirjallisuusviitteen I.U.
Bergmeyer "Methoden der entsymatischen Analyse”, Bd. I, 3.416 (1970)
mukaan). Katalaasi: 185 U/mg (vapautuneen hapen manometrinen mifriys).

Saadusta valmisteesta kilytetiin seuraavassa merkintiii 50D~
katalaasi A.

3.

1,5 ¢ entsyymivalmistetta, jonka GOD-aktiivisuus oli 20 U/mg
ja katalaasiaktiviisuus 260 U/mg, sekf 50 mg katalaasia, jonka omi-
naisaktiivisuus oli 39 000 U/my;, liuotettiin 15 ml tislattua vettii

ja 7,5 ml1 1 4 trietanoliamiini/HCl-puskuria, pH 8,0, kisittiviiiin
seokseen, Sen jlilkeen lluhttL]n 1,25 ml akryylihappo=2,J-cpoksipropyy-

liesteril 1limpitilassa 30 C typpiatmoslilirin alaisena. Jeosha hifmmenne-
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tHin sitten kevyesti 30 minuutin ajan tiissd limpGtilassa, se jiilithdy-
tetilin 1Zmpotilaan IOOC, Jja siihen lisft#’in liuos, joka sis/ilthi

15 g akryyliamidia ja 0,75 g N,N'-metyleeni-bis-akryyliamidia 73
ml:ssa tislattua vettid. Polynerisaatio saatetaan alkuun lis/imiill

3 ml 5 %:Bta ammoniumperoksidisulfanttiliuosta ja 3 ml 5 Z:ista di-
metyyliaminorropionitriililiuosta. Tydskentely? jatketaan samoin kuin
kokeessa A, Saadun GOD-katalaasin ominaisaktiivisuus on:

3OD: 95 U/g (fotometrisesti)

Katalaasi: 4200 U/x (fotometrisesti kirjallisuusviitteen I0.17,
Bergmeyer, "etnoden der entsymatischen Analyse', Bd. T, 5.339 (1970)
mukaan). V

THsti G0D-katalaasi-valmisteesta kiytetiifn seuraavassn niwi-
tysté 30D-katalaasi B.

Seuraavat esimerkit selittivit keksint#? edelleen.

Zsimerkki 1

‘lenetelndn suoritus valmistuseritthin

22 gz (0,11 moolia) fruktoosia ja 1,1 ¢ (90,0055 moolia) clukoo-
sihydraattia liuotettiin veteen kunnes liuoksen tilavuus oli 200 ml.
Liuos kaadettiin termostaatilla sHidettyyn reaktioastiaan, johon
asetettiin limpdtila BSOC. Reaktioastiassa sijaitsi pll-elektrodi,
joka oli yhdistetty pH-staatin kautta 0,2 M NaOH-liuoksella tiiytettyyn
hyrettiin. pH pidettiin vakiocarvossa 5,5 siten, ectt!li sen pyrkiess’
alenemaan reaktion kuluessa muodostuneen glukonihapon vuoksi reanictio-
astiaan annettiin automaattisesti virrata vastaava milir’ natrium-
hydroksidia.

Reaktioastia kisitti lisiiksi pundistimella varustetun hanenjoh-
toputken, jonka kautta johdettiin 10 1 happea tunnissa.

Fruktoosi-glukoosi-liuokseen lisittiin nyt 250 mg kantajaan
sidottua entsyymiid QOD, jonka ominaisaktiivisuus oli 300 U/g. 59
minuutin vilein mdlritettiin liuoksen glukoosipitoisuus. 100 minuu-
tin kuluttua oli 20 % liuokseen viedystZ glukoosista muuttunut gluko-
nihapoksi.
' Eridsss toisessa kokeessa toistettiin edell!i selostetti. ne-
nettelyd silli erotuksella, ettd liuokseen vietiin lis¥ksi 2 mg kata-
laasia, jonka ominaisaktiivisuurs oli 40 000 U/mgz. 100 minuutin kulut-
tua oli glukocosinmuutos 30 % ja 200 minuutin kuluttua 40 9. Reaktio-
ajan ollessa viell pitempi tuli 50D tehottomaksi, eilk’ aitil voitu
enZi aktivoida.

Vieli eriliss! kokeessa seurattiin keksinnén mukaista tyidsken-

telytapaa. ‘leneteltiin jiilleen samoin kuin edellisessi# kokeessa,
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paitsi etti kantajaan sidotun entsyymin GOD ja liuotetun katalaasin
sijasta lis#ttiin edelli mainittua GOD-katalaasi-valmistetta A miliiriis-
si 250 mg. 100 minuutin kuluttua muutos oli noin 50 7, 200 minuutin
kuluttua 70 % liuokseen viedyn glukoosin millptistd., IEntsyyain tehotto-
maksi muuttumista ei tapahtunut, ja muutosreaktiota jatkaen voitiin
kiytdnn8llisesti katsoen kaikki glukoosi muuttaa glukonihapoXxsi.

Edelli selostettu menettely toistettiin viell kerran kiytti-
m#lli yllidmainittua GOD-katalaasi-valmistetta B. 100 minuutin kuluttua
0li noin 40 % ja 200 minuutin kuluttua 94 % glukoosista muuttunut
gluxoninapoksi. 220 minuutin kuluttua oli enemmin kuin 99 % glukoo-
sista muuttunut.

Edells selostetut koetulokset osoittavat, ettd keksinndn mu-
kaisesti menetellen saavutetaan olennaisesti alhaisemmista entsyymin-
aktiivisuuksista huolimatta verrattomasti parempia muuttumistuloksia.
Sit4 paitsi el keksinn®n mukaisesti menetellen esiinny mit!fi¥n huomat-
tavaa katalyytin epfaktiiviseksi muuttumista, kun taas vertausko-
xeissa, jotka suoritettiin ilman katalaasia ja liuotettua katalaasia
¥iyttien, tapahtui suurista entsyyminaktivisuuksista huolimatta ent-
syymin nopea palautumaton ep#aktiiviseksi muuttuminen.

Lsimerkki 2

Jatkuva muutosreaktio

1 g kantajaan sidottua GOD-katalaasi-valmistetta B suspendoi-
tiin tislattuun veteen, ja suspension annettiin turvota. Sen jiilkeen
suspensio vietiin pylviiseen, jonka sisilipimitta oli 20 imm ja pituus
5 em. DHmin pylvidin livitse johdettiin liuos, joka siciilsi 50
fruktoosia ja 2,75 g glukoosihydraattia 500 iml:ssa vettl ja jonka
kautta pulputettiin ilmaa limpdtilassa 2500, virtausnopeudella 1,2
1 tunnissa. Reaktioliuoksen lipivirtauksen jilkeen pli sffidettiin 0,2 &
natronlipeilli jilleen arvoon 6,5, happea johdettiin liivitsc, ja sen
j#lkeen liuoksen annettiin uudelleen kiert/il pylvi#n kautta. Yhti
xierritysti kohti muuttui 100~120 mg glukoosia glukonihapoksi. 23
kierrityksen jilkeen oli enemmin kuin 99 % glukoosista muuttunut.
Esimerkki 3

Esimerkin 2 rukainen menettely toistettiin muuten naitsi etti
entsyymipylvi4n per#Zn liitettiin anioninvaihtopylv#s (asetantti-
lis#yksell# varustettua vhdistett® IMAC A 27), ja pll-arvon s#litlininen
natronlipe#i 1lis#imill4 jitettiin pois. Anioninvaihtoprlvi®stil pois-
tuva liuns sis#lsi en’# vain 0,036 9 zlukonihanpoa laskettuna fruktoo-

sin mMiriisti.
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Esimerkki 4

Seuraavassa selostettu koe osoittaa, ettii glukoosinmuutoksen
nopeus riippuu suhteesta glukoosi:G0D-katalaasi-katalyytti liuoksessa.

Samoin kuin esimerkin 1 valmistuseritt#in suoritettavassa mene-
telmiss¥, sekoitettiin liuos, joka sisflsi 20 g fruktoosia ja 1,1 ¢
~lukoosia, liZmpStilassa 40°¢ pH-arvon ollessa 5,5 ja ilmaa liivitse
johtaen keksinndn mukaisesti k#ytetyn katalyytin A kanssa. Kulloinkin
100 minuuttia kest#neen reaktioajan kuluttua erilaisilla m"HrillH

katalyyttii saadut tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa:

Katalyyttimi&ri Muuttunut glukoosimfifri 100
_ minuutin kuluttua
100 24 7
250 69 %

500 97 %
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd glukoosin muuttamiseksi glukonihapoksi hapettamalla
hapella vesiliuoksessa, t unne t t u siit4, ettd glukoosipitoinen
vesiliuos johdetaan sellaisen katalyytin kautta, joka sis8ltid8 glu-
koosioksidaasia ja katalaasia aktiviteettisuhteessa enint#in 1:1
vilitt8miisti toistensa liheisyydessi sopivaan kantajaan sidottuna,
ettd pH-arvo muutoksen aikana pidet84n v#1il114 5-7, ja ettd muutos
suoritetaan l14mp8tilassa,joka on vi1illé& 25-50°¢.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t unne t t u sii-
t4, ettd glukoosipitoiseen liuokseen johdetaan happea.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t unne t t u
siit¥, ettd pH-arvo sHidetlin emisliuosta lis8&m8114.
b, Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelm, t unne t t u

siitd, ettd pH-arvo s#Hidetlln poistamalla muodostunutta glukonihappoa. .
5. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmd, t un -
nettusiitd, ettd muutos tapahtuu kierritysts k#yttl#en ja ettd
muodostunut glukonihappo poistetaan liuoksesta ennen liuoksen pala-
uttamista katalyytin kautta.

6. Patenttivaatimuksen 4 tai 5 mukainen menetelmd, t unne t t u
siit#d, ettd glukonihappo poistetaan k#yttden anioninvaihtok#sittelyd.
7. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelmd, t u n -
nettusiiti, ettd glukoosioksidaasin ja katalaasin aktiviteetti-
suhde on enint#&n 1:10.

Patentkrav
1. Férfarande f8r omvandling av glukos till glukonsyra genom
oxidation med syre i en vattenl¥sning, k € nnet ecknatav
att den glukoshaltiga vattenldsningen ledes Yver en katalvsator in-
neh&llande glukosoxidas och katalas i omedelbar nérhet av varandra
bundna till en limplig bHrare i ett aktivitetsf®rh8llande av hdast
1:1. att pH hdlles mellan 5 och 7 under omvandlingen, och att om-
vandligen utfdres vid en temperatur, som &r mellan 25 och 50°C.
2. F8rfarande enligt patentkravet 1, k Ennetecknatav
att syre inmatas i den glukoshaltiga 18sningen.
3. F8rfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k &nneteck -
nat av att pH instflles genom tillf¥rsel av alkalil¥sning.
by, F8rfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k 8 nneteck-
nat av att pH instilles genom avl#gsning av bildad glukonsyra.
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5. Fsrfarande enligt ndgot av de féregdende patentkraven, k 4n -
netecknat avatt omvandlingen sker medelst anvidndning av
cirkulation och att den bildade glukonsyran avldgsnas ur 18sningen
innan 1&sningen &terfdres Yver katalysatorn.

6. Férfarande enligt patentkravet 4 eller 5, k' nnetec k -
n a t av att glukonsyran avldgsnas genom anvindning av en anjon-
bytarbehandling.

7. Férfarande enligt ndgot av de féregdende patentkraven, k 8&4n -
netecknat avatt glukosoxidasens och katalasens aktivitets-
férhdllande 4r hdgst 1:10.

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer
Kuulutusjulkaisuja:-Utléggningsskrifter: Ruotsi-Sverige(SE) 355 022 (C 07 G 7/02).
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