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Fremstilling af isomaltulose (6-0-a~D-glucopyranos:do-D-
-fructose) ved enzymatisk omdannelse af saccharose under an-
vendelse af immobiliserede celler fra en bakteriekultur,
eksempely1s ved anbringelse af enzympraparatet 1 en reaktor-
sejle, hverigennem man leder en hejkoncentreret {45 - 75
vagt-%, fertrinsvie 65 - 75 vagt-%) oplesning af overvejende

ren saccharose.

Man opndr herved en hej omdannelsesgrad og ringe produktion
af meluasse og uden de energitab og metabolismetab, der er
knyttet ti1l asnvendelsen af levende bakterier 1 tyndere nz-

ringssubstrater.
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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til
fremstilling af isomaltulose (6-0-a-D-glucopyranosido-
D-fructose) ved enzymatisk omdannelse af saccharose 0g

pafelgende krystallisation af den saledes dannede iso-

maltulose.

Isomaltulose er et mellemprodukt ved fremstilling af glu-
copyranosido-l,é—mannit (DE fremleggelsesskrift nr.

2 520 173) og glucopyranosido—l,6—sorbit (isomaltit, DE
patentskrift nr. 2 217 628). Begge disse stoffer meta-
boliseres og resorberes ikke i organismen og er derfor
velegnede som erstatningsstoffer for sukker, f.eks. som
spdemiddel og strukturgivende fyldstoffer i nazrings- og

nydelsesmidler til diabetikere.

Fra DE patentskrift nr. 1 049 800 eér det wendt, at saccha-
rose kan omlejres enzymatisk til isomaltulose. De herved virk-
somme enzymer er af mikrobiel oprindelse. Virksomme ved denne
emlejring er foruden Protaminobacter rubrum andre bakterier,
sfsom Erwinia carotovora, Serfatia marcescens, Serratia ply-
muthica og Leuconostoc mesenteroides (S. Schmidt-Berg-Lorenz,
W. Mauch, Zeitschrift fir die Zuckerindustrie 14, 625 - 627
(1964); F.H. Stodola, 126th Meeting, Amer. Chem. Soc., Sept.
1954, Abstracts of papers, S. 5 D; W. Mauch, S. Schmidt-
Berg-Lorenz, Zeitschrift fir die Zuckerindustrie 14, 309 -
315 og 375 - 383 (1964).

Fra DE patentskrift nr. 2 217 628 og det tilsvarende GB
patentskrift nr. 1 429 334 er det endvidere kendt, at man
kan gennemfere den enzymatiske omdannelse af saccharose

til isomaltulose batchvis eller kontinuert i en 15 - 40 %'ig
oplesning under kraftig omrsring og under aerobe betingel-
ser ved 20 - 37 °C.

Fra DE offentliggerelsesskrift nr. 2 806 216 er det kendt,
at man kan gennemfere kontinuerlig dyrkning af isomaltu-
lose-dannende mikroorganismer under samtidig omdannelse

af saccharose til isomaltulose.
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De ovenfor omtalte fremgangsmader er behaftet med en rakke

ulemper, bl.a.:

a)

b)

c)

d)

at de levende cellekulturer under deres formering ud-
nytter en del af den tilsatte saccharcse til deres
egen livsvirksomhed (vakst og formering), hvorved

denne del af saccharosen g8r tabt for omsaztningen

til isomaltulose;

at omdannelsen af saccharose til isomaltulose og den
samtidigt forlsbende celleformering krazver en fermen-
tering under kraftig omrering og beluftning, hvilket

igen er forbundet med et hejt energiforbug;

at koncentrationen af naringssubstratet p& 25% (DE
offentliggerelsesskrift nr. 2 806 216), henholdsvis

pad 15 - 40 % (DE offentliggerelsesskrift nr. 2 217
628) er for ringe til pé&fslgende indvinding af isomal-
tulosen ved direkte krystallisation; idet den omdan-
nede saccharoseoplesning efter fraseparering af cel-
lemassen skal inddampes, far den kan underkastes kry~
stallisation, séledes at man ud fra 100 kg omsat sac-
charoseoplesning ifelge DE offentliggerelsesskrift

nr. 2 806 216 ma afdampe ca. 67 kg vand, fer isomal-

tulosen udkrystalliserer;

at cellemassens formering ikke alene kraver en
egenet carbonkilde, men ligeledes nitrogenkilder

0og neringssalte.

Ved de ovenfor omtalte fremgangsmader sker tilferselen

af nitrogen og naringssalte ved, at man i stedet for

rene saccharoseoplegsninger anvender sukkeroplesninger af

ringere renhed, sdledes som de forekommer i en sukker-

fabrik. Disse forureninger (ikke-sukkerstoffer) er pa

den ene side ubetinget nsdvendige for cellevazksten, og

pa den anden side fordrsager de tab af isomaltulose

gennem dannelse af melasse ved krystallisationen.
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De ovennavnte ulemper kan principielt undgés, néar
det lykkes, at adskille omdannelsen af saccharose
til isomaltulose fra celleformeringen og at stabi-

lisere den over langere tid.

Til den kendte teknik herer endvidere immobilisering
af hele celler, jfr. f.eks. I. CHIBATA (Immobilized
Enzymes, John Wiley and Sons, New York, London, 1978).

Det har nu overraskende vist sig, at det er muligt i
rene saccharoseoplassninger at omdanne saccharo-

sen til isomaltulose ved hjelp af immobiliserede
celler af isomaltulose~dannende mikroorganismer, under

i det felgende narmere beskrevne betingelser.

Opfindelsen angdr saledes en fremgangsmade, af den
ovenfor angivne art, som er ejendommelig ved det

i krav 1's kendetegnende del anfoarte.

Denne lesning repraesenterer et overraskende teknisk .
fremskridt, idet man ikke kunne forvente, at iso-
maltulose-dannende mikroorganismer, f.eks. Protamino-
bacter rubrum (CBS 574.77) uarri stand til at om-
danne saccharosen til isomaltulose i ded tilstand.
Det er endvidere overraskende, at man kan arbejde med
rene saccharoseoplesninger med en sadan hej koncen-
tration og derved frembringe isomaltulose med hgj

renhedsgrad.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen udviser bl.a.

felgende fordele:

a) Den isomaltuloseholdige oplesning kan straks
uden forudgéende inddampning bringes til kry-
stallisation, hvorved man opnar en betydelig

energibesparelse.
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b)

c)

d)

e)

f)

g)

Anvendelsen af dede celler forhejer udbyttet af iso-
maltulose, eftersom der ikke langere behsves saccha-

rose til bakteriemassens metabolismer.

Isomaltulose-udbyttet foreges yderligere derigennem,
at man kan anvende rene saccharoseoplesninger, og
dermed i meget stort omfang undgd dannelsen af me-

lasse.

Eftersom saccharoseoplesninger med koncentrationer
pa mere end 65 vagt-% er mikrobiologisk stabile,
kan man give afkald p& en sterilisation af sub-
stratet.

P& grund af de hejere koncentrationer af substratet
skal man behandle mindre rumfang og derved kan man

klare sig med mindre apparatur.

Formeringen af bakteriemassen til fremstilling af

immobiliserede celler kan gennemfores under opti-

male vekstbetingelser, og man behgver saledes ikke
lzngere at g8 ind p&d et kompromis mellem de opti-
male betingelser for -omdannelse til isomaltulose

og for bakterieveksten.

Man kan anvende et billigt naringssubstrat, f.eks.
fortyndet melasseoplesning, til fremstilling af

bakteriemassen.

I beskrivelsen til dansk patentansegning nr. 4760/80

og dansk patentansegning nr. 3700/81, som begge faorst

er blevet offentligtrtilgengelige efter den foreliggende

ansegnings prioritetsdag, omtales fremstilling af isomal-

tulose ved enzymatisk omdannelse af saccharose ved hjalp

af immobiliserede celler af isomaltulose-dannende mikro-

150310

organismer, men kun gennemfert ved temperaturer under 40 °C.
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Til indvinding af de celler, der skal immobiliseres

til anvendelse ved fremgangsmaden ifeslge opfindelsen,
gennemfores en optimal celleformering i et naringssub-
strat, der kun indeholder ca. 5 vegt-% terstofindhold.
Neringssubstratet kan indeholde tyksaft (et mellemprodukt
i sukkerindustrien), majsstebevand og (NH4)2HP04. For-
delagtig er dog anvendelsen af et betydeligt billigere
neringsmedium, som kun bestar af sukkerroemelasse og
(NHA)ZHPOQ' Til fremstilling af dette neringssubstrat
fortyndes melassen med destilleret vand til et terstof-
indhold p& 5 vagt-%. Som yderligere nitrogenkilde og
phosphatkilde tilsattes 0,1 kg (NHa)zHPO4 til 100 kg

af denne oplesning. pH-Verdien indstilles pd 7,2 ved

hjelp af NaOH, KOH eller HCI.

Celler fra en podning med en isomaltulose-dannende
mikroorganisme, f.eks. Protaminobacter rubrum (CBS
574.77), bortskylles med 10 ml sterilt neringssubstrat
af ovennevnte sammensetning og dyrkes i 200 ml af det
samme naringssubstrat ved 20 °C. S& snart kimtallet

i rystekolbekulturen har naet 5 x lU9 kim/ml, over-
feres kulturen til en mini-fermentor med naringssubstrat
af ovenfor beskrevne sammensatning, og den videreforme-
res ved 20 °C med hesjst mulig beluftningshastighed og
omrpringshastighed. Kontrollen med formeringen sker
ligesom ved rystekolbekulturen ved bestemmelse af kim-
tallet. 5S4 snart kimtallet har naet 5 x 109 kim/ml,

kan man indheste fermentorens indhold.

Til immobilisering af de séledes opndede celler egner
sig principielt alle de metoder til immobilisering af
hele celler, der er omtalt af I. CHIBATA (Immobilized
Enzymes, John Wiley and Sons, New York, London 1978).

Serligt egnede er folgende metoder:

150310
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a)

b)

c)

d)

150310

Fermentorens incdhold tilsezttes enten i selve fermentoren
eller i en anden beholder en 1%-ig oplesning af kation-
aktivt flokkuleringsmiddel. Den nedvendige mangde flok-
kuleringsmiddeloplesning ma fastlazgges i et forudgéende
forseg. Man lader den udflokkulerede cellemasse sedimen-
tere, fraseparerer den ovenfor verende vaeske, vasker bund-
faldet 2 gange med phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,0). Derpa
afvandes cellemassen til en pasta, der lader sig ekstru-
dere. Den ekstruderes til stenger, terres, formales og

sigtes.

Til 10 liter af fermentor-vesken tilsatter man under langsom
oprering 0,5 - 2,0 liter af en 0,2%-ig oplesning af chite-
san. Den udflokkulerede cellemasse vaskes med phosphat-
puffer (0,1 M, pH 7,0), afvandes i en centrifuge, f.eks.

en bzgercentrifuge eller en kappecentrifuge, ekstruderes

til stenger, torres, formales og sigtes.

Cellemassen separeres fra fermentorvesken i en centri-
fuge. 5 - 20 g af denne cellesuspension (terstofind-
hold ca. 10%) bringes i suspension i 45 - 60 ml Na-algi-
natoplesning (8 g i 100 ml), og tildryppes gennem

en kanyle (tversnit 0,55 mm) til en 2%-ig CaClZ-oplnsning. De
sdledes opstdede perler omreres yderligere ca. 15 min. i
CaCl,-oplesningen og ucvaskes derpa med vand. Perlerne tor-

res ca. 20 timer ved stuetemperatur.

Cellemassen frasepareres fra fermentorvesken i en centri-
fuge, vaskes med phosphatpuffer (G,1 M, pH 7,0) og lyo-

philiseres.

15 g cellulosediacetat opleses i en blanding af dime-
thylsulfoxid og acetone (6 : 4) ved 90 °C under tilbace-
svaling. Efter afkeling til 30 °C tilsetter man 3 - 30 g
lyophiliserede celler. Denne suspensiaon tildryppes ved hjelp
af en injektionsprsjte (kanyle 0,8 mm) til vand ved stue-

temperatur. De dannede perler tsrres.
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e) Cellemassen separeres fra fermentor-vesken i en centrifuge.
5 g af denne cellemasse bringes i suspension i 5 ml fysio-
logisk kogsaltoplesning ved 45 - 50 °C. 1,7 K-carrageenan
(opleseligt polysaccharid-thiocester) opleses i 34 ml fy-
siologisk kogsaltoplesning ved 45 - 60 °C. De 2 oples-
ninger blandes og hoides i 30 min. ved 10 °C. Den saledes
dannede gel herdes i kold 0,3 moler KCl-oplesning og brak-

kes derpad i ca. 3 mm store stykker.

f) Til fermentor-vaesken sattes enten i selve fermentoren el-
ler i en anden beholder feorst en 1%-ig oplesning af et
kationaktivt flokkuleringsmiddel og derpd en 1%-ig oples-
ning af et anionaktivt flokkuleringsmiddel. De nadven-
dige mengder flokkuleringsmiddel ma fastlezgges i et forud-
gdende forseg. Den udflokkulerede cellemasse fé&r lov til
at sette sig, vaskes med phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,0),

ekstruderes til stenger, terres, formales og sigtes.

De przparater, som er fremstillet ved de ovenfor anfarte me-
toder, skal som nevnt tverbindes for at undgad en udbledning

af cellerne.

Hertil anvendes bifunktionelle reagenser, sasom f.eks.
glutaraldehyd. Man kan imidlertid ikke arbejde med de
sedvanligvis anvendte koncentrationer af glutaraldehyd
pa 2,5 - 5,0% ved en kontakttid pa& 30 - 45 min., idet
det har vist sig, at alle immobiliserede praparater
under sadanne betingelser blev fuldstandig inaktivere-
de. Som optimale tverbindingsbetingelser ved den fore-
liggende fremgangsméde har man -fastlagt en koncentra- '
tion pad 0,1% glutaraldehyd og en behandlingstid pa 10

min.

De ved en af de ovenfor heskrevne metoder immobiliserede

og tvarbundne celler kan fyldes pé& en egnet spjlereaktor.

Denne reaktor mad kunne temperaturreguleres og udvise et for-

hold mellem diameter og tykkelse pa 1 : 1 til 1 : 20, for-
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tiinsvis 1 ¢ 1 til 1 : 10; iser 1 : 1,5 til 1 : 5. Rene
saccharoseoplesninger (65 - 75 vegt-%) pumpes gennem sgjlen

ved en temperatur pad 40 - 60 °C enten ovenfra og nedefter

eller nedefra og opefter. Herved indstilles stremningsha-
stigheden saledes, at man opnér en kontakttid pad 1 - 10,
fortrinsvis &4 - 7 timer (dette svarer til 0,2 - 0,8 g saccharose,
fortrinsvis 0,4 - 0,6 g saccharose, PTr. g immobiliserede cel-
ler (tor tilstand) pr. time). Den tilferte saccharose bliver
herved fuldstendig omdannnet, hvorved der opstar ca. 1% glu-
cose, 4% fructose, 82% isomaltulose og 13% 1-0-a-D-glucopy-

ranosido-D-fructose.

En del af isomaltulosen kan udvindes krystallinsk ved simpel
afksling af oplesningen. Ved inddampning og afkeling kan man
fra moderluden udkrystallisere en yderligere mancde isomal-
tulcee, saledes at man alt i alt kan indvinde 91,5% af den

dannede isomaltulose krystallinsk.

En fordelagtig udformning af fremgangsmaden bestar i, at man
leder saccharoseoplesninger hurtigere gennem sejlen, séledes
at kun ca. 75 - B80% af saccharosen omdannes. Ud fra produkt-
strommen kan man udkrystallisere en del af isomaltulosen ved
afksling og efter supplerende tilsstning af frisk saccharose-
opl@sning jede resten endnu en gang igennem ssjlen. For-
delen ved denne fremgangsmade bestar i, at man gennem den
kortere kontakttid undertrykker dannelsen af 1-0-a-D-gluco-
pyranosido-D-fructose, og at man som totaleffekt kan opné et

hnjere udbytte af det snskede produkt isomaltulose.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen forklares narmere ved hjalp af

to-eksempler:

EKSEMPEL 1

a) Man bortskyller celler fra en podning af stammen Protami-
nobactér rubrum (CBS 574.77) med 10 ml af et sterilt ne-
ringssubstrat, som bestar af 8 kg tyksaft fra en sukker-
fabrik (terstofindhold = 65%), 2 kg majsstebevand, 0,1 kg
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(NH4)2HP04 og 89,9 kg destilleret vand, efter behov ind-
stillet pé pH 7,2. Denne suspension tjener som podemate-
riale for en forkultur i rystemaskine i 1 liter kolber
med 200 ml neringsoplesning af ovenfor beskrevne sammen-

setning.

Efter 30 timers dyrkning ved 29°C podes 16 1 naringsop-
lesning af ovennavnte sammensetning i en 30 1 mini-fer-
mentor med indholdet af 20 kolber (4 1), og der fermenteres ved
29 °C med 20 1 1luft pr. min. og en omreringshastighed pa
350 omdr./min. Det tiltagende kimtal bestemmes mikrosko-
pisk. Efter man har opnéet et kimtal p& 5 x 189 kim/ml
overfores fermentorens indhold til en anden beholder,
hvortil tilsettes et kationaktivt flokkuleringsmiddel
(som f.eks. "Primafloc" C 7 fra firmaet Rohm & Haas, Phi-
ladelphia/USA). Man lader de udflokkede celler satte sig,
fradekanterer, vasker med 0,1 M phaosphatpuffer PH 7,0 og
fjerner vandet ved centrifugering. Massen ekstruderes

derpéd til stenger, lufttesrres og formales.

b) Sigtefraktionen 0,3 til 0,8 mm af det ovenfor ud-
vundne preparat omreres i en 0,1%-ig glutaraldehydop-
lesning i 10 min., vaskes med phosphatpuffer (0,1 M, pH
7,0) og fyldes under vand p& en ssjle, hvis temperatur
kan reguleres. Sejlen opvarmes derpd til 50 °C og gennem-
strommes kontinuerligt med en 70 vagt-%-ig saccharoseop-
lesning. Stremningshastigheden afpasses derved sdledes,
at man ved s@jlens udleb ikke‘lengere kan pavise nogen
saccharose. Den pad denne made indvundne isomaltuloseop-
lesning overferes til en nedkelingskrystallisator, keles
til 20 °C, og den udkrystalliserede isomaltulose frase-

pareres fra moderludeni en sigtekurvscentrifuge.

EKSEMPEL 2

Man bortskyller celler fra et podemateriale af stammen Prot-
aminobacter rubrum (CBS 574.77) med 10 ml af et stetilt

negringssubstrat, som bestédr af 6,25 kg roemelasse (tar-
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stofindhold 80%), 0,1 kg (NHQ)ZHPO4 og 93,65 kg destilleret
vand (om nedvendigt indstillet til pH 7,2 ved hjslp af HC1l).
Denne suspension tjener som podemateriale for en forkultur i
rystemaskine i 1 liter kolber med 200 ml neringsoplesning af
den- ovenfor beskrevne sammensetning. Efter en dyrkningstid

pa 30 timer ved 29 °C podes 16 1 neringseplesning af den oven-
for beskrevne sammensztning med indholdet af 20 kolber (4 1) i
en 30 1 mini-fermentor, 0og der fermenteres ved 29 °C med 20 1

luft pr. min. og en omreringshastighed pa 350 omdr./min.

Man g&r videre analogt med fremgangsmaden beskrevet i eksem-

pel 1 a) og 1 b).



10

15

20

25

150310

11

Patentkrayv

1. Fremgangsmade til fremstilling af .isomaltulose
(6-0-0~-D-glucopyranosido~D-fructose) ved enzymatisk
omdannelse af saccharose og pafelgende krystallisation
af den séledes dannede isomaltulose, ke ndetegqg -
net ved, at den enzymatiske omdannelse gennemfgres ved,
at man ved 40 - 65 °C kontinuerligt ferer rene saccha-
roseoplesninger med koncentrationer pd 45 - 75 vagt-%,
fortrinsvks 65 - 75 vegt-%, gennem en med immobiliserede
celier af isomaltulose-dannende mikroorganismer fyldt
reaktor, hvilke mikroorganismeceller, eventuelt efter
indeslutning i en matrix, er blevet tverbundet med et
bifunktionelt reagens i en mengde, der ikke bevirker

inaktivering af praparatet.

2. Fremgangsmade ifelge krav 1, kendetegnet
ved, at de anvendte mikroorganismer er Protaminobacter
rubrum (CBS 574.77), Serratia plymuthia (ATCC 15928),
Serratia marcescens (NCIB 8285) eller Leuconostoc me-
senteroides [NRRL B-51F (ATCC 10830a)], fortrinsvis
Protaminobacter rubrum (CBS 574.77).

3. Fremgangsmade ifslge krav 1 eller 2, ke nde -
t egnet ved, at de anvendte immobiliserede celler

tverbindes med glutaraldehyd eller cyanursyrehalogenid.

4. Fremgangsmade ifelge ethvert af kravene 1-3, k e n -
detegnet ved, at de anvendte celler immobilise-
res ved flokkulering med et kationaktivt eller et
anionaktivt flokkuleringsmiddel eller med en kombina-

tion af disse.
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5. Fremgangsmide ifelge krav 4, kendetegne t
ved, at de anvendte celler er blevet udflokkuleret ved

hjelp af chitosan.

6. Fremgangsmade ifslge ethvert af kravene 1 - 3,
kendetegnet ved, at de anvendte celler er

blevet indesluttet i en calciumalginat-matrix.

7. Fremgangsmadde ifslge ethvert af kravene 1 - 3,
kendetegnet ved, at de anvendte celler er
blevet indesluttet i cellulosediacetat eller cellu-

losetriacetat.
8. Fremgangsmadde ifelge ethvert af kravene 1 - 3,

kendetegnet ved, at de anvendte celler er

blevet indesluttet i K-carrageenan-gel.

Fremdragne publikationer:

DK 4760/80, 3700/81 (PL § 2.2.3) (patent nr. 148776)
GB patent nr. 1429334,
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