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(54) Menetelmd D-mannitolin valmistamiseksi -
Férfarande f6r framstdllning av D-mannitol
Keksinndén kohteena on menetelmd D-mannitolin valmistamiseksi.

Lihemmin selitettynd keksinndn kohteena on D-mannitolin sellainen val-
mintusmenetelmd, jonka mukaan D-glukoosia 1someroidaan tamidn D-glukoo-
sin erdidn osan muuttamiseksi D-mannoosiksi ja D-fruktoosiksi, minkd
jdlkeen saatu sokeriseos hydrolysoidaan suuren palneen alalsen vedyn
avulla.

D-mannitoli on viime aikolna saavuttanut laajaa kdyttdd ldax-
keiden, ruokatavaroiden ja kemiallisten tuotteiden materiaalina. D-
mannitolia esiintyy yleensd sellailsenaan kasvelssa, varsinkin merikas-
veissa. D-mannitolia muodostuu myds xemiallisesti D-mannoosia tai D-
fruktoosia hydrogenoitaessa. Hydrogenoitaessa on D-mannitolin teoreet-
tinen muodostumissuhde D-mannoosista 100 %, kun taas D-mannitolain hyd-
rogenoiuminen D-fruktoosista tapahtuu 50-prosenttisesti, koska puolet
kdytetystd D-fruktoosimoolista muuttuu D-sorbitoliksi. (Tissd selityk-
sessid ja patenttivaatimuksissa sekéd prosentti-ilmaisut etta -osat pe-
rustuvat kuiva-aineeseen.)

D-mannitolia valmistetaan nykyddn kemiallisesti siten, ettd 100
paino-osaa sakkaroosia invertoidaan (toisin sanoen hydrolysoidaan)} 52
paino-osaa D-glukoosia ja 52 paino-osaa D-fruktoosia sisdltdvdn seoksen
muodostamiseksi, ja seos hydrogenoidaan siten, ettd se muuttuu D-sor-
bitolin ja D-mannitolin seokseksi, minkd jdlkeen D-mannitoli kiteytetddn
sen erottamiseks1 seoksesta. Tdmidn menetelmdn mukaan D-fruktoosin muo-
dostumissuhde sakkaroosista on enintdidn 52 paino-% niin, ettd D-manni-

tolin muodostumissuhde hydrogenoitaessa pienenee edelld mainitusta teo-
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reettisesta muodostumissuhteesta (toisin sanoen 50 %) pakosta 26-
palinoprosenttiin tai tdtd pienemmidksi, kun D-mannitolia valmistetaan
o-fruktoosista, minkd seurauksena saadun kiteilsen D-mannitolin mdard
on noin 17 paino-% l&dhtdaineesta, koska huomattava miirid D-mannitolia
vdistdmdttomdst1l kiteyttdmisvaiheessa jdd emdliuokseen.

Edellid esitetyn yhteydessid on tunnettua, ettd D-glukoosi 1so-
mercituu siten, ettd osa sii1td muuttuu D-fruktoosiksil ja/tail D-mannoo-
siks1i entsyymin tai emidksen ollessa léidsni. D-glukoosin tidmidn 1someroi-
tumisen kemiallinen kaava on esitetty seuraavassa. (Sokerien ndiden
lsomeroimisreaktioiden joukossa ovat sellaiset reaktiot kuin D-glukoo-
S1n muuttuminen D-mannoosiksi erikoisest1 el: rajoirtetusti mddritelty

"epimeroirniksi".)
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J-glukoosin tunnettuja 1somerointimerkkejd ovat seuraavat:
Lisdttidessid glukoosi-1someraasia vesiliuokseen, jossa on 100 osaa D-
Zlukoosia ja ldmmitettidessd saatua seosta 065 CC:ssa 3 vuorokautta,
muoaostuu tasapainotila, jossa on 54 osaa D-glukocsia ja 4t osaa D-
fruktoosia. Edelleen mainittakoon, ettd pidettaessd kylldstynytti
kalkxiliuosta, jossa on 100 osaa D-glukoosia, 3v oC:ssa 5 vuorockautta,
muodostuu tasapainotila, jossa on 63,5 osaa D-glukoos:a, 31,0 osaa
fructoosia, 2,5 osaa D-mannoosia ja 3,0 osaa epdpuntauksia. Viimemai-
nitiun menetelmidn yhteydessdreaktiolidmpodtilan nousu johtaa D-fruktoo-
sin muodostumissuhteen alenemiseen.

tiyShemmin on julkaisussa Angew. Chem. 83 (23), 967 (1971) sa-
moin kuin tsekkoslovakialaisessa patentissa no. 149 051 esitetty, ettd
Saadaan tasapainotilassa oleva seos, jossa on 75 osaa D-glukoosia ja
25 osaa D-mannoosia ilman mitddn D-fruktoosin muodostumista, kun 1 osa
molybdeenihappoa lisdtddn pienen konsentraation (toisin sanoen noin
17 %) omaavan vesiliuokseen, jossa on 100 osaa D-glukoosia, ja saatua

seosta ldmmitetdin 70...100 OC:ssa 5...10 tuntia pH-arvon ollessa 7,0
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tai titd pienempi (reaktiojdr jestelmien pH-arvojen mitddn sddtoid el
kuitenkaan ole suoritettu nididen kirjallisuusviitteiden esimerkelssd,
kun taas pH-arvoa noin 5 on kédytetty meiddn suorittamissamme n&iden
esimerkkien jdljittadmiskokeissa).

D-glukoosia isomeroimalla eli epimeroimalla edelld mainitulla
tavalla saatujen kaikkien D-glukoosin, D-fruktoosin ja/tail D-mannoo-
sin tasapainotilassa olevien seosten oletetaan vastaavan ainoastaan
mainittua seosta, jossa on 52 paino-osaa D-glukoosia ja 52 paino-osaa
D-fruyktoosia, tai pienempdd muodotumissuhdetta, kun nditd valmiste-
taan sovetlamalla nykyisid kemiallisia menetelmid, ja on kysymys D-
mannitolin muodostumissuhteesta kdytettyyn lahtdaineeseen verrattuna.

Hakija on tutkinut D-glukoosin isomeroitumisreaktioita, varsin-
kin tsekkilidisen patetin esittdmidn menetelmdn mukaista D-glukoosin
epiroitumisreaktiota, jolloin on todettu, ettd suoritettaessa tdmd
epimeroitumisreaktio alhaisessa pH-arvossa ja korkeassa lampdtilassa,
toisin sanoen pH-arvon ollessa 2,0...4,5 ja ldmpdtilan ollessa 110...
160 OC, paranee D-mannoosin muodostumissuhde, kdytettyyn D-glukoosiin
verrattuna huomattavasti, toisin sanoen 30...36 %, D-glukoosin ja D-
mannoosin kriittiseen seossuhteeseen 75:25 ndhden, joka saavutetaan
mainitun ennestdin tunnetun menetelmidn avulla. Edelld mainituissa re-
aktio-olosuhteilssa voidaan epiroimisreaktio myos suorittaa kdyttdmidlld
suuren konsentraation omaavaa D-glukoosiliuosta ja pientd mddrdd mo-
lybdeenihappoyhdistettd. Reaktio tapahtuu hyvin nopeasti esim. 40
minuuttia lyhyemmédssd ajassa.

On myds tutkittu mahdollisuuksia entsymaattisestl 1someroida
D-glukoosia, joka esiintyy yhdessd D-mannoosin kanssa edelld epime-
roituneessa seoksessa. Ensin on tutkittu, vaikuttaako epimeroituneeseen
seokseen pakosta jdidnyt molybdeenihappoyhdiste estidvidsti glukoosi-iso-
meraasin aiheuttamaan isomeroitumisreaktioon. kdelleen on tutkittu
seokseen lisdtyn glukoosi-isomeraasin vaikutusta siihen tasapainotilaan,
joka epimeroituneessa seoksessa muodostuu D-glukoosin ja D-mannoosin
vdlilla.

Nididen tutkimusten perusteella on todettu, ettd tallainen
entsymaattinen isomeroituminen siind tapauksessa, ettd epimeroitunees-
sa seoksessa olevan molybdeenihappoyhdisteen mddrd on ollut pienempl
kuin 0,2 % seoksen kuiva-aineesta, on tapahtunut normaalisti, ja
ettd enintididn noin 46 % epimeroituneessa seoksessa jdljelld olevasta
D-glukoosista on muuttunut D-sakkaridiksi ilman, ettd mukana oleva
D-mannoosi vaikuttaa tdhdn. Siind tapauksessa, ettd molybdeenihappo-

yhdisteen mdidrd on suurempl kuln 0,2 %, esiintyy pdinvastoin D-fruktoo-
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Sin muodostumissuhteen pPienenemistd ja 1somerointireaktion pietene-
mistd. Kun epimeroituneessa seoksessa oleva molybdeenihappoyhdisteen
mddard on pinempi kuin 0,2 % voidaan toisin sanoen keksinnon mukail-
nen entsymaattinen isomerointireaktio suorittaa tehokkaasti kdytti-
mdlld tdysin puhdistamatonta eplmeroitunutta seosta ainoastaan sid-
tamdlld pH-arvoa. Tidmi edustaa keksinnon mukasen menetelmin eristi
etua siind suhteessa, etti kdsittely yksinkertaistuu huomattavasti.

Tdten edelld selitetyllid tavalla saatuun D-glukoosin, D-fruk-
toosin ja D-mannoosin seokseen kohdistetaan katalyyttinen hydroge-
nointi, jolloin D-mannitolia muodosuu suuressa suhteessa, kuten kor-
keintaan 50 % lidhtdaineena kdytetystd D-glukoosista laskettuna, minki
Seurauksena kiteistid D-mannitolia saadaan niinkin suurin tuctoksin
xuin 40...45 9,

Keksinndn tarkoituksena on niin ollen aikaansaada menetelmi
D-mannitolin valmistamiseksi D-glukoosista suurin tuotoksin.

Keksinndn tarkoituksena on mySs alkaansaada menetelmi D-manni-
tolin valmistamiseksi D-glukoosista entisti yksinkertaisimmin keinoain.

Keksinnén tarkoituksena on my8s aikaansaada menetelmi D-manni-
tolin valmistamiseksi D-glukoosista entisti nopeampaa reaktiota so-
veltaen.

Kexsintd ja sen muut kohteet Ja edut selitetiin seuraavassa
ldhemmin oheisten piirustusten perusteella.

Kuvion 1 nidyttimi kdyrédstd havainnollistaa kdytetyn D-glukoo-
slmddrén perusteella lasketun D-mannoosin muodostumissuhteen ja reak-
tiojakson pituuden vidlisti suhdetta, kun D-glukoosin 6C-prosenttiseen
vesiliuokseen lisdtiin ammoniummolybdaattia 0,2 % D-glukoosimdiridsti,
Ja saatua seosta lidmmitetidin 130 OC:ssa, mutta pH-arvoa vaihdellaan
rajoissa 1...7.

Kuvion 2 ndyttdmd kdyrists havainnollistaa D-mannoosin muodos-
tumissuhteen ja reaktiojakson pituuden suhdetta, kun 60 % D-glukoosia
sisdltédvéddn vesiliuokseen lisidtidin 0,2 % ammoniummolybdaattia, ja ti-
ten saadun seoksen pH sdiddetiin arvoon 5,0 laimean rikkihapon avulla
ja seos lidmmitetdin ldmpdtilaan, jota vaihdellaan rajoissa 95...160 °cC.

Keksinnén mukaisen menetelmin ensimméisessd vaiheessa, siis D-
glukoosin epimeroimisreaktiossa sididdetiin D-glukoosin vesiliuosta ja
molybdeenihappoyhdistetti sisdltivin seoksen pH-arvo rajoihin 2,0...
4,5, sopivasti 3,0...4,0, ja lammitetdidn 110...160 °C:seen, jolloin
reaktio sujuu loppuun lyhyessi ajassa, alle 40 minuutissa, ja D-man-
noosin muodostumissuhde on suuri verrattuna liihtOmateriaalina kidy-
tettyyn D-glukoosiin. Reaktio tapahtuu edelleen tehokkaasti sii1ni-

kKin tapauksessa, etti kdytetddn D-glukoosin suuren konsentraation,
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40...80 %, omaavaa liuosta ja molybdeenihappoyhdisteen pientd mid-
rad.

Keksinnon mukaisen menetelmidn epimeroitumisreaktiota edistiad
todennikdisesti rekatiojdr jestelmdn pH-arvon ja ldmpotilan yhteisvai-
kutus eli synergistinen vaikutus siten, ettd D-mannoosin muodostumis-
suhde on suuri. Reaktioldmpétilan noustessa rajoissa 110...160 OC suu-
renee D-mannoosin muodostumissuhde, kun taas reaktiojakson pituus vas-
taavasti lyhenee. Niinpd on kuvion 2 mukaan D-mannoosin muodostumis-
shude noin 32 % kun reaktioajan pituus on noin 30 minuuttia ja reaktio-
ldmpotila on 120 OC, ja tdmid suhde on noin 34 %, kun reaktioajan pituus
on 7 minuuttia ja ldmpdtila on 140 OC, kun taas suhde on noin 36 %
siind tapauksessa, ettd reaktioajan pituus on noin 4 minuuttia ja lédm-
p&tila on 160 OC. Limpdtilan ylittdessd 160 OC reaktioseos kuitenkin
tummenee sen takia, ettid sen sisdltdmdt sokerit hajoavat.

Keksinndn mukaisen menetelmidn epimeroimisreaktion vaatima aika
lyhenee niin korostetusti, ettd tdtd reaktiota voidaan helposti kdyt-
tdd jatkuvassa reaktiojdrjestelmidssd. Niinpd D-glukoosiliuosta, johon
on lisdtty molybdeenihappoyhdistettd, voidaan pumputa jatkuvasti pa1l-
neen alaisena middridtyn pituisen reaktioputken ldpi ja ldmmittad tdtd
liuosta paineen alaisena sen virratessa reaktioputken ldpi, jolloin
valmis liuos jatkuvasti poistuu putken toisesta pddstd.

Keksinnén mukaisen epimerointireaktiojdrjestelmian pH-arvot vai-
kuttavat myss huomattavasti D-mannoosin muodostumiseen kuten kuviosta
1 nihdd&n. pH:n ylittiessia arvon 4,5 D-mannoosin muodostumissunde las-
kee, kun taas pH:n alittaessa arvon 2,0 havaitaan liuoksen tummenemis-
ta sokerien hajoamisen seurauksena. Reaktiojdrjestelmidn pH-arvon sdd-
t36n voidaan kayttdid joko epidorgaanista happoa kuten kloorivetyhappoa,
rikkihappoa tai fosforihappoa, tail orgaanista happoa kuten oksaalihap-
poa.

Mainitussa tsekkoslovakialaisessa patentissa esitetyn D-glukoo-
sin epimeroimisreaktion suorittamiseksi tdssd patentissa selitetylld
tavalla reaktiojidrjestelmid, kuten mainittiin, lidmmitettiin alle 100 °c
ldmpdtilassa 5...10 tuntia, jolloin oletettavasti pH-arvo ol1 5.0.7.
Tdmdn perusteella ymmdrretddn, ettd keksinnon mukaisen menetelmidn epl=-
meroimisreaktiossa kédytettdvid olosuhdeyhdistelmd, toisin sanoen yhdis-
telmidni pieni pH-arvo 2,0...4,5, korkea reaktiolimpéitila 110...160 OC
ja lyhyt reaktioaika esim. 4...40 minuuttia, edustaa uutta tunnusmerk-
kid, jota ei ole tsekkoslovakialaisessa patentissa no. 149 051 esitetty.

Timidn menetelmin epimerointireaktiossa kdytettdvdnd molybdeeni-
happoyhdisteend on vidhint#didn yksi yhdiste, joka valitaan ammoniummo-

lybdaatin, natriummolybdaatin ja kaliummolybdaatin joukosta. Reaktio
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nopeutuu sitd mukaa, kun suurennetaan lisdttyid molybdeenihappoyhdis-
teen mddrdd, ja samalla D-glukoosimateriaali hajoaa enemmin sivureak-
ti1oiden vaikutuksesta. Keksinndn mukaisen epimerointireaktion yhteydes-
sd kdytettdvd molybdeenihappoyhdisteen mddrid on kuitenkin ainoastaan
0,05...0,20 % alkuperdisestid D-glukoosimidiridstd, mikid vastaa ainoastaan
noin 1/20...1/5 -osaa siitd molybdeenihappoyhdistemédiristid, Jjota on
kdytetty ennestddn tunnetussa menetelmidssd. (Si1ind tapauksessa, ettd
kdytetdidn sellaista D-glukoosimateriaalia, joka sisdltdd paljon epd-
puhtauksia kuten seuraavassa selitettdvdad hydroclia, lasketaan molyb-
deenihappoyhdisteen mididrda (%) D-glukoosimateriaalin koko kuivapainos-
ta). Molybdeenihappoyhdisteen (toisin sanoen katalysaattorin) mddrin vi-
neneminen riippuu yksinomaan keksinndn mukaisen epimerointireaktion ja
tavanomaisen menetelmdn vdlisistd varsin erilaisista olosuhteista. Kiy-
tetyn katalysaattorimddrdn pieneneminen on eduksi myds siind suhteessa,
ettd mydhemmin suoritettava puhdistuskédsittely helpottuu.

Keksinndn mukaisen epimerointireaktion D-glukoosimateriaalina
voidaan kdyttdd D-glukoosia, tidrkkelyshydrolysaattia tai ns. hydrolia,
joka on tédrkkelyshydrolysaatin konsentraattia, josta kiteinen D-glu-
koosi on erotettu. Kidytettidessd epdpuhdasta D-glukoosimateriaalia ku-
ten hydrolia, kdytetdidn "dektroosiekvivalenttia" (josta seuraavassa Kidy-
tetidin lyhennettd DE), joka on yli 80.

Tdten saadun epimerointireaktion (eli epimeroituneen liuoksen)
tuloksena saatu valmiiksi kdsitelty liuos on variltddn keltaista taz
vaaleanruskeaa, Jja se sisdltidd D-manncosia esim. 30...36 % kdytetys-
td D-glukoosista. Vdri poistetaan epimeroituneesta seoksesta esim.kdyt-
tdmdlld pientd aktiivihiilimiddrdd, ja edelleen puhdistamalla ioninvaih-
to-hartsikdsittelyn avulla siten, ettd saadaan vdritdn ja ldpinakyvd
liuos. Tdmdn pundistetun liuoksen pH-arvo on 5,0...7,0.

Keksinndn mukaisen menetelmdn toisessa vaiheessa epimeroitunee-
seen seokseen tai puhdistettuun liuokseen kohdistetaan entsymaattinen
1somerisaatio, Jjoka suoritetaan siten, ettd epimeroituneen seoksen
pH-arvo sdddetdin rajoihin 6,5...8,5 ja seoksen kulca-ainepitoisuus
rajoihin 50...65 %, sekd lisdtdidn seokseen ennalta laskettu nddrid glu-
koosi-isomeraasia, minkd jdlkeen muodostunutta vesiseosta pideté&in
48...72 tuntia 65...75 OC:ssa, jolloin samalla sekoitetaan varovasti
ja pH-arvo pysytetddn rajoissa 6,5...8,5. Isomerointireaktion tulok-
sena saatu liuos (tai isomeroitunut seos) suodatetaan entsyymin erot-
tamisexsi, minkd jdlkeen liuosta kédsitellddn aktiivihiilelld ja edel-
leen ioninvaihtohartseilla vidrittimdn ldpindkyvin liuoksen saamiseksi.

Saadun puhdistetun liuoksen pH-arvo on 5,0...7,0 ja sen kuiva-ainepi-
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toisuus on esim. 39...35 % D-glukoosia, 31...29 % D-fruktoosia Jja
30...30 % D-mannoosia, kun kiteisti D-glukoosia on kdytetty alkuperii-
sen epimerointireaktion lidhtdmateriaalina.

Keksinntén mukaisessa entsymaattisessa isomerointireaktiossa voi-
daamn glukoosi-isomeraasina kdyttdd kaikkia tédminkaltaisia markkinoilla
olevia entsyymivalmisteita, jotka on valmistettu vil jelemdlld sukuihin
Streptomyces, Pseumonos, Aerobacter, jne. kuuluvia mikro-organisme ja.
Kdytetyn glukoosi-isomeraasimidirin Suuretessa isomerointireaktion no-
Peus kasvaa ja D-fruktoosin muodostumissuhde paranee. Teollisuussovel-
lutuksissa kdytetZin kuitenkin sopivasti 0,2...2,0 %, reaktiossa kdy-
tetyn D-glukoosimateriaalin kuiva-aineesta laskettuna, entsyymivalmis-
tetta, jonka entsymaattinen aktiviteetti on 1000 GIU/g, kun 1 GIU m&dd-
ritelléddn tarkoittamaan sellaista entsymaattista aktiviteettia, joka
kehittdd 1 mg D-sakkaroosia 70 oC:ssa 60 minuutin kuluessa.

Isomeroituneen seoksen puhdistettu liuos voidaan hydrogenoida
katalyyttisesti. Puhdistetun liuoksen konsentraatio sidddetiiiin siten,
ettd sen kuiva-ainepitoisuus on esim. 50...70 %, minkd jdlkeen sii-
hen lisdt&didn hydrogenoimiskatalysaattoria, esim. nikkelikatalysaattoria
(kuten Raney-nikkelid) tai platinaryhmididn kuuluvaa katalysaattoria (pla-
tina-, ruteeni-, tai palladiumkatalysaattoria), minkd jdlkeen ldmmi-
tetdidn sekoittaen 110...180 OC:ssa 1,0...2,5 tuntia ja vedyn paineen
ollessa 100...200 kp/cmz. Hydrogenointireaktion tuloksena saadun lopul-
lisen liuoksen (tai hydrogenoidun seoksen) Kuiva-ainepitoisuus on sii-
nd tapauksessa, ettd epimerointireaktion materiaalina on kdytetty ki-
teistd D-glukoosia, esim. 54...50 % D-sorbitolia ja 46...50 % D-manni-
tolia.

Katalysaattori poistetaan esim. suodattamalla hydrogenoidusta
seoksesta, minkd jidlkeen vdrinpoisto suoritetaan aktiivihiilen avulla,
kdsitellddn seosta l1oninvaihtohartseilla ja konsentroidaan seos ali-
Paineessa siirapiksi, minki Jjdlkeen jddhdytetddn D-mannitolin Saattami-
seksi kiteytyméddn. Saatu kiteinen D-mannitolimiddri on esim. 25...30 %
alkuperdisests D-glukoosista, mikid tuotos on huomattavasti suurempi kuin
ennestdidn tunnetun menetelmién avulla saatu tuotos, eli noin 17 %.

Kidytettiessi keksinnén mukaisessa epimerointireaktiossa epdpuh-
dasta D-glukoosimateriaalia, esim. hydrolia, jossa on oligosakkarideja,
Suoritetaan hydrogenointireaktio spoivasti kdyttidmidllid alhaista pH-ar-
voa, esim. 2...3, ja kovaa ldmpdtilaa kuten 160...180 OC, jolloin hydro-
genointi johtaa oligosakkaridien hydrolysoitumiseen niin, ettid muodos-
tuneen hydrogenoituneen seoksen viskositeetti plenenee, mikd parantaa

kiteisen D-mannitolin tuotosta.
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Keksinndn mukaisessa menetelmissi epimeroituneen seoksen, ent-
symaattisesti isomeroituneen seoksen Ja hydrogenoidun seoksen vastaa-
vat koostumukset miidritetdidn kvantitatiivisesti kaasu~nestekromatogra-
foinnin avulla. T4ti menetelmdd on viime aikoina laajalti sovellettu
sokerien ja/tai sokerialkoholien seoksen eri komponenttien midritti-
misekl erikseen. Keksinndn mukaisen hydrogenoidun seoksen D-sorbitoli
Ja D-mannitoli m&iritetddn molemmat tehokkaasti sen jdlkeen, kun ne
on muutettu vastaaviksi heksa-asetyyliestereiksi. Sen Sijaan on epi-
meroituneessa seoksessa olevan D-glukoosin ja D-mannoosin, samoin kuin
isomercituneessa seoksessa olevan D-glukoosin, D-mannoosin ja D-fruk-
toosin mddritys erikseen vaikeaa, koska joko ndiden sokerien tai nii-
den johdannaisten huiput ovat kaasukromatogrammissa vaikuttaneet toi-
Siinsa. Tdstd syystd niiden sokeriseosten koostumukset on laskettu
taaksepdin kaasukromatografoimalla mddritetyistd vastaavista D-sorbi-
tecli- ja D-mannitolimdidristd, kun nidmid sokeriseokset on hydrogenoitu,
jolloin on sovellettu D-sorbitolin ja/tal D-mannitolin vastaavia teo-
reettisia muuttumissuhteita, kun niditd on valmistettu D-glukoosaista,
D-mannoosista tai D-fruktoosista kuten edelli selitettiin.

Runsaasti epdpuhtauksia kuten hydrolia sisiltidvien D-glukoosi-
materiaalien kuiva-ainepitoisuudet on laskettu sen perusteella, ettiy
nditd materiaaleja on kuivattu alipaineessa 16 tuntia 95...100 oC:ssa.

Seuraavassa on esitetty keksinndn mukaisen reaktion eri valhei-
den kulku siind tapauksessa, ettd lihtomateriaalina kdytetdidn D-glu-

Koosia.
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Seuraavat esimerkit kuvaavat keksintod.

Esimerkki 1

3,3 kg kaupan saatavaa kiteistd D-glukoosia (jossa on 9 % kide~
vettid kuten seuraavissakin esimerkeissd) liuotetaan 1,7 kg:aan deio-
noitua vettd. Saatuun liuokseen lisdtddn 4,5 g (mikd vastaa 0,15 % D-
glukoosimididridstd) ammoniummolybdaattaia (NHu)6°Mo7O2u'MH20, minkd jal-
keen liuoksen pH sédddetddn arvoon 3,5 laimealla rikkihapolla ja liuos-
ta lammitetidin 10 litran autoklaavissa sekoittaen 120 °C:ssa 30 minuut-
tia D-glukoosin epimeroimisreaktion suorittamiseksi. Saadun epimeroitu-
neen seoksen pH-arvo on 3,2, ja liuos on védriltddn vaaleankeltaista.
500 g epimeroidusta seoksesta erotetaan, mistd jddhdyttyd vidri poiste-
tzan pienelli m&drdlld hiiltd, liuos saatetaan vuoron perddn valumaan
kolonnien lipi, Jjotka on tdytetty vastaavasti 50 ml:lla kationinvaih-
tohartsia (HY) (tavaramerkki "Amberlite IR-120", samaa kdytetddn seu-
raavissakin esimerkeissd) ja 100 ml:1la anioninvaihtohartsia (OH™) (ta-
varamerkki "Amberlite ISA-68", samaa kdytetdidn seuraavissakin esimer-
keissid). Toisesta kolonnista virtaavan nesteen elil puhdistetun liuocksen
pH-arvo on 6,2; tamdn liuoksen kuiva-ainepitolsuus sdddetddn arvoon
60 %.

Y114 puhdistettuun liuokseen kohdistetaan katalyyttinen hydroge-
nointi samoin kuin jdljempdnid tdssd esimerkissd selitetdan, Jja kataly-
saattori poistetaan suodattamalla saadusta hydrogenolituneesta seok-
sesta, vidri poistetaan aktiivihiilen avulla, minkd jdlkeen edelleen
puhdistetaan saattamalla liuos virtaamaan kahden kolonnin ldpi, Jjotka
on tdytetty vastaavasti 50 ml:lla kationinvaihtohartsia (H+) ja 10
ml:1la anioninvaihtohartsia (OH ). Puhdistetun liuoksen koostumus mda-
ritetdsin kvantitatiivisesti kaasukromatografoimalla, jolloin kdytetddn
Snimazu GC-LA-tyyppistd kojetta. Tdlldin menetellddn seuraavasti:

(a) Niytteen valmistus: Ennalta mddrdtty nddrd puhdistettua
liuosta haihdutetaan ja kuivataan alipaineessa kaiken kosteuden pois-
tamiseksi, lisdtéddn etikkahappoanhydridid ja pyridiinid, minkd jdl-
keen saatua seosta lammitetddn palautustislausta soveltaen tunnin ajan
sokerialkoholien muuttamiseksi niiden heksa-asetaattiestereiksi. Ndi-
nin neksa-asetaattiestereihin lisédtdidn ennalta midrdtty méddrd di-2-e-
tyyliadipaattia standardina, ja tdten saadaan valmistetuksi kaasukro-
matografoimisko jeeseen suihkutettava ndyte.

(b) Kidyttdparametrit: Kolonni on muodostettu ruostumatonta te-
risputkea, 3 m x 3 mm @, johon on t&dytetty 1,5 % tuotetta QF-1 Chromo-

sorb W, 60...80 meshid, kolonnin lémpdtila 200 OC, ilmaisimen ldmpo -
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tila 250 OC, kanninkaasun virtaus 70 ml/min, vedyn virtaus 50 ml/min,
ilman virtaus 1,0 1/min.

(c) Standardikdyrin laatiminen: Tarkasti punnittujen puhtaiden
D-sorbitoli- ja D- mannitolindytteiden ryhmid asetyloidaan ja kaasukro-
matografoidaan edelli selitetylld tavalla, ja tulosten perusteella laa-
ditaan standardikdyridt, jotka kuvaavat vastaavien Kaasukromatogrammien
huippualueiden ja kdytettyjen sokerialkoholien vastaavien painojen suh-
teita.

(d) sokerialkoholien midritys: Kohdan (a) mukaan valmistettu nay-
te kaasugromatografoidaan kdyttdmdlld kohdan (b) mukaisia parametre jid
ja mitataan kaasukromatogrammien vastaavat huippualueet, jotka verra-
taan kohdan (c¢) mukaan valmistettujen standardikidyrien vastaaviin arvoi-
hin, ja tdten mddritet#dn nidytteessd olevat D-sorbitoli- ja D-mannito-
limddrat.

Tdamidn tuloksena havaitaan, ettd hydrogenoidussa seoksessa olevan
D-mannitolin muuttumissuhde on 31,8 % alkuperdisestid D-glukoosimiddrista,
Ja tdmd arvo kuvaa myds toisaalta epimeroituneessa seoksessa olevan
D-mannoosin muodostumissuhdetta.

Epimeroituneen seoksen jédljelld olevan osan pH sdidetdin arvoon
7,0 laimealla natriumhydroksiliuoksella, ja lisidtididn liuokseen 30 g
entsyymivalmistetta (tavaramerkki "Glucore-isomerase Nagase", valmis-
taja Nagase & Co., Ltd., entsymaattinen aktiviteetti 1000 GIU/g), min-
kd jdlkeen seosta ldmmitetdlin samalla varovasti sekoittaen 70 °C:ssa
50 tuntia, ja pH pysytetdidn reaktion aikana rajoissa 6,5...7,0. Tiaten
suoritetaan epimeroituneessa seoksessa jdljelld olevan D-glukoosin ent-
symaattinen isomeroimisreaktio.

Entsyymi erotetaan saadusta isomeroituneesta seoksesta suodatta-
malla, vdri poistetaan aktiivihiilen avulla, ja liuos valutetaan kah-
den kolonnin ldpi, jotka on tdytetty vastaavasti 20 ml:1la kationin-
vaihtohartsia (H+) Jja 400 ml:lla anioninvaihtohartsia (CH™). Saadun
puhdistetun liuoksen pH-arvo on 6,2, ja liuoksen Kuiva-ainepitolsuus
sdddetddn arvoon 60 %.

Otetaan 550 g edelli selitettyd puhdistettua ja ominaisuuksil-
taan sdddettyd liuosta, lis#dt&dn siihen 20 & Raney-nikkelid, ja ldmmi-
tetddn saatu seos litran autoklaavissa sekoittaen 120 °C:ssa 120 mi-
nuuttia ja vedyn paineen ollessa 150 kp/cmz.

Saatu hydrogenoitu seos suodatetaan Ja puhdistetaan samalla ta-
valla kuin yll&d on selitetty, minki Jédlkeen sokerialkoholit miaidrite-
téddn kvantitatiivisesti kaasukromatografoimalla, jolloin todetaan, et-
td D-mannitolin muodostumissuhde on 46,4 % ja D-sorbitolin muodostu-

missuhde on 53,6 % alkuperdisestid D-glukoosimiiristi. Puhdistettu liuos
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konsentroidaan alipaineessa D-mannitolin kiteyttiadmiseksi. Kiteiden
sulamispiste on 166,0 OC, ja tuotos on 133,0 g, mikd vastaa 40,3 %
alkuperidisestd D-glukoosimddrdsti.

Toisaaalta lasketaan entsymaattisesti isomeroidussa seoksessa
olevan D-fruktoosin muodostumissuhde taaksepdin ja saadaan arvo
29,2 %, kun on kdytetty hydrogenoituneessa seoksessa olevan D-man-
nitolin muodostumissuhdetta 46,4 % ja epiroituneessa seoksessa olevan

D-mannocosin muodostumissuhdetta 31,8 %.

Esimerkki 2

3,8 kg kaupan saatavaa kiteistid D-glukoosia liuotetaan 1,2 g:aan
deionoitua vettd. Saatuun liuokseen lisit&ddn 3,5 kg (0,10 % D-glukooc-
simdédrdstd) natriummolybdaattia Na2M007-2H20, liuoksen pH sdddetidédn
arvoon 3,5 laimealla rikkihapolla, ja liuosta ldmmitetddn 10 litran
autoklaavissa sekoittaen 130 OC:ssa 15 minuuttia. Epimeroituneen se-
oksen pH-arvo on 3,2 ja sen vidri on vaaleankeltainen.

Seoksen pH sdddetdén arvoon 7,0, lisdtddn 35 g entsyymid "Glu-
cose Isomerase Nagase" ja lidmmitetddn varovasti sekoittaen 65 °C:ssa 64
tuntia. pH-arvo pidet&ddn rajoissa 6,5...7,0 reaktion aikana. Saatu iso-
merisoitunut seos puhdistetaan samalla tavoin kuin esimerkissia 2 on
selitetty. Puhdistetun liuoksen pH-arvo on 6,2 ja liuos saadetiddan 60-
prosentin kuiva-ainepitoisuuteen.

Otetaan 600 g puhdistettua ja ominaisuuksiltaan sidéddettyd liuos+
ta, lisdtddn siihen 20 g Raney-nikkelid ja ldmmitetididn sekoittaen lit-
ran autoklaavissa 120 minuuttia 130 oC:ssa, Jjolloin vedyn paine on
150 kp/omz. Hydrogenoitu seos suodatetaan ja puhdistetaan samalla ta-
voin kuin esimerkissd 1, jolloin todetaan, ettd D-mannitolin muodos-
tumissuhde on 47,5 % alkuperidisestd D-glukoosimiidrdstid. Puhdistettu
liuos konsentroidaan alipaineessa D-mannitolin kiteyttidmiseksi. Kitei-
den sulamispiste on 165,8 °c ja tuotos on 147,6 &, mikd vastaa 41,0 %

alkuperdisestd D-glukoosimddrdstd.

Esimerkki 3

5,0 kg:aan tidrkkelyshydrolysaattia (DE = 97, vesipitoisuus 40 %)
lisdtddn 6,0 g (0,20 % tidrkkelyshydrolysaatin kuiva-aineesta) nat-
riummolybdaattia, pH s&dddetddn arvoon 3,2 ja ldmmitetddn sekoittaen
10 litran autoklaavissa 35 minuuttia 120 oC:ssa. Epimeroituneen seok-
sen pH-arvo on 2,9 ja vdri on hiukan ruskea.

Otetaan 500 g seosta ja mididritetddn D-mannoosin muodostumissu-
de soveltamalla samaa D-mannoosin muodostumissuhteen mddritystapaa,
jota sovellettiin esimerkin 1 epimeroituneen seoksen yhteydessid. Tode-

taan suhteen olevan 29,8 % tidrkkelyshydrolysaatin kuiva-aineesta.
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Epimeroituneen seoksen jdljellid olevan osan pH sididetiddn ar-
voon 6,6, lisdtddn 50 g entsyymid "Glucose Isomerase Nagase" ja lammi-
tetddn 48 tuntia 72 OC:ssa varovasti sekoittaen, jolloin pH pidet&din
arvossa 6,5...7,0 reaktion aikana. Saatu 1someroitunut seos puhdiste-
taan samalla tavoin kuin esimerkissd 1. Puhdistetun liuoksen pH-arvo
on 6,2 ja sen kuiva-ainepitoisuus s#diddetididn arvoon 60 %.

600 g:aan puhdistettua ja ominaisuuksiltaan sdddettyd liuosta
kohdistetaan katalyyttinen hydrogenointi samalla tavalla kuin esimer-
kin 2 isomeroituneen seoksen yhteydessd on selitetty. Hydrogenoitu-
neen seoksen D-mannitolin muodostumissuhde on puhdistuksen jidlkeen
42,7 % kdytetyn tédrkkelyshydrolysaatin kuiva-aineesta. Tami puhdis-
tettu liuos konsentroidaan alipaineessa D-mannitolin kiteyttdmiseksi.
Kiteiden sulamispiste on 166,2 °c Ja tuotos on 124,0 g, mikid vastaa
34,4 % lihtomateriaalin kuiva-aineesta.

Toisaalta entsymaattisesti isomeroidun seoksen D-fruktoosin
muodostumissuhde lasketaan taaksepdin ja saadaan arvoksi 25,8 % lih-
tomateriaalin kuiva-aineesta, kun kédytet#in hydrogenoidun seoksen D-
mannitolin muodostumissuhteen arvoa 42,7 % ja epimeroituneen seoksen

D-mannoosin muodostumissuhteen arvoa 29,8 %.

Esimerkki 4

5,0 kg:aan hydrolia (DE 91, vesipitoisuus 40 %) lis&dtidn 6,0 kg
(0,20 %) hydrolin kuiva-aineesta) ammoniummolybdaattia, pH sididetiin
arvoon 3,0 ja ldmmitetddn sekoittaen 10 litran autoklaavissa 10 minuut-
tia 140 OC:ssa. Epimeroituneen seoksen pH-arvo on 2,7 ja vidri on hiukan
ruskea.

Otetaan 500 g seosta ja mddritetddn D-mannoosin muodostumissuhde
soveltamalla esimerkin 1 epimeroituneen seoksen yhteydessid selitettyd
D-mannoosin muodostumissuhteen mididritystapaa, jolloin suhteen todetaan
olevan 27,2 % kdytetyn hydrolin kuiva-aineesta.

Epimeroituneen seoksen jdljelld olevan osan pH sididdetidin arvoon
6,8, lisidtddn 50 g entsyymiid "Glucose Isomerase Nagase" ja ldmmitetdin
65 °C:ssa 48 tuntia varovasti sekoittaen, jolloin pH-arvo pidetiddn ra-
joissa 6,5...7,0 reaktion aikana. Isomerisoitunut seos puhdistetaan sa-
malla ‘tavoin kuin esimerkin 1 mukainen i1somerisoitunut seos. Puhdiste-
tun liuoksen pH-arvo on 6,2, ja sen kuiva-alnepitoisuus sididdetdan ar-
voon 60 %.

Otetaan 600 g puhdistettua ja ominaisuuksiltaan sdadettyid liuos-
ta, lisdtddn siihen 30 g Kaney-nikkelid, sididetdin pH arvoon 3,0 lai-
mealla rikkihapolla ja lidmmitetidn sekoittaen litran autoklaavissa 120

minuuttia 175 °C:ssa ja vedyn paineen ollessa 150 kp/cmZ. Hydrogenoi-
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tu seos puhdistetaan, minkd jdlkeen sen D-mannitolin muodostumissuhde
mddritetddn ja todetaan tdmidn suhteen olevan 39,1 %. Puhdistettu liuos
konsentroidaan alipaineessa D-mannitolin kiteyttidmiseksi. Kiteiden su-
lamispiste on 165,5 °c ja tuotos on 108,6 g, miki vastaa 30,2 % ldhto-
materiaalin kuiva-ainepitoisuudesta.

Toisaalta lasketaan taaksepdin isomeroituneen seoksen D-frux-
toosin muodostumissuhde hydrogenoidun seoksen D-mannitolin muodostu-
missuhteesta 39,1 ja epimeroituneen seoksen D-mannoosin muodostumis-
suhteesta 27,2, Jolloin todetaan D-fruktoosin muodostumissuhteen ole-

van 23,8 % kdytetyn hydrolin kuiva-aineesta.



15

66830

PATENTTIVAATIMUS

Menetelmd D-mannitolin valmistamiseksi, t unn e t -
t u siita, etta
(4) lammitetdsn D-glukoosin vesiliuosta, jonkas materisalina
on materiaali, joka on valittu kiteisen D-glukoosin, tarkkelys-
hydrolysaatin ja hydrolin joukosta, jolloin sekd tarkkelys-—
hydrolyssatin ettd hydrolin DE-luku on yli 80, ja jonka vesiliu-
oksen kuiva-asinepitoisuus on 40-80 %, 110 - 460°C: ssa pH-arvon
ollessa 2,0 - 4,5 slle 40 min, ammoniummolybdeatin, natriummo-
lybdaatin ja kaliummolybdeatin joukosta valitun molybdeenihappo-
vyhdisteen (-~yhdisteiden) ollessa lésn#, jolloin molybdeenihappo-
yhdisteen mddra on 0,05 - 0,20 % D-glukoosin vesiliuoksen kuive-
aineesta, D-glukoosin er#én osan muuttamiseksi (tai epiroimi-
seksi) D-mannoosiksij;
(B) kun veiheessa (A) saadun epimeroidun seoksen kuiva-sine-
pitoisuus on sdddetty 50 - 65 %:ksi ja pH-arvo 6,5 - 8,5 :ksi,
lisatddn glukoosi-isomeraatti seokseen, jota sitten pidetaén
65 - 75°C:ssa 48 ~ 72 tuntia seoksessa jdljelld olevan D-glu-
koosin erddn osan muuttamiseksi (tei isomeroimiseksi) D~fruk-
toosiksij
(C) kun vaiheessa (B) saadun isomeroidun seoksen kuivae-aine-
pitoisuus on sdddetty 50 - 70 %:ksi, lémmitetésn seosta hydro-
genoivan katalyytin lésndollessa 110 -~ 480°C: sse 1,0 = 2,5
tuntia vedyn 4100 ~ 200 kg/bme:n paineen slaisena, seoksessa
olevien sokereiden hydrogenoimiseksi; Jja
(D) konsentroidaan vaiheen (C) valmis liuos D-mannitolin
kiteyttémiseksi siita.



16

66830
PATENTRRAV

Forfarande for framstéllning av D-mennitol, k & n-
netecknat darav, att
(4) €n vattenldsning av D-glukos vars material &ar ett
material som valts bland kristallinsk D-glukos, stidrkel-
sehydrolysat och hydrol, varvid savial némnda stdrkelse-
hydrolysat som hydrol har ett DE-virde over 80, och varvid
torramneshalten hos vattenldsningen dr 40 - 80 %, upp-
vdrmes vid en temperatur om 110 - 160°¢ och ett pH-varde
om 2,0 - 4,5 under 40 minuter i ndérvaro av en molybden-
syraforening (-féreningar) som valts bland ammoniummolyb-
dat, natriummolybdat och kaliummolybdat, varvid méngden av
molybdensyrafbreningen éar 0,05 - 0,20 % av torrdmneshalten
i vattenl&sningen av D-glukos, f3r att omvandls (eller
epimerisera) en del av D-glukosen till D-mannos;
(B) n8r torrdmneshalten av den epimeriserade bland-
ningen frén steg (A) har reglerats till 50 - 65 % samt
dess pH-viarde till 6,5 - 8,5, tilléggas glukos-isomerisatet
i blandningen, vilken hdlles vid en temperatur om 65 - 75°¢
under 48 - 72 timmar f&r att omvandla (eller isomerisera)

en del av D-glukosen som aterstdr i den epimeriserade bland-

ningen till D-fruktos;

(C) n&8r torrimneshalten av den isomeriserade blandningen
frén steg (B) har reglerats till 50 - 70 %, blandningen
uppvarmes i ndrvaro av en hydrogenerande katalyt vid en
temperatur om 110 - 180°% under 1,0 - 2,5 timmar under
vitetryck av 100 - 200 kg/cm2 fér att hydrogeners sockren
som ingdr i blandningen; och

(D) den férdigstdllda losningen fran steg (C) koncent-
reras for att brings D-mannitolen att kristalliseras.

Viitejulkaisuja-AnfSrda publikationer

Julkisia suomalaisia patenttihakemuksia:-Offentliga finska patent-
ansdkningar: 761413 (C 07 H 3702) (PL 2 § 2 mom. 3 virke),
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