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Menetelmd glukoosin isomeroimiseksi fruktoosiksi

T&m8 keksintd koskee entsymaattista menetelmdsd glu-
koosin (dekstroosin) isomeroimiseksi fruktoosiksi (levu-
loosgiksi).

Suurin osa elintarvikelaatuisesta glukoosista on
tarjolla maissitdrkkelyksestd entsymaattista tiet# saatuna
hydrolysaattina eli kaupallisena maissisiirappina. Glukoo-
sin makeudeksi arvioidaan yleisesti 60-80 % sakkarocosin
makeudesta ja siten sitd myydd&n vastaavasti halvemmalla.
Glukoosi on jo kauan pystytty isomeroimaan fruktoosiksi
(joka on sakkaroosiakin makeampi) glukoosi-isomeraasiak-
tiivisuuden omaavan entsyymin avulla, joka mieluiten on
immobilisoitu inertille kantajalle kuten dietyyliamino-
etyyliselluloosalle, huokoiselle lasille tai kitiinille.
Glukoosin entsymaattista konversiota fruktoosiksi glukoo-
si-isomeraasin avulla on yksityiskohtaisesti kuvattu l#h-
teissd Hamilton et al., "Glucose Isomerase: a Case Study
of Enzyme-Catalyzed Process Technology", Immobilized En-
zymes in Food and Microbial Processes, Olson et al., Ple-
num Press, New York, (1974), s. 94-106, 112, 115-137;
Antrim et al., "Glucose Isomerase Production of High-Fruc-
tose Syrups", Applied Biochemistry and Bioengineering,
Vol. 2, Academic Press (1979); Chen et al., "Glucose Iso-
merase (a Review)" Process Biochem., (1980), s. 30-35;
Chen et al., "Glucose Isomerase (a Review)", Process Bio-
chem., (1980), s. 36-41; Nordahl et al., "Fructose Manu-
facture from Glucose by Immobiled Glucose Isomerase",
Chem. Abstracts, Vol. 82, (1975), Abs. No. 110316h ja
Takasakil, "Fructose Production Glucose Isomerase", Chem.
Absracts, Vol. 82, (1975), Abs. No. 110316h ja Takasaki,
"Fructose Production by Glucose Isomerase", Chem. Abs-
tracts, Vol. 81, (1974), Abs. No 76474a. Lis#ksi lukuisat
patentit k#dsittelevdt glukoosin isomerointia ja edustavia
ovat US-patentit n:ot 3 616 221; Re 28 885 (alkuaan
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3 623 953; 3 694 314; 3 708 397; 3 715 276; 3 788 945;
3 826 714; 3 843 442; 3 909 354; 3 960 663; 4 144 127 ja
4 308 349.

Isomerointireaktion tasapaino rajoittaa fruktoosin
misrss, joka on saatavissa isomeroitaessa glukoosia glu-
koosi-isomeraasin avulla. Lamp®dtilassa 65°C reaktion tasa-
paino asettuu kohtaan, jossa on muodostunut n. 51 paino-%
fruktoosia l&htBaineena k#ytetystd puhtaasta dekstroosis-
ta. Kiytettdess8 substraattina puhdistettua glukoosiliuos-
ta (joka sis#lt#48 n. 6 paino-%:iin saakka ei-monosakkari-
deja) ja sallittaessa kohtuullinen viipymisaika entsyymi-
reaktorissa, mainittujen tekniikan tason menetelmilld voi-
daan saada fruktoosisiirappi, jonka suurin fruktoosipitoi-
suus kuivapainosta laskettuna on 48-52 %. Enemmdn fruk-
toosia sisdltivien siirappien saamiseksi on kdytettava
fraktiointisysteemeji, jotka lis##vat tuntuvasti loppu-
tuotteen kustannuksia. Korkeampi l&htdtila siirt8d kuiten-
kin tasapainon edullisemmaksi. Voitaisiin esim. kdyttaad
limpdtilassa n. 90-140°C toimivaa glukoosin entsymaattista
isomerointiprosessia, jossa suoraan voitaisiin saada pal-
jon fruktoosia sisdltavia maissisiirappeja (high fructose
corn syrups, HFCS), jotka kuivapainosta laskettuna sisdl-
tavat 53-60 paino-% fruktoosia ja t&md eliminoisi frak-
tioinnin ja uudelleenkierr#ityksen tarpeen. Td&h&n saakka
ovat tunnettuihin glukoosi-isomeraasisysteemeihin liittyva
ldmpddenaturoituminen ja tésté& johtuva aktiivisuuden jyrk-
k4 lasku olleet esteend pyrkimyksille k#éytt&dd korkeampia
ldampdtiloja isomerointitasapainon siirtdmiseksi fruktoosin
suuntaan. Lis#ksi glukoosi ja erityisesti fruktoosi ovat
herk#sti reagoivia pelkist#dvid sokereita, joilla on huo-
mattava pyrkimys muodostaa ei-toivottuja sivutuotteita
kuten psikoosia, v#rillisi# tuotteita, vérien prekursorei-
ta, fruktoosidiandhydridej&, mannoosia, tagatoosia ja hap-
poja kuumennettaessa lémpdtiloihin, jotka ovat valttamat-
tdmis timidn keksinndn mukaisessa isomeroinnissa.

Nyt on ylldttden havaittu, etta suorittamalla glu-
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koosin isomerointiprosessi ottaen huomioon alla kuvatulla
tavalla pH:n ja entsyymireaktorissa viipymisajan middrityt
kriittiset rajoitukset voidaan tehokkaasti kdyttaa isome-
rointil&mpdtilaa n. 101 - n. 113°C ja suoraan saada kor-
kealaatuisia HFCS-siirappeja (ts. sivutuotteiden muodos-
tuminen pysyy hyvdksytt#villi tasolla), jotka sisdltadvit
vahintiin 53 - n. 60 paino-% fruktoosia. T#ll4 tavoin voi-
daan eliminoida kalliiden ja kaytdltd#n monimutkaisten
fraktiointi- ja uudelleenkierrdtysoperaatioiden tarve,
jotka operaatiot ovat tarpeen tunnetuissa glukoosin iso-
merointiprosesseissa ylld mainitun fruktoosipitoisuus-
alueen saavuttamiseksi.

Kisiteltdvini olevan keksinndn mukaisesti glukoosi
isomeroidaan fruktoosiksi menetelm#n avulla, jolle on tun-
nusomaista, etti glukoosipitoinen sydteliuos, joka sisdl-
t34 n. 20 - n. 65 paino-% glukoosia, saatetaan kosketuk-
seen kemiallisesti stabiloidun Streptomyces rubigenosus-
lajista saadun glukoosi-isomeraasin kanssa lampdtilassa
n. 101 - n. 113°C ja pH:ssa n. 6,5 - n. 6,75 10 s - 5 h
kosketusajaksi, jotta fruktoosin lopulliseksi pitoisuudek-
si liuoksessa saadaan vihint#8n n. 53 - 60 paino-% hiili-
hydraattien kokonaism##rdst8 laskettuna ilman olennaista
psikoosin ja/tai muiden ei-fruktoosi-, ei-glukoosisokerien
muodostusta, jolloin kemiallinen stabilointi k&dsittda mo-
lekyylin sis#isten ristisidosten muodostamisen silloitus-
aineen avulla ja/tail sekapolymeroinnin polymeerimatrii-
siin.

Kidsiteltdvdns olevan keksinndn mukaisesti fruktoo-
siksi isomeroitava glukoosi voidaan saada mist& tahansa
t4midn sokerin tunnetuista l#hteist#. Taloudellisista syis-
t4 glukoosi saadaan tavallisesti hydrolysoimalla selluloo-
saa tal tirkkelystd hapolla ja/tai entsyymills, mieluiten
j4lkimmiiselld tavalla, tunnettujen menetelmien mukaan.
T4114 tavoin saadut glukoosipitoiset liuokset sisaltdviat
tyypillisesti pieni# m#iri# polysakkarideja, sokerioligo-
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meerejd jne. kdytetystd hiilihydraattil&hteestd ja hydro-
lyysimenetelméstd riippuen. Viljat kuten maissi, durra,
vehnd, ruis ja vastaavat sek#d tdrkkelyspitoiset juurikas-
vit ja mukulakasvit kuten peruna, jamssi, porkkana, kas-
sava (maniokki) ja vastaavat ovat erinomaisia t#rkkelys-
ldhteitd muutettaviksi t&mén keksinnén glukoosildhtdainek-
seksi. Yhdysvalloissa maissitdrkkelys on erityisen suosi-
teltava verrattain halvan hintansa ja helpostisaatavuuten-
sa vuoksi. Koska elintarvikelaatuisen glukoosin tuotanto
suosii tdrkkelyksen entsymaattisia hydrolyysimenetelmii,
tdllaiset menetelmdt ovat tdssd suositeltavia. Entsymaat-
tisia hydrolyysimenetelmid on kuvattu US-patenteissa
n:ot 4 017 363, 3 912 590, 3 922 196, 3 922 197-201 ja
4 284 722, jotka julkistukset on liitetty t#h&n viitteini.
Tdmdn keksinndn menetelmdssd Streptomyces sp. ATCC
2175 on erinomainen glukoosi-isomeraasil&hde.

Koska mikro-organismit muodostavat glukoosi-isome-
raasia solunsisdisesti, glukoosi-isomeraasildhde saadaan
vksinkertaisesti ottamalla solut talteen ja erottamalla
entsyymi soluista tekniikan tason tuntemin menetelmin
esim. autolysoimalla solut tai hajottamalla ne &&nen avul-
la. Entsyymid voidaan kdayttdd tunnetussa, tavanomaista
rakennetta olevassa entsyymireaktorissa. Kemiallisesti
stabiloitu glukoosi-isomeraasi mieluiten immobilisoidaan
inertille kantajalle tunnettujen ja tavanomaisten menet-
telyjen avulla, mik&li se ei jo ole liukenemattomassa muo-
dossa kemiallisen stabiloinnin ansiosta. Entsyymien immo-
bilisoinnissa kdytetyt ainekset ja menettelyt ovat tunnet-
tuja ja niitd on kuvattu useissa julkaisuissa, mm. Wang
et al., Fermentation & Enzyme Technology, John Wiley &
Sons, Inc., New York (1979), s. 318-338 ja Kirk-Othmer,
Encyklopedia of Chemical Technology, 3rd Ed., John Wiley
& Sons, Inc., New York (1980), Vol. 9 s. 148-172, jotka
esitetddn tdssd viitteind. Pidetddn myds suotavana, ettd
mukana on pienempid m#3drid koboltti-, mangaani- ja magne-
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siumkationeja ja/tai rikkihapokkeen vesiliuokoista suolaa
kuten natriumsulfiittia, natriumbisulfiittia, magnesium-
sulfiittia ja/tai magnesiumbisulfiittia kuten on esitetty
US-patenttijulkaisussa Re 28 885 vihentdm#3n tai estdm#in
glukoosi-isomeraasin denaturoituminen prosessin k#ytén ai-
kana.

Haluttujen tulosten saavuttamiseksi on vdlttamdtdn-
td, ettd glukoosipitoinen sybteliuoksen hiilihydraattipi-
toisuus on alueella n. 20 - n. 65, mieluiten n. 30 n. 50
paino-%.

Isomerointi suoritetaan pH-alueella n. 6,5 - n.
6,75. Jos isomerointi suoritetaan huomattavasti yll4 mai-
nitun pH-alueen ala- tai yldpuolella, syntyy suuria miirii
el-toivottuja sivutuotteita kuten psikoosia, orgaanisia
happoja, vdrillisis tuotteita, vidrien prekursoreita, fruk-
toosidianhydridej& ja vastaavia.

On havaittu, ett# glukoosi-isomeraasin optimiaktii-
visuuden edellytt#mid pH on selvisti pienempi korkeissa
l&mpStiloissa. Niinp4 esim. Streptomyces rubigenosuksesta
saadun glukoosi-isomeraasin aktiivisuus saavuttaa optimi-
arvon pH:ssa 8,9-9,2 25°C:ssa, pH:ssa 6,9-7,5 75°C:ssa ja
PH:ssa 5,6-6,2 125°C:ssa. Niinp4 kun isomerointilémpttilaa
kohotetaan, on isomeroinnin pPH-arvoa pienennettivi maksi-
maalisen entsyymiaktiivisuuden yllépitémiseksi ja lis#ksi
ei-toivottujen sivutuotteiden muodostumisen estidmiseksi.

Kasiteltdvéné olevaan keksint®&n liittyy vield vaa-
timus, joka koskee glukoosipitoisen sybteliuoksen ja ke-
miallisesti stabiloidun glukoosi-isomeraasin vidlisen
kontaktin kestoa. Hyvéksyttdvénlaatuisen fruktoosisiira-
pin saamiseksi t#m&n kontaktiajan on oltava n. kymmenesti
sekunnista n. viiteen tuntiin, mieluummin n. 30 sekunnista
n. yhteen tuntiin ja mieluiten n. kahdesta minuutista n.
30 minuuttiin.

Kemiallisesti stabiloidun glukoosi-isomeraasin ja
glukoosipitoisen liuoksen suositeltava kontaktiaika riip-
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puu suureksi osaksi isomerointireaktion pH-arvosta. pH-
alueen alap#dissi voidaan sallia pidempi8 aikoja ilman glu-
koosin ja fruktoosin haitallista hajoamista psikoosiksi
ja muiksi ei-toivotuiksi hajoamistuotteiksi. Alueen yla-
pddssd lyhyempi kontaktiaika on valttamatdn psikoosin ja
virin muodostumisen estémiseksi. Kdyténndssa kokonaisai-
ka, jona glukoosipitoinen siirappi on lopullisessa reak-
tiolampdtilassa tai 13hells sitda, voidaan pitaa tehokkaana
kontaktiaikana, koska tapahtuvat sokerin hajoamisreaktiot
ovat ei-entsymaattisia ja reaktiot tapahtuvat riippumatta
siitd, onko neste kosketuksessa glukoosi—isomeraasin kans-
sa vaiko ei. Suoritettaessa isomerointeja lampdtilassa yli
90°C on siis tdrke#s minimoida aika, joka tarvitaan glu-
koosiliuoksen saattamiseksi haluttuun isomerointilédmpdti-
laan (esim. sekoittamalla liuokseen hdyryd juuri ennen
kontaktia isomeraasin kanssa tai kontaktin aikana) ja, kun
haluttu fruktoosipitoisuus on saavutettu, nopeasti tamé&n
j4lkeen erottaa liuos mahdollisesti j&ljelld olevasta iso-
meraasista ja sitten mahdollisimman nopeasti j&ahdyttaa
liuos alle 90°C ja mieluiten alle 70°C. Kaytettdessd ke-
miallisesti stabiloidun glukoosi-isomeraasin liukoista
muotoa on vialttémitdnta deaktivoida t#m& (esim. alentamal-
la pH alueelle, jossa isomeraasi deaktivoituu) ennen jaah-
dytysvaihetta estdmdan korkea lampdtila isomerointivai-
heessa muodostuneen fruktoosin muuttuminen takaisin glu-
koosiksi, koska isomerointireaktio on tietenkin reversii-
beli. Glukoosin ja fruktoosin termodynaaminen tasapaino
maardd glukoosin saavutettavissa olevan maksimikonversio-
asteen fruktoosiksi ja té&ma tasapaino puolestaan riippuu
isomerointilidmpdtilasta. Glukoosin ja fruktoosin tasapai-
noseosten erittdin huolellinen analyysi on osoittanut seu-
raavan riippuvuussuhteen:

F = 100 K/(K+1) (1)

755
In K = - T+273 + 2,3005 (2)
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jolloin F on fruktoosin prosentuaalinen osuus tasapaino-
tilassa glukoosin ja fruktoosin kokonaispainosta, T on
isomerointilédmpdtila (°C) ja K on glukoosin ja fruktoosin
vdlinen tasapainovakio.

7

Glukoosipitoisen siirapin ja isomeraasin todellinen
kontaktiaika reaktorissa voidaan yleisesti mdadrittdd seu-
raavan kaavan avulla, kun kdytetddn immobilisoitua isome-
raasimuotoa sisdltévé¥ reaktoria.

t = (3)

Jjossa
t = todellinen kontaktiaika
C = glukoosin ja fruktoosin konsentraatio
V = liuoksen vapaa tilavuus pakatussa kerroksessa (kerrok-
sen tilavuus miinus immobilisoitujen entsyymihiukkasten
tilavuus)
F, = fruktoosin osuus glukoosi-fruktoosiseoksesta tasapai-
notilassa isomerointildmpdtilassa
F, = fruktoosin osuus (G+F:std8 laskettuna) pakattuun ker-
rokseen tuloskohdassa
F = fruktoosin osuus (G+F:std laskettuna) pakatusta ker-
roksesta poistuvassa liuoksessa
k = isomeroinnin reaktionopeusvakio isomerointiolosuhteis-
sa
A = isomeraasin aktiivisuus pakatussa kerroksessa.

Alla esitettyjen esimerkkien mukaan valmistetun
immobilisoidun isomeraasin k-arvot ovat n. 0,07 - n.
5 g h"! IGIU-! l#mpdtilojen ollessa vastaavasti 90°C ja
140°C. T8m& riippuvuussuhde osoittaa, ettd k#ytettdessi
pakattuja, suuren aktiivisuuden tilavuusyksikkt#d kohti
omaavia kerroksia on kontaktiaika minimoitava korkeassa
lampdtilassa. Seuraavien esimerkkien menetelmien mukaan
valmistetut pakatut Kkerrokset voivat sis#ltéd#d jopa
2000 IGIU/ml, jolloin voidaan saavuttaa tasapainotilassa
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99,5 $:n fruktoosipitoisuus vdhemmdssd kuin yhdessi minuu-
tissa korkealampdtilareaktorissa, kun kdytetddn vaiheis-
tettuja, eri l#mpdtiloissa toimivia reaktoreita ja sybte
ensimmdiseen reaktoriin isomeroidaan matalassa l&mpdtilas-
sa ennen isomerointia korkeassa lampdtilassa toisessa
reaktorissa. KiytettHdessd vaiheistettua reaktorisysteemid
on suositeltavaa kiytt#i menetelm#d glukoosin muuttamisek-
si entsymaattisesti fruktoosiksi, tunnettu siitd, etta
saatetaan glukoosipitoinen sydteliuos, joka sisdltda n.

20 - n. 65 paino-% glukoosia, kosketukseen glukoosi-iso-
meraasin kanssa lémpdtilassa n. 20 - n. 80°C, pH:ssa n.
6,0 - n. 9,0 ja kontaktiaika n. 0,5 - n. 2 tuntia, jolloin
mainitussa liuoksessa olevasta glukoosista 40 - n. 45 pai-
no-% muuttuu fruktoosiksi, kohotetaan isomerointivdliai-
neen l#mp&tila n. 101-113°C:seen, sd#detddn isomerointiva-
liaineen pH tarpeen mukaan alueelle n. 6,5 - n. 6,75, saa-
tetaan fruktoosipitoinen liuos kosketukseen glukoosi-iso-
meraasin kanssa viel#d ajaksi n. kymmenestd sekunnista n.
viiteen tuntiin konversioasteen nostamiseksi n. 53 - n.

60 paino-%:iin laskettuna glukoosipitoisessa sydteliuok-
sessa alkuaan olevasta glukoosista ilman psikoosin tai
muiden ei-fruktoosi-, ei-glukoosisokereiden olennaista
muodostumista. N&in ollen eritt#in tehokkaiden pakattujen
kerrosten kidytt® voi johtaa hyvin lyhyihin tehollisiin
kontaktiaikoihin, mik# puolestaan v&hent#d fruktoosin ha-
joamista, jota tapahtuu t&mdn keksinndn vaatimissa kor-
keissa lampdtiloissa.

Glukoosi-isomeraasin immobilisointitekniikoista
suositeltavia ovat sellaiset, joissa muodostuu pienid,
olennaisesti kokoonpuristumattomia, huokoisia katalyytti-
hiukkasia, mik& minimoi diffuusiovaikutukset, jotka hidas-
tavat isomerointinopeutta.

vVaihtoehtoisesti isomeraasi voidaan immobilisoida
kalvossa oleviin huokosiin ja pakottaa glukoosiliuos vir-
taamaan kalvon lidpi korkealémpdtilaisomeroinnin aikana.
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T4m#d aikaansaa hyv#én kosketuksen entsyymin ja substraatin
v#lilld ja minimoi diffuusion aiheuttamia rajoituksia.
Immobilisoinnissa k#dytetty kantaja on mieluiten t#ysin
liukenematon ja inertti substraattiliuosten glukoosifruk-
toosikomponenttien haitallisen kontaminoitumisen tai ha-
joamisen estidmiseksi.

Mutta kaupallisessa ki#yttssd fruktoosipitoisia sii-
rappeja el valmisteta puhtaasta glukoosista. Sen sijaan
kdytetdsin glukoosildhteend t#rkkelyshydrolysaatteja (jotka
valmistetaan yll4 mainittujen viitteiden mukaan), jotka
poikkeuksetta sis#dltdvit ei-glukoosi- ja ei-fruktoosisak-
karideja (joita jatkossa kutsutaan polysakkarideiksi),
jotka joutuvat t#rkkelyksen epdtédydellisestd hydrolyysisté
ja glukoosin reversiosta. N#iden osuus on tyypillisesti
3-8 % kokonaiskuivapainosta, kun sakkaridit saadaan t#rk-
kelystd8 hydrolysoimalla. Niinpd on vélttdmdtdntd isome-
rointilémpdtilaa mddritettdessd ottaa huomioon glukoosi-
liuoksessa mahdollisesti olevat polysakkaridit ja muutkin
tekijdt kuten saavutettava fruktoosipitoisuus kokonaiskui-
vapainosta laskettuna ja glukoosiliuoksen ja isomeraasin
tehollisena kontaktiaikana muodostuva psikoosi ja muut ei-
glukoosi- ja ei-fruktoosituotteet. Seuraavassa on esitetty
riippuvuussuhteet isomerointilémpdtilan laskemiseksi:

) 755 _
T = 53505-in ® ~ 273 (4)
_ F (5)
K = 150-F
_ 10 000 (M+C)
F = 30700-p) (6)

T = isomerointilémp&étila (°C)

F = fruktoosipitoisuus tasapainotilassa (prosentteina glu-
koosin ja fruktoosin kokonaismiddr#std) l&mpdtilassa T

M = isomeroidussa tuotteessa haluttu fruktoosin prosentti-
pitoisuus kuivapainosta laskettuna

C = tehollisena isomerointikontaktiaikana muodostuneen
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psikoosin ja muiden hajoamistuotteiden prosenttiosuus

Q = isomerointireaktiossa saavutettu tasapaino prosent-

teina

P = glukoosiliuoksen prosentuaalinen polyakkaridipitoisuus
Tyypillisesti muodostuu vdhemm&n kuin 1 % ja mie-

luiten vdhemm#n kuin 0,5 % psikoosia ja muita hajoamis-

tuotteita ja voidaan saavuttaa tasapaino 99,5 %. Niinpéd

siirappien valmistamiseksi, jotka sisdltavédt 55,5 % fruk-

toosia (kuivapainosta), alla olevassa taulukossa mainitut

glukoosiliuosten polysakkaridipitoisuudet edellyttavat

seuraavia ldmpdtiloja:

Polysakkarideja glukoosi- Isomerointilampdtila
liuoksessa (% kuivapainosta) (°C)

95,7

99,1

104,3

108,9

113,8

124,3

136,1

o oW

Hyv8ksyttdvd kauppatuote sisdltdia keskimddrin 55,5
% fruktoosia kuivapainosta. Tdmd johtuu siitd, ettd t&alla
fruktoosipitoisuudella paljon fruktoosia sisdltdvd mais-
sisiirappi (HFCS) on yht& makeaa kuin sakkaroosi kuivapai-
nosta laskettuna. Lis#ksi HFCS, joka sis#dltd8 55,5 % fruk-
toosia, on vakiintunut kauppatuote, jota vaihtoehtoisesti
kdytet84n monissa elintarvikkeissa ja erityisesti hiiliha-
potetuissa virvoitusjuomissa korvaamaan sakkaroosi koko-
naan tai osittain. T&mdn tyyppisen HFCS:n kulutuksen ole-
tetaan olevan Yhdysvalloissa 1,3 miljardia kiloa 1982 ja
kulutuksen kasvavan 1,8 miljardiin kiloon 1983. Koska
HFCS:n jakelu, varastointi, annostelu ja formulointi elin-

tarvikkeisiin on pakostakin monimutkaista, on yleisesti
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olemassa tarve tasalaatuistaa eri valmistajien HFCS-tuot-
teet siten, ettd eri l&hteisti saatavia tuotteita voitai-
siin k#ytt#8 vaihtoehtoisesti ja samanaikaisesti. Niinpd
HFCS:n valmistukseen liittyvéss8 tekniikassa fruktoosipi-
toisuudesta 55-56 % kuivapainosta on tullut merkitsevin
tdrked kohde, johon pyrit#an.

Késiteltévénd olevassa menetelmiss# saavutetaan
fruktoosipitoisuus vahintasn 53 %, mieluummin v&hint&&n
54 ¥ ja mieluiten v#hint#&n 55 §.

Kédytettldessd liuosta, joka k#siteltdvidns olevan
menetelmén substraattina sis#ltas pelkéstéddn glukoosia,
on haluttaessa my%s mahdollista kdyttas glukoosiliuosta,
Jjossa osa glukoosista on jJo isomeroitu fruktoosiksi.
Esim. isomeroidun glukoosin liuosta, joka sis&ltis 50
$:iin saakka fruktoosia, voidaan kisitells kdsiteltdvini
olevan menetelm#n mukaisesti fruktoosikonsentraation 1i-
s8&miseksi halutumpaan pitoisuuteen yli 50 % Jja suositel-
tavaan pitoisuuteen 55-56 % Ja ylikin t&m#n.

Glukoosiliuokset, jotka sisHdltivit fruktoosia méi-
rédnd alle 50 paino-% hiilihydraattia, voidaan valmistaa
tekniikan tason tuntemin menetelmin.

Ottamalla huomioon yl14 mainitut glukoosin konsent-
raatioon, pH-arvoon Ja kontaktiaikaan liittyvidt vaatimuk-
set tunnetut glukoosin isomerointiprosessit voidaan sopi-
vasti adaptoida toimimaan lampdtilassa n. 101 - n. 113°C
ja muodostamaan t#&m#n keksinn&n runsaasti glukoosia ja
fruktoosia sisaltivii siirappeja.

Glukoosi-isomeraasin lamp8stabiilisuutta voidaan
merkittévdsti parantaa yhdelld tai useammalla kemiallisel-
la k#sittelylld samalla kun entsyymi alla kuvatulla taval-
la sdilyttds vield huomattavan osan aktiivisuudestaan.
N8in k#sitelty4 entsyymi# kutsutaan tdssd "kemiallisesti
stabiloiduksi isomeraasiksi".

Isomeraasi stabiloidaan kemiallisesti useiden eri-
laisten menetelmien avulla, jotka voivat Johtaa parantu-
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neeseen lémpdstabilisuuteen. Pidperiaatteena on liittéa
rakenne-elementtejé entsyymimolekyyliin siten, ettd ent-
syymi ei purkaudu kuumennettaessa entsyymin normaalia lam-
pbdenaturoitumispistetta pidemmdlle. Suositeltava stabi-
loimismenetelmd on modifioida entsyymi substituoimalla
siihen kemiallisesti sellaisia polymeroituvia vinyyliryh-
misi sis#ltidvid rakenneosia, joiden vinyyliryhmat tarttuvat
monesta kohdin lujasti kiinni entsyymimolekyylin pintaan.
sitten sekoitetaan modifioitua entsyymid ja yhtd tai
useampaa polymeroituvaa vinyyliyhdistetta vesiliuoksessa
ja seos sekapolymeroidaan kemiallisesti stabiloiduksi ent-
syymiksi, joka monesta kohdin on lujasti sitoutunut kol-
miulotteiseen polymeerimatriisiin, joka on muodostunut
sellaiseksi, etta se rakenteeltaan mydtéilee entsyymin
rakennetta.

TAmin tyyppisen stabiloinnin esimerkkeja ovat ku-
vanneet Martinek et al., Biochem. Biophys. Acta 485, 1-12
(1977) ja Kulys et al., Biokhimiya, 42, n:o 3, 453-459
(1978).

vlla kuvattujen reaktioiden suorittamisessa on
olennaista, etta valtetsasn olosuhteita, jotka saattavat
johtaa isomeraasin denaturoitumiseen ja siten aktiivisuu-
den hukkaan. Niinpd esim. on yll4 kuvattujen reaktioiden
kaikissa suoritusvaihessa viltettdva pH:n ja lampdtilan
dariarvoja.

Esimerkkej4 reagensseista, joilla isomeraasi voi-
daan modifioida substituoimalla siihen polymeroituvia vi-
nyyliryhmis, ovat akryloyylikloridi, metakryloyylikloridi,
akroeiini, krotonaldehydi, maleiinianhydridi, 3,4-epoksi-
buteeni, akryylihappo-z,3-epoksipropyyliesteri, akryyli-
happo—z,3-tiog1ysidyyliesteri, l-allyylioksi—3-(N-etylee-
ni-imiini)-2-propanoli, akryylihappo-o-suksiiniamidieste-
ri, kloorimaleiinihappoanhydridi, maleiinihappoatsidi, 3-
bromipropeeni ja allyyli-isotiosyanaatti. T4allaiset yhdis-
teet pystyvéat reagoimaan isomeraasin vapaiden aminoryh-
mien, esim. lysiiniosien epsilonaminoryhman kanssa.
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Ammattimiehelle on selvii, ettd voidaan kdyttdd
muitakin yhdisteit¥, jotka pystyvit reagoimaan isomeraa-
sin vapaiden karboksyylihapporyhmien kanssa ja siten
substituoimaan helposti polymeroituvia vinyyliryhmii
isomeraasiin.

Esimerkkejd vinyyliyhdisteistd, jotka voidaan
sekapolymeroida modifioidun isomeraasin kanssa, ovat
natriumakrylaatti, natriummetakrylaatti, akryyliamidi,
hydroksietyylimetakrylaatti, akryloyylipiperidiini-4-
spiro-2'-(1',3'-dioksakryylipentaani), 1-akryloyyli-
4-piperidoni ja akryloyylimetoksiamiini. Yleisesti ottaen
suositeltavia ovat vesiliukoiset monomeerit tai monomeeri-
seokset, joilla saadaan vesiliuokoisia polymeerejd (mik&-
1li polymerointi tapahtuu ilman silloitusaineita).

Monomeeriseokseen lisdt&d&n tyypillisesti difunktio-
naalisia vinyyliyhdisteitd (0,1-5 % monomeerin kokonais-
painosta) muodostamaan silloituskohtia, jotka johtavat
kolmiulotteiseen polymeeriverkkorakenteeseen. Sopivia
yhdisteitd ovat N,N'-metyleenibisakryyliamidi ja
etyleeniglykolidimetakrylaatti. Kiytettiessi niiti poly-
mercitu seos muodostaa liukenemattoman geelin ja tdlld
tavoin isomeraasi immobilisoituu.

Vinyylipolymeroinneissa tavallisesti kdytetyt
katalyyttisysteemit ovat sopivia, esim. ammoniumpersul -
faatti plus natriumbisulfiitti, vetyperoksidi plus
ferrosulfaatti, kaliumsulfaatti plus N,N,N',N'-tetra-
metyylietyleenidiamiini sekd riboflaviini (plus valo).

Vaihtoehtoisesti ei-kovalentti sitoutuminen kolmi-
ulotteiseen polymeerimatriisiin saattaa riitt3#i antamaan
isomeraasimolekyylille halutun jdykkyyden ja siten mer-
kittdvdsti parantamaan limp&stabilisuutta.. N&in voi
tapahtua, kun isomeraasi joutuu mekaanisesti sulkeuksiin
silloitettuun polymeerigeeliin. T&llaisessa tapauksessa
el ole vilttédmétdntd modifioida isomeraasi liittdm&dlli
siihen vinyyliyhdiste ennen polymerointivaihetta. Geelin
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konsentraation on kuitenkin oltava suurempi kuin n.

30 paino-% ennen kuin tapahtuu merkitsevadid stabiloitu-
mista ja suositeltavia ovat geelit, joiden konsentraa-

tio on n. 50 %. Tarvitaan monomeereja, jotka pystyvat
muodostamaan polymeerigeelejé, jotka muodostavat elektro-
staattisia Jja vetysidoksia isomeraasin kanssa ja esimerk-
kejd tdllaisista monomeereistd ovat esim. natriumakrylaat-
ti, natriummetakrylaatti, akryyliamidi ja hydroksietyyli—
metakrylaatti.

Esimerkkejd stabiloinnista, joka aikaansaadaan
geeleihin kiintedsti liittdmisen avulla, ovat esittédneet
Martinek et al., Biochem. Biophys. Acta 485, 13-28
(1977) ja Kulys et al., J. Solid Phase Biochem., 3,
95-105 (1978) .

Kolmas menetelmd isomeraasin jéykistémiseksi on
molekyylin sisdinen silloitus, joka pystyy parantamaan
1émpéstabiilisuutta.

Esimerkkejd tdllaisesta stabiloinnista ovat kdsi-
telleet Torchilin et al., Biochem. Biophys. Acta 522,
277-283 (1978), Martinek et al., J. Solid Phase Biochem.,
2, 343-385 (1977) ja Torchilin et al., Biochem. Biophys.
Acta 568, 1-10 (1979).

Kisiteltdvdnd olevassa keksinndssa kdyttdkelpoisia
silloitusaineita ovat difunktionaaliset yhdisteet, jotka
pystyvat reagoimaan entsyymimolekyylin vastaavien
funktionaalisten ryhmien kanssa. Tavallisimmin tdllaiset
funktionaaliset ryhmdt ovat aminoryhmid, yleensa primaari-
sia aminoryhmiéd, jotka pystyvat reagoimaan mitd erilai-
simpien funktionaalisten ryhmien kuten karboksyylihapon,
sulfonyylihalogenidin, aldehydien, isosyanaattien,
propiolaattien ja vastaavien kanssa.

Siten silloitusaineita ovat dikarboksyylihappo-
anhydridit kuten suksiinianhydridi ja adipiinihappo-
anhydridi, vastaavat dialdehydit kuten glyoksaali,
suksiinialdehydi ja glutaraldehydi, tyydyttyméttémét
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yvhdisteet kuten akroleiini ja krotonaldehydi, dioli-
propiolaatit kuten etyleeniglykolibispropiolaatti,
propyleeniglykolibispropiolaatti ja heksametyleeni-
glykolibispropiolaatti sekd disulfonyylihalogenidit
kuten bentseeni-1,3-disulfonyylikloridi, naftaleeni-
1,5-disulfonyylikloridi ja tolyyli-2,4-disulfonyyli-
kloridi.

Lisdksi, koska entsyymi sis&ltdd amiinien kanssa
reaktiokykyisisd happoryhmid tai voidaan saattaa sisdl-
timisdn tidllaisia ryhmid, my®s difunktionaalisia amiineja
voidaan k#siteltdvdnid olevassa keksinnOssd kdyttda
silloitusaineina. Ndihin kuuluvat esim. 12 saakka hiili-
atomeja sisdltdvdt diamiinit, esim. fenyleenidiamiini,
butyleenidiamiini, heksyleenidiamiini, oktyleenidiamiini,
pentyleenidiamiini, etyleenidiamiini ja dodekyleenidi-
amiini.

Silloitusaineen mddrid voi vaihdella suuresti ja
entsyymin ja silloitusaineen suhde voi vaihdella alueel-
lan. 0,17 - n. 0,0001. Menetelmd tarvittavan liittdmisen
suorittamiseksi voidaan jossain mddrin valita valitun
silloitusaineen ja entsyymin luonteen perusteella.
Yleensi reagenssit liuotetaan sopivaan inerttiin liuotin-
viliaineeseen ja reaktion annetaan tapahtua kohtalaisen
matalassa ladmpdtilassa, koska korkea ldmpdtila saattaa
vahingoittaa entsyymi#d. Tavallisesti reaktio tapahtuu
suositeltavasti huoneenldmpdtilassa tai ldhelld sitd ja
reaktioviliaineena kidytetddn vettd tai vesipitoisia
livottimia.

Sen lisiksi, ettd substituoidaan polymeroituvia
vinyyliryhmid entsyymimolekyyliin ja sitten polymeroidaan
aikaisemmin kuvattujen menetelmien avulla, toisessa to-
teuttamismuodossa kondensoidaan esimuodostettu polymeeri
isomeraasilla molekyylin sisdisesti muodostuvien
kovalenttisidosten avulla, jolloin muodostuu stabiloitu
molekyyli. Esim. polypeptidien kuten luonnossa esiintyvien
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proteiinien ja niiden hydrolyysituotteiden voidaan antaa
reagoida tunnetuin menetelmin peptidisidoksen muodostami-
seksi glukoosi-isomeraasin kanssa, jolloin muodostuu
stabiloitu entsyymi. N&in muodostuneet tuotteet voivat
olla vesiliukoisia, mutta ne voidaan tehdd veteen liuke-
nemattomiksi silloitusaineilla kuten glutaraldehydilla

ja tavallisesti muodostunut silloitettu entsyymisysteemi
on jopa alkuperdistd stabiilimpi. Peptidin muodostusreak-
tiot suoritetaan tunnetuin menetelmin esim. kdyttdmdlla
karbodi-imideja.

Haluttaessa alkuperdisestd entsyymistd voidaan
muodostaa johdannainen, jolloin se antaa molekyylille ha-
lutun funktionaalisuuden esimuodostetun molekyylin kanssa
tapahtuvaa kondensaatiota varten. Niinpd karboksifunktio-
naalisuuden saavuttamiseksi voidaan antaa vapaan aminoryh-
mdn omaavan entsyymin reagoida dikarboksyylihapon kanssa,
jolloin saadaan karboksipitoinen entsyymi.

Y113 kuvatussa toteuttamismuodossa voidaan esi-
muodostettuna polymeerinid kdyttdd jokaista polymeerid,
joka sisdltdd tarvittavan tyyppisid funktionaalisia ryh-
miid tarvittavana mddrdnid ko. reaktioita varten esimerk-
keind amino ja karboksi. Suositeltavia ovat polypeptidit
kuten luonnonproteiinit, esim. kitosaani, hiivaproteiini
jne. ja niiden seokset sekd aminopitoiset polymeerit
kuten polyetyleeni-imiini. Suositeltava esimuodostettu
polymeeri muodostaa tavallisesti vesiliukoisia tuotteita
ja on suositeltavaa tehdd ndmd tuotteet liukenemattomiksi
antamalla reagoida silloitusaineiden kuten glutar-
aldehydin ja muiden aikaisemmin kuvattujen kanssa.

Kaikissa ylld kuvatuissa menetelmissd entsyymin
modifioimiseksi on vdlttimdtdntd varmistautua siitd,
ettd kemiallinen funktionaalisuus, esim. amino- tai
karboksiryhmien muodossa, on riittdvd halutun tuloksen
merkittivissd md3drin saavuttamiseksi.

Kun esim. valitaan esimuodostettu polymeeri rea-

goimaan entsyymin kanssa, polymeeriin on sisidllytettdvd
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ryhmid, jotka pystyvdt reagoimaan entsyymimolekyylis-

sd tarjolla olevien ryhmien kanssa. Niinpd on valittava
karboksiryhmii sis&ltévd proteiini reagoimaan karboksi-
ryhmid sis#dltédvédn entsyymin kanssa. Lisdksi valituissa
reaktanteissa on oltava kohtuullinen mddrd reaktiivisia
ryhmid reaktanttien monipistekiinnittymisen varmistami-

seksi, jolloin stabiloitumista tapahtuu merkitsevdssd

miirin. Tekniikan tasolla tunnetaan tietenkin tavat tdllais-

ten reaktiivisten ryhmien luonteen ja mddrdn mddritta-
miseksi kullekin reagenssille.

Lisdksi on tarjolla menetelmd entsyymien 18mpo6-
stabiilisuuden parantamiseksi, jossa muutetaan pinnan
rakennetta kemiallisesti aiheuttamatta merkittavad aktii-
visuushukkaa. Niinp3 pinnan aminoryhmdt voidaan amidinoi-
da (Ludwig, M. L. ja Hunter, M. J., Meth. Enzymol. 11,
595-604 (1967)) tai guanidinoida (Kimmel, J. R., Meth.
Enzymol. 11, 584-589 (1967)) muodostamaan arginiinia
l1iheisesti muistuttavia substituentteja. On stabiloitu
maitohappodehydrogenaasia ja useita muita proteiineja
(ks. Tuengler, F. ja Pfleiderer, G., Biochem. Biophys.
Acta 284, 1-8 (1977); Minotani, N. et al., Biochem.
Biophys. Acta 581, 334-341 (1979) ja Cupo, P. et al.,

J. Biol. Chem., 255, 10828-10833 (1980)).

Liukoisen isomeraasivalmisteen aktiivisuus mddri-
tettiin Lloyd et al., Cereal Chemistry, 49, n:0 5,

s. 544-553 (1972) kuvaamalla tavalla. Yksi ICIU on

isomeraasimidrd, joka muuttaa 1 mikromoolin glukoosia

fruktoosiksi minuutissa liuoksessa, jossa on 2 mol/1

glukoosia, 0,02 mol/1l Mgso, ja 0,001 mol/1 CoCl2

pH:ssa 6,85 (0,2-m natriummaleaatti) ldmpdtilassa

60°C midritettynd ylld mainitun menetelmén avulla.
Seuraavat esimerkit luovat lisdvalaistusta t&mén

keksinndn menetelmddn.
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Esimerkki 1

Tisssd esimerkissd demonstroidaan glukoosipitoisen,
pddasiassa puhdistetusta maissitdrkkelyshydrolysaatista
muodostuvan liuoksen suoraa isomerointia seoksen saami-
seksi, joka sisdlsi 55,5 % fruktcosia kuivapainosta
laskettuna kdyttidmdllsd kaksivaiheista isomerointimeretel-
midd. Ensin suoritettiin matalaldmpdtilaisomerointi 70°C:ssa
ja sitten t&dstd reaktiosta saatu tuote kiytettiin sydt-
teeni toiseen reaktoriin, jossa suoritettiin korkealdmps-
tilaisomerointi (105,20C) ja joka sisdlsi kemiallisesti
stabiloitua isomeraasia. Kemiallisesti stabiloituna iso-
meraasina kdytettiin isomeraasia, jossa entsyymi oli
kovalentisti sidottu liukoiseen polymeeriin, joka tehtiin
liukenemattomaksi Jja saatiin immobilisoitu katalyytti.

Hydrolysaatti valmistettiin maissitdrkkelyksestd
US-patentissa 3 644 126 (1iuotus) ja US-patentissa
3 280 006 (sokerointi) kuvattujen menetelmien mukaan.
Sokeroitu liuos puhdistettiin US-patentin 3,834,940
mukaan ja saatiin tuote, joka sisdlsi 95,3 % glukoosia
kuivapainosta laskettuna. Lisittiin niin paljon kiteista
glukoosia, ettd kokonaisglukoosipitoisuudeksi tuli 97,6 %
kuivapainosta laskettuna. Muodostuneen liuoksen koos-

tumus oli:

kokonaiskuiva-ainepitoisuus (%) 50,2
glukoosia (% kuivapainosta) 97,5
fruktoosia (% kuivapainosta) 0,0
polysakkarideja (% kuivapainosta) 2,4
psikoosia (% kuivapainosta) 0,0
NaHSO, (millimoolia) 50,0
Mgso, (millimoolia) 5,0
CoCl2 (millimoolia) 0,1
pH 6,8

Matalaldmpdtilaisomerointi suoritettiin 70°C:ssa
pumppaamalla ylld kuvattua substraattiliuosta matala-

ldmpdtilareaktorin ldpi virtausnopeudella 3,2 ml/min.
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Matalassa ldmpdtilassa (70°C) toimiva isomeraasireaktori
konstruoitiin pakkaamalla isomeraasia, joka oli immobili-
soitu DEAE-selluloosalle (valmistettu US-patentin
3,788,945 mukaan), halkaisijaltaan 2,54 cm (1")
olevaan lasikolonniin, joka oli varustettu syot&lld ja
poistolla ja vaipalla veden kierrdttdmiseksi termostaatis-
ta. Pakkauksen pddllé olevassa tilassa oli l&mpSmittari
ja loput tdstd tilasta oli tdytetty lasihelmilld kuollut-
tilavuuden saamiseksi mahdollisimman pieneksi. Reaktori
sisdlsi riittdvdsti immobilisoitua isomeraasia 20 000 IGIU:
saavuttamiseksi. Pakatun kerroksen pituus oli n. 15 cm.
Reaktorista ensiksi poistunut 1000 ml hyldttiin. T&mé&n
jdlkeinen poistovirtaus otettiin talteen kdytettd-
vdksi seuraavassa korkealdmpdtilaisomerocinnissa.
Korkealdmpdtilareaktorissa kdytetty kemiallisesti
stabiloitu katalyytti valmistettiin seuraavasti.
Streptomyces rubigenosus ATCC 21175:std johdettua
rubigenosus-lajia viljeltiin pinnanalaisena aerobisena

fermentointina elatusalustalla, jonka koostumus oli:

Paino-%
dekstroosia 9,0
maissin liotusvettd (kiintoainesta) 1,6
diammoniumfosfaattia 0,08
mangaanisulfaattia 0,06
vaahdonestoainetta (Pluronic PL-61) 0,003

Elatusalusta steriloitiin 121°C:ssa 45 minuuttia,
jddhdytettiin ja pH sdddettiin arvoon 6,8-7,0. Alusta siir-
rostettiin 14 tilavuus-%:sella siirroksella, joka oli
siirrosfermenttorin sisdltd, joka on tehty ylld mainitun
S. rubigenosus-variantin avulla. Fermentointi suoritet-
tiin aseptisissa olosuhteissa 30°C:ssa n. 60 tuntia il-
mastaen 0,65 vvm. Siirrostuksessa ja isomeraasin tuotta-
misessa voidaan myds kdyttdd S. rubigenosus ATCC 21175:t4,

jolloin elatusalustan koostumus on seuraava:
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Paino-%
dekstroosia 0,24
maissin liotusvettd (kiintoainesta) 1,5
sorbitolia 1,6
koboltti (II)kloridia 0,02
diammoniumfosfaattia 0,56
ksyloosia 1,0

Glukoosi-isomeraasi uutettiin S. rubigenosuksesta
1isismalla 0,35 % Maquat MC 1412 :ta (Mason Chemical Co.)
ja 10 ppm kananmunalysotsyymid ja ravistelemalla viisi
tuntia 4OOC:ssa pH:ssa 6,3-6,6. Sitten seos suodatettiin
ja saatiin epdpuhtaan, puhdistamattoman glukoosi-isome-=
raasin liuos.

Epdpuhdas isomeraasi puhdistettiin adsorboimalla se
DEAE-selluloosaan (valmistettu US 3,823,133 mukaan) ,
suodattamalla, pesemdlld adsorboitunut tuote 0,1-m
NaCl-liuoksella epdpuhtauksien poistamiseksi ja
desorboimalla sitten isomeraasi saattamalla se kosketuk-
seen 0,45-m NaCl-liuoksen kanssa. Puhdistusvaiheiden
aikana kaikkien liuosten pH pidettiin arvossa 7,5. Sekoi-
tettiin ndin saadun osittain puhdistetun isomeraasin liuos-
ta ja 3 tilavuutta 95 2:ista etanolia 0°C:ssa isomeraa-
sin saostamiseksi. Lisdttiin Perlite-suodatusapuainetta,
kiintoaines poistettiin suodattamalla, kuivattiin ilmassa
ja saatiin liukoinen isomeraasipreparaatti, joka sisdlsi
2500 IGIU/g.

Puhdistettu isomeraasi liuotettiin 1 mmol MnClZ—
liuokseen ja saatiin liuos, joka sisdlsi 10 mg/ml isome-
raasia huoneenldmpttilassa, ja seos suodatettiin suodatus-
apuaineen poistamiseksi. Tamidn preparaatin ominaisaktiivi-
suus oli 37,3 IGIU/mg proteiinia.

Saatiin liukoisen polyamiinipolymeerin liuos liuot-
tamalla 39,0 g kitosaania (Kytex, valmistaja Hercules
inc., Wilmington, Delaware 19899) 13 litraan 0,08-n HCl:da.

Liukenemisen jdlkeen kitosaaniliuos tehtiin 0,5 mooliseksi
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NaCl:n suhteen lisd&m&lli 380 g NaCl:dd ja muodostuneen
liuoksen pH sdddettiin arvoon 6,15 8-n NaOH-liuoksella.
Lopuksi kitosaaniliuos suodatettiin Whatman n:o 3 suoda-
tinpaperin 1dpi liukenematta jdineen aineksen poista-
miseksi. Tahin 13 litraan, jossa oli 0,3 % kitosaania
0,5 moolisena NaCl-liuoksensa pH:ssa 6,15, lisdttiin
seuraavat aineosat: 100 ml liukoista isomeraasia, jonka
aktiivisuus oli 100 000 IGIU:ta, 197,6 g ksylitolia
(Sigma Chemical Co.) ja 0,619 g CoC12-6H20:ta. Tdtd
liuosta sekoitettiin kaksi tuntia ja sitten lisdttiin
6,24 g 1-etyyli-3-dimetyyliaminopropyylikarbodi—imidia
(Sigma Chemical Co.) sitomaan kovalentisti monesta koh-
dasta isomeraasin karboksyyliryhmédt kitosaanin amino-
ryhmiin. Kahden tunnin kuluttua huoneenlidmpdtilassa reak-
tioseokseen lisdttiin 15,6 ml 50 paino-%:ista glutaralde-
hydiliuosta (Eastman Kodak), jonka pH oli sdddetty
arvoon 6,0 8-n NaOH-liuoksella, kovalentisti sitoutu-
neen isomeraasi-kitosaanikompleksin tekemiseksi liuke-
nemattomaksi. Viidentoista minuutin kuluttua lisdttiin
2 litraa 1-m fosfaattiliuosta pH:ssa 8,0 glutar-
aldehydin lisddmisen jélkeen muodostuneen geelin rikko-
miseksi. Muodostunut liukenemattomaksi tehty isomeraasi-
kitosaani pestiin deionisoidulla vedelld sen ollessa
Bilichnerimusuppilossa. Sitten té&mén preparaatin annettiin
kuivua ilmassa yli y®n huoneenldmpdtilassa, jauhettiin
ja seulottiin 12-16 meshiin. Kuivan katalyytin aktiivi-
suudeksi on ilmoitettu 384 IGIU/g.

105,2°C:ssa toimiva reaktori preparoitiin seuraa-
vasti. 13 g:n osa katalyytista suspendoitiin substraattiin
ja ilma poistettiin laboratoriovakuumissa huoneenldmp&-
tilassa 60 minuuttia. Suspensiolla, josta ilma oli pois-
tettu, preparoitiin kerros 1,5 x 20 cm vaipitetussa lasi-
kolonnissa. Pakattu kerros sisdlsi 4992 IGIU:ta.

Ensimmiisessd vaiheessa eli 70°C:n isomeroinnissa
valmistetun substrzatin pH sd#dettiin arvoon 6,75 ja

laimennettiin kuiva-ainepitoisuuteen 42,0 %. Sitten tdmd
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substraatti pumpattiin korkeald@mpétilareaktorikolonnin
lipi ylipaineessa 0,7 kg/cm2 ja virtausnopeudella

1,96 ml/min 60°C:ssa 30 minuuttia. Limpbtilaa kolonnissa
tarkkailtiin vdlittSmdsti kerroksen yldpuoclella olevalla
ldmpdmittarilla, jonka ympdrilld oli 0,5 mm lasihelmid
kuolluttilavuuden pitimiseksi mahdollisimman pienend.
Sitten kolonnin limpdtila nostettiin nopeasti kierrdttd-
milli vaipan kautta &1jyd termostaatista, jonka lamps-
tila oli 106°C.

Poistovirtausta kolonnista tarkkailtiin rekiste-
rdivills polarimetrillé, joka oli kalibroitu alueelle
50-58 % fruktoosia. Kun kolonnin ldmp&tila oli saavutta-
nut 105,20C ja poistovirtauksen fruktoosipitoisuus oli
saavuttanut halutun tason, poistovirtaus otettiin
talteen ja jddhdytettiin vdlittdmésti jddhauteessa.
pH sdiddettiin arvoon 4,90 lisddmdlld 1-m sitruunahappoa.
Poistovirtaus otettiin talteen, kunne polarimetrin osoit-
tama fruktoosipitoisuus laski alle 55 %.

70°C:ssa ja 105,2OC:ssa toimivista reaktoreista
saaduista isomeroiduista liuoksista analysoitiin hiili-
hydraattikoostumus ja vdri ja tuloksia verrattiin seuraa-
vasta taulukosta ilmenevdlld tavalla isomeroimattoman

substraattiliuoksen vastaaviin analyysituloksiin.
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Tulokset osoittavat, ettd saatiin 55,5 % fruktoosia
kuivapainosta, psikoosipitoisuus jéi alle 0,4 % kuiva-

painosta ja vdri oli alle 20 (CIRFx100).

Esimerkki 2

Tissi esimerkissi kuvataan glukoosipitoisen liuok-
sen (joka muodostui puhdistetusta maissitidrkkelyshydroly-
saatista plus kiteisestd glukoosista) suoraa isomerointia
korkeassa liampdtilassa seoksen saamiseksi, joka sisdlsi
55,2 % fruktoosia kuivapainosta laskettuna, jolloin
kdytettiin kaksivaiheisomerointia, jonka toisessa vai-
heessa kdytettiin kemiallisesti stabiloitua isomeraasia,
jossa glukoosi-isomeraasi oli kompleksoitu polyetyleeni-
imiinilld. Kompleksi oli tehty liukenemattomaksi kdsitte-
lemdlld glutaraldehydilld.

Valmistettiin liukoinen glukoosi-isomeraasi esimer-
kissi 1 kuvatulla tavalla. Puhdistettu isomeraasi liuo-
tettiin 1 mmol MnClz-liuokseen ja saatiin liuos, jossa
oli 9 mg/ml isomeraasia huoneenldmpdtilassa. Seos suoda-
tettiin suodatusapuaineen poistamiseksi. 300 ml:aan
entsyymiliuosta lisdttiin 60 ml 10 p/t-%:istd PEI-6:tta
(polyetyleeni-imiini, mp. 600, pH 8) Dow Chemical Co.)
ja 3 g ksylitolia ja muodostunutta liuosta sekoitettiin
15 minuuttia. Lis&ttiin 10 ml 2,5-m glutaraldehydiliu-
osta ja seosta sekoitettiin kaksi tuntia huoneenldmpo-
tilassa. Liukenemattomaksi tehty entysyymi otettiin tal-
teen suodattamalla, pestiin vedelld ja kuivattiin yli yon
konvektioldmpdkaapissa 37°C:ssa. Kuivauksen jilkeen saa-
tiin 12,8 g immobilisoitua isomeraasia, joka sisdlsi n.
775 IGIU/g. Suspendoitiin 12 g immobilisoitua entsyymid
substraattiin, ilma poistettiin vakuumissa 60 minuuttia
huoneenldmpétilassa ja kdytettiin halkaisijaltaan 1,5 cm

olevan korkealdmpdtilareaktorin preparoimiseksi.
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Substraatti valmistettiin kuten esimerkissd 1
kuvatun kaksivaiheisomeroinnin ensimmdisessd vaiheessa.

TAmidn substraatin koostumus oli:

kokonaiskuiva-ainepitoisuus (%) 42,6
glukoosia (% kuivapainosta) 46,4
fruktoosia (% kuivapainosta) 51,3
polysakkarideja (% kuivapainosta) 2,3
psikoosia (% kuivapainosta) 0,0
NaHSO0, (millimoolia) 0
Mgso, (millimoolia) 50
CoCl2 (millimoolia) 0,1
pH 6,75

Substraatti pumpattiin reaktorin ldpi 45 minuut-
tia 60°C:ssa virtausnopeudella n. 5 ml/min. Sitten kolon-
nin l&mpodtila nostettiin 101,6°C:seen ja virtausnopeus
pienennettiin arvoon 2 ml/min. Kolonniin kohdistettiin
vastapaine 0,84 kg/cm2 substraatin kiehumisen estami-
seksi. Poistoulosvirtausta tarkkailtiin rekisterdivdlla
polarimetrilld, joka oli kalibroitu alueelle 50-58 %
fruktoosia. Poistovirtaus, jonka fruktoosipitoisuus
ylitti 55 %, otettiin talteen jd&hauteeseen ja pH sda-
dettiin arvoon 4,0 1,0-m sitruunahapolla.

Korkealdmpdtilareaktorin poistovirtauksesta,
ensimmidisen vaiheen reaktorin substraatista ja ensim-
miisen vaiheen reaktorissa substraattina kdytetystd alku-
perdisestd glukoosipitoisesta liuoksesta analysoitiin
hiilihydraattikoostumus ja vdri. Seuraavassa taulukossa

on yhteenveto tuloksista.



79556

26

L'LS L'z 0 L2y z’Gs ess: 9|0l SN3ITOISWOST
L'0 €'z 0 7’9 €16 ess:D 0L NITOIBWOST
S‘0 v'e 0 9'L6 0 U0} RPWTOIDWOS T
001l ~-Xeyxyesk{od TSOOXTSd TSOO3NTH TSOO3INNIA K19331s®y ussyontT]
X JI¥4D) (e3sesuTe-eATNY B3ISBPWOIIRNYNI g-outed)
TIBA SNUN3SO00}T3IIRRIPAYTTTITH
snuN3sooy ua3lsonT] ualnjees BISTOUUTOISWOST uoaytea uasTol el ussTRUWTSUZ

Z oxxniner



10

15

20

25

30

. 79556

Tulokset osoittavat, etti saatiin 55,2 % fruktoo-
sia kuivapainosta ja Psikoosipitoisuus j&i alle 0,2 %

kuivapainosta.

Esimerkki 3

Tdssd esimerkissid demonstroidaan glukoosin suora
isomerointi 57,2 %:iksi fruktoosia kaksivaiheisessa
isomerointiprosessissa, jossa ensimmdinen reaktori
toimi 70°C:ssa ja toinen (korkealdmp&tila) reaktori

110,4OC:ssa. Korkealdmp&tilareaktiossa kdytettiin kemial-
lisesti stabiloitua isomeraasia, jossa entsyymi oli
kovalentisti sidottu liukenevaan polymeeriin ja sitten
tehty liukenemattomaksi immobilisoidun katalyytin muo-
dostamiseksi.

Substraatti ja sen konversio ensimmiisen vaiheen
reaktorissa 70°C:ssa on kuvattu esimerkissi 1.

Korkealdmpdtilareaktorissa 110,4OC:ssa kdytetty
immobilisoitu katalyytti on myds kuvattu esimerkissi 1.

110,4°:ssa toimiva reaktori preparoitiin seuraavas-
ti. 28,4 g:n osa katalyytistd suspendoitiin substraat-
tiin ja ilma poistettiin laboratoriovakuumissa huoneen-
ldmpStilassa 60 minuuttia. Suspensiolla, josta ilma oli
poistettu, preparoitiin 2,5 x 12,4 cm vaipoitetussa lasi-
kolonnissa. Pakattu kerros sisdlsi 10 885 IGIU:ta.

Ensimmidisessd vaiheessa eli 70°C:n isomeroinnissa
valmistetun substraatin PH sdddettiin arvoon 6,47 ja
laimennettiin kuiva-ainepitoisuuteen 42,0 %. Sitten t&mi
substraatti pumpattiin korkealdmpstilareaktorikolonnin ldpi
paineessa 0,84 kg/cm2 ja virtausnopeudella 3,38 ml/min.
60°C:ssa 30 minuuttia. Limpdtilaa kolonnissa tarkkailtiin
vdlittOmdsti kerroksen ylédpuolella olevalla limpdmittaril-
la, jonka ympdrilli oli 0,3 mm lasihelmid kuolluttilavuu-
den pitdmiseksi mahdollisimman pienend. Sitten kolonnin
ldmpdtila nostettiin nopeasti kierrdttdmills vaipan kautta
6ljyd termostaatista, jonka limpstila oli 111°C.
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Ulosvirtausta kolonnissa tarkkailtiin rekisterdi-
v4lli polarimetrillé, joka oli kalibroitu alueelle
50-58 % fruktoosia. Kun kolonnin lampdtila oli saavutta-
nut 110,4OC ja poistovirtauksen fruktoosipitoisuus oli
saavuttanut halutun tason, poistovirtaus otettiin tal-
teen ja jddhdytettiin vilittdmdsti jddhauteessa. pH
sdddettiin arvoon 4,0 1is44millid 1-m sitruunahappoa.

700C:ssa ja 110, 4°c:ssa toimivista reaktoreista
saaduista isomeroiduista l1iuoksista analysoitiin hiili-
hydraattikoostumus ja vari Jja tuloksia verrattiin seu-
raavasta taulukosta ilmenevdllid tavalla isomeroimatto-

man substraattiliuoksen vastaaviin analyysituloksiin.
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Tulokset osoittavat, ettd saatiin 57,2 % fruktoosia
kuivapainosta, psikoosipitoisuus jéi alle 0,4 % kuiva-

painosta ja vdri (CIRF X 100) oli alle 20.

Esimerkki 4

Tissi esimerkissi demonstroidaan glukoosipitoisen,
piddasiassa puhdistetusta maissitidrkkelyshydrolysaatista
muodostavan liuoksen suoraa isomerointia seoksen saami-
seksi, joka sisdlsi 56,3 % fruktoosia kuivapainosta
laskettuna kdyttdmdlld kaksivaiheista isomerointimene-
telmdi. Ensin suoritettiin matalaldmpdtilaisomerointi
70°C:ssa ja sitten tdstd reaktiosta saatu tuote kdytet-
tiin sydtteend toiseen reaktoriin, jossa suoritettiin
korkealdmpdtilaisomerointi (103,3°C) ja joka sisdlsi
kemiallisesti stabiloitua isomeraasia. Kemiallisesti
stabiloituna isomeraasina kdytettiin isomeraasia, Jjossa
entsyymin on annettu koreagoida suojaproteiinin (esim.
hiivasta saadun proteiinin) kanssa.

Matalalémpétilaisomerointivaihe ja substraatin ja
koeolosuhteiden kuvaus ilmenevdt esimerkissd 1.

Korkealdmpdtilareaktorissa kdytetty kemiallisesti
stabiloitu glukoosi-isomeraasi valmistettiin seuraavasti.
Liukoinen glukoosi-isomeraasi kemiallista stabilointia
varten valmistettiin ja puhdistettiin esimerkissd 1 kuva-
tun menetelmin avulla. Tdmdn preparaatin ominaisaktiivi-
suus oli n. 40 IGIU/mg proteiinia. Suojaproteiini saatiin
leipomohiivasta seuraavasti. Kosteaan leipomohiivamassaan,
joka painoi 1229 g, lisdttiin 1000 g vettd ja 500 g
tolueenia. Seosta sekoitettiin yli yon huoneenlédmpttilas-
sa, kuumennettiin sitten 85°C:een ja pidettiin téssa
ldmpdtilassa n. 30 minuuttia. Seos suodatettiin Blchner-
suppilon ldpi. Tolueeni jdi ldhes kokonaan solujdtteeseen
ja vesisuodos sisdlsi hiivauutteen. Vesisuodoksen tila-
vuus pienennettiin 276 g:ksi (kiertohaihdutin, 40°C) ja
sitten lisidttiin sekoittaen 41 g trikloorietikkahappoa.
Saostunut hiivaproteiini eristettiin ja liuotettiin uu-
delleen 0,1-m natriumfosfaattipuskuriin (pH 7,0) . Kun oli
selkeytetty suodattamalla, liuosta kdsiteltiin 900 ml:lla
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(n. 3 tilavuutta) asetonia. Sakka eristettiin, liuotettiin
0,01-m natriumfosfaattipuskuriin (pH 7,0) ja muodostunut
livos dialysoitiin 0,01-m natriumfosfaattipuskuria vas-
taan. Muodostunutta tuotetta (150 ml) kutsuttiin leipo-
mohiivasta saaduksi suojaproteiiniksi. Valmistettiin
0,6 %:inen kitosaaniliuos liuottamalla 24 g kitosaania
(Kytex, valmistaja Hercules Inc., Wilmington, Delaware)
4 litraan 08,08-n HCl:4&d. Liuoksen pH sdddettiin arvoon
6,2 8-n NaOH-liuoksella, suodatettiin Whatman n:o 3
suodatinpaperin ldpi ja dialysoitiin sitten 16 litraa
vastaan deionisoitua vettd. 400 ml dekanterilasiin li-
sdttiin n. 100 000 IGIU:ta liukoista glukoosi-isomeraa-
sientsyymid (johon oli sekoitettu suodatusapuainetta),
1 g ksylitolia ja 100 ml (2/3) leipomohiivasta saatua
suojaproteiinia. Tdhdn seokseen lisdttiin 2,4 mg
MgSO4'7H20:ta ja 24 mikrolitraa 1-m kobolttikloridiliuos-
ta. Seos suodatettiin suodatusapuaineen poistamiseksi ja sii-
ten seos haihdutettiin ldhes kuiviin (kiertohaihdutin, n. 40°C)
2 litran pySredpohjaisessa kolvissa. Sitten kolviin lis&dt-
tiin 300 ml kitosaaniliuosta (pH 6,2). Sitten secs haihdutet-
tiin l&hes kuiviin (kiertohaihdutin, n. 40°¢) ja lisat-
tiin 640 mikrolitraa 50 %:ista glutaraldehydiliuosta
(pH sd&ddetty arvoon 6,5). Seosta pidettiin kylm&huoneessa
yli y6n. Sitten geeli poistettiin kolvista ja puristet-
tiin US n:o 30 meshin seulan l&pi ja kuivattiin l&mp&-
kaapissa n. 37°C:ssa. Kuivattu entsyymipreparaatti seu-
lottiin hienocaineksen poistamiseksi (US n:o 80 meshin
seula) ja kdytettiin sitten (8,9 g lopullisesta tuotteesta)
korkealdmpdtilaisomeroinnissa.

103,3°C:ssa toimiva reaktori preparoitiin seuraa-
vasti. Y1lld saatu glukoosi-isomeraasipreparaatti (8,9 g)
suspendoitiin substraattiin ja ilma poistettiin labora-
toriovakuumissa huoneenldmpdtilassa n. 30 minuuttia.
Suspensiolla, josta ilma oli poistettu, preparoitiin
kerros 1,5 x 29 cm vaipoitetussa lasikolonnissa.
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Ensimmiisessd vaiheessa eli 70°C:n isomeroinnissa
valmistetun substraatin pH sHdddettiin arvoon 6,75 ja
laimennettiin kuiva-ainepitoisuuteen 42,0 %. Sitten tamd
substraatti pumpattiin korkealémpétilareaktorikolonnin
ldpi virtausnopeudella n. 1,5 ml/min ldmpdtilassa 60°C
30 minuuttia. Lémpdtilaa kolonnissa tarkkailtiin valit-
tdmisti kerroksen yldpuolella olevalla lémpdmittarilla,
jonka ympdrilld oli lasihelmid (halkaisija 0,5 mm)
kuolluttilavuuden pitdmiseksi mahdollisimman pienend.
Sitten kolonnin ldmpdtila nostettiin nopeasti kierrat-
tamillsd vaipan kautta 5ljyda termostaatista, jonka lampd-
tila oli 104°cC.

Poistovirtausta kolonnista tarkkailtiin rekisterdi-
valla polarimetrilla, joka oli kalibroitu alueelle
50-58 % fruktoosia. Kerdttiin n. 5 ml:n fraktioita, kun-
nes muodostunut fruktoosipitoisuus oli 55 % tai suurempi,
jolloin koe lopetettiin. Niytteiden talteenoton aikana
poistovirtaus jaghdytettiin vilittdmdsti jddhauteessa
ja pH siiddettiin arvoon n. 4,0 1is4similla 0,1 ml 1-m
sitruunahappoa ja sitten laimeaa HCl:&dd.

7OOC:ssa ja 103,3OC:ssa toimivista reaktoreista
saaduista isomeroiduista l1iuoksista analysoitiin hiili-
hydraattikoostumus ja véari. Tuloksia verrattiin seuraa-=
vasta taulukosta ilmenevdlld tavalla isomeroimattoman

substraattiliuoksen vastaaviin analyysituloksiin.
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Tulokset osoittavat, etti saatiin 56,3 % fruktoosia
kuivapainosta ja psikoosipitoisuus j4i alle 0,2 % kuiva-

painosta.

Esimerkki 5

Tissi esimerkissd demonstroidaan glukoosipitoisen
1iuoksen, joka pddasiassa muodostui puhdistetusta, pienen
suolakonsentraation omaavasta maissitérkkelyshydrolysaa—
tista, suoraa isomerointia seoksen saamiseksi, joka'sisél—
si 55,4 % fruktoosia kuivapainosta laskettuna kéyttémél—
145 kaksivaiheista isomerointimenetelmda. Ensin suoritet-
tiin matalalémpétilaisomerointi 70°C:ssa ja sitten tastd
reaktiosta saatu tuote kdytettiin sybtteend toiseen
reaktoriin, jossa suoritettiin korkealémpétilaisomeroin—
ti (112,6°C) ja joka sisdlsi kemiallisesti stabiloitua
isomeraasia. Kemiallisesti stabiloituna isomeraasina kay-
tettiin isomeraasia, jossa entsyymi on kovalentisti sidot-
tu monesta kohdin liukenevaan polymeeriin ja sitten teh-
ty ]jiukenemattomaksi immobilisoidun katalyytin muodostami-
seksi.

Hydrolysaatti valmistettiin maissitérkkelyksesté
Us-patentissa 3 644 126 (liuotus) 3Ja US-patentissa
3 280 006 (sokerointi) kuvattujen menetelmien mukaan.
Sokeroitu liuos puhdistettiin Us-patentin 3 834 940
mukaan ja saatiin tuote, joka sissdlsi 93,8 % glukoosia
kuivapainosta laskettuna. Lisdttiin niin paljon kiteis-
td glukoosia, ettd kokonaisglukoosipitoisuudeksi tuli
96,9 % kuivapainosta laskettuna. Muodostuneen liuoksen

koostumus oli:

kokonaiskuiva-ainepitoisuus (%) 50,3
glukoosia (% kuivapainosta) 96,9
fruktoosia (% kuivapainosta) 0,1
polysakkarideja (% kuivapainosta) 3,1
psikoosia (% kuivapainosta) 0,0
NaHS04 (millimoolia) 2,5
MgSO4 (millimoolia 2,5
CoCl, (millimoolia) 0,1

pH 6,8
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Matalaldmpdtilaisomerointi suoritettiin pumppaamal -
la yll& kuvattu substraattiliuos esimerkissi 1 kuvatun
matalaldmpdtilareaktorin l&pi virtausnopeudella 2,5 ml/min.
Reaktorista ensin tulevat 1000 ml hyl&dttiin. T&midn jidlkei-
nen poistovirtaus otettiin talteen kdytettdvdksi toises-
sa eli korkealdmpStilaisomeroinnissa.

KorkealdmpStilareaktorissa kdytetty kemiallisesti
stabiloitu katalyytti valmistettiin seuraavasti. Liukoi-
nen glukoosi-isomeraasi valmistettiin ja puhdistettiin
esimerkissd 1 kuvatun menetelmin avulla. Timin preparaatin
ominaisaktiivisuus oli n. 40 IGIU/ml proteiinia. Liukoisen
polymeerin eli polyamiinin liuos saatiin liuottamalla
48,4 g kitosaania (Kytex, valmistaja Hercules Inc.,
Wilmington, Delaware 19899) 15 litraan 0,08-n HCl:44.
Liukenemisen jidlkeen kitosaaniliuos tehtiin 0,5 moolisek-
si NaCl:n suhteen lis&&mi#lli 438 g NaCl:43 ja muodostuneen
liuoksen pH s&diddettiin arvoon 6,1 8-n NaOH-liuoksella.
Sitten kitosaaniliuos suodatettiin Whatman n:o 3 suoda-
tinpaperin 1l3dpi liukenematta jddneen aineksen poistami-
seksi. T&h&dn 15 litraan, jossa oli 0,3 % kitosaania 0,5-m
NaCl-liuoksena pH:ssa 6,1, lisdttiin seuraavat aine-
osat: 510 ml liukoista isomeraasia, jonka aktiivisuus
oli 602 000 IGIU:ta, 236 g ksylitolia (Sigma Chemical Co.)
ja 3,07 g MnC12-4H20:ta. Tdtd liuosta sekoitettiin kaksi
tuntia ja sitten lisdttiin 7,44 g 1-etyyli-3-dimetyyli-
aminopropyylikarbodi-imidii (Sigma Chemical Co.) sitomaan
kovalentisti monesta kohdasta isomeraasin karboksyyli-
ryhmét kitosaanin aminoryhmiin. Kahden tunnin kuluttua
huoneenlédmpdtilassa reaktioseokseen lisittiin 15,5 ml
50 paino-%:ista glutaraldehydiliuosta (Eastman Kodak
Chem. Co.), jonka pH oli sdddetty arvoon 6,0 8-n NaOH-
liuocksella kovalentisti sitoutuneen isomeraasikitosaani-
kompleksin tekemiseksi liukenemattomaksi. Viidentoista
minuutin kuluttua liukenemattomaan isomeraari-kitosaaniin
sekoitettiin 4 litraa 1-m fosfaattiliuosta. Immobilisoitu
isomeraasi-kitosaani pestiin deionisoidulla vedelld biichner-
imusuppilossa, jossa oli Whatman n:o 3 suodatinpaperi.
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Preparaatti kuivattiin ilmassa, jauhettiin ja seulottiin
12-60 meshiin. Kuivan katalyytin aktiivisuudeksi on ilmoi-
tettu 803 IGIU/g.

112,60C:ssa toimiva reaktori preparoitiin seuraa-
vasti. 7,0 g:n osa katalyytistd suspendoitiin substraat-
tiin ja ilma poistettiin laboratoriovakuumissa huoneen-
liamp&tilassa 60 minuuttia. Suspensiolla, josta ilma oli
poistettu, preparoitiin kerros 1,0 x 40 cm vaipoitetussa
lasikolonnissa. Pakattu kerros sisdlsi 5621 IGIU:ta.

Ensimmiisessd vaiheessa eli 70°C:n isomeroinnissa
valmistetun substraatin pH sisdettiin arvoon 6,55 ja lai-
mennettiin deioniscidulla vedelli kuiva-ainepitoisuuteen
42,0 %, mikd myds alensi suolapitoisuutta siten, ettd
NaHSOB:n arvoksi tuli 2,1 millimoolia ja MgSO4:n arvok-
si 2,1 millimoolia. Sitten timi substraatti pumpattiin kor=
kealimpotilareaktorin ldpi ylipaineessa 0,84 kg/cm2 10 mi-
nuuttia virtausnopeudella 8 ml/min ldmpdtilassa 60°C.
Limpdtilaa kolonnissa tarkkailtiin vialittdmidsti kerroksen
yldpuolella olevalla lampdmittarilla, jonka ympdrillad oli
hiekkaa limpétila-asteikkoon saakka kuolluttilavuuden pitd-
miseksi mahdollisimman pienend. Sitten kolonnin l&dmpdtila
nostettiin nopeasti]derﬁktéméllé 8l1jyd termostaatista,
jonka l&ampdtila oli n. 114°C. Kolonnin lémpdtila nostettiin
112,6°C:seen ja virtausnopeus pienennettiin arvoon
1,89 ml/min.

Poistovirtausta kolonnista tarkkailtiin rekisterdi-
v4lld polarimetrilld, joka oli kalibroitu alueelle 50-58 %
fruktoosia. Kun kolonnin lampdtila oli saavuttanut 112,6°C
ja poistovirtauksen fruktoosipitoisuus oli saavuttanut ha-
lutun tason, poistovirtaus otettiin talteen. pH sdddettiin
valittomisti arvoon 4,0 ]1isiimdlli 1-m sitruunahappoa.
Poistovirtausta otettiin talteen, kunnes polarimetrin
osoittama fruktoosipitoisuus laski alle 55 %.

70°C:ssa ja 112,6°C:ssa toimivista reaktoreista
saaduista isomeroiduista liuoksista analysoitiin hiilihyd-
raattikoostumus ja vari ja tuloksia verrattiin seuraavasta
taulukosta ilmenevdlla tavalla isomeroimattoma substraatti-

liuoksen vastaaviin analyysituloksiin.
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Tulokset osoittavat, ettd saatiin 55,4 % fruktoosia
kuivapainosta, psikoosipitoisuus jdi alle 0,2 % kuivapai-
nosta ja viri oli alle 9 (CIFR X 100) .

Esimerkki 6

Tissi esimerkissd demonstroidaan glukoosipitoisen
liuoksen, joka pddasiassa muodostui puhdistetusta, pienen
suolakonsentraation omaavasta maissitdrkkelyshydrolysaatis-
ta, suoraa isomerointia seoksen saamiseksi, joka sisdlsi
54,8 % fruktoosia kuivapainosta laskettuna ja ddrimmdisen
vihin psikoosia (alle 0,1 %) ja varid (alle 2 CIRF x 100),
kdyttdm&lla kaksivaiheista isomerointimenetelmdd. Ensim-
midinen (matalalimpdtila) reaktori toimi 70°C:ssa ja toinen
(korkealimp&tila) 105,8°C:ssa. Korkealdmpdtilareaktoris-
sa kdytettiin kemiallisesti stabiloitua isomeraasia, jossa
entsyymi on kovalentisti monesta kohdin sidottu liukenevaan
polymeeriin ja sitten tehty liukenemattomaksi immobilisoi-
dun katalyytin saamiseksi. Substraatti ja sen konversio
ensimmidisen vaiheen reaktorissa 70°C:ssa on kuvattu
esimerkissd 5.

Korkealdmpodtilareaktorissa 105,80C:ssa kaytetty
immobilisoitu katalyytti on kuvattu esimerkissd 5.

105,8°C:ssa toimiva reaktori preparoitiin seuraavas-
ti, 5,63 g:n osa katalyytistd suspendoitiin substraattiin
ja ilma poistettiin laboratoriovakuumissa huoneenld&mpd-
tilassa 60 minuuttia. Suspensiolla, josta ilma oli poistet-
tu, preparoitiin kerros 1,0 x 32 cm vaipoitetussa lasiko-
lonnissa. Pakattu kerros sisdlsi 4521 IGIU:ta.

Ensimmidisessd vaiheessa eli 70°C:n isomeroinnissa
valmistetun substraatin pH s&&dettiin arvoon 6,5 ja lai-
mennettiin deionisoidulla vedelld kuiva-ainepitoisuuteen
42,0 %, mikd mySs alensi suolapitoisuutta siten, ettd
MgSO4:n arvoksi tuli 2,1 millimoolia ja NaHSO3:n arvok-
si 2,1 millimoolia. Sitten tdméd substraatti pumpattiin
korkealdmpétilareaktorikolonnin ldpi ylipaineessa

0,7 kg/cm2 ja virtausnopeudella 8 ml/min 10 minuuttia
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ldmpétilassa 60,0°C. Lédmpdtilaa kolonnissa tarkkailtiin
vdlittdmdsti kerroksen yldpuolella olevalla ladmpdmitta-
rilla, jonka ympdrilld oli hiekkaa ldmpétila-asteikkoon
saakka kuolluttilavuuden pitédmiseksi mahdollisimman
pienend. Sitten kolonnin ldmpdtila nostettiin nopeasti
kierrdttdmdllad vaipan kautta 61ljyd termostaatista, jonka
limpstila oli n. 107°C.

Poistovirtausta kolonnista tarkkailtiin rekiste-
réivdlld polarimetrilld, joka oli kalibroitu alueelle
50-58 % fruktoosia. Kun kolonnin ldmpétila oli saavutta-

nut 105,8°C ja poistovirtauksen fruktoosipitoisuus oli

saavuttanut halutun tason, poistovirtaus otettiin talteen.

pPH sdddettiin vdlittdmidsti arvoon 4,90 lisddmdlli 1-m
sitruunahappoa.

70°C:ssa ja 105,8°C:ssa toimivista reaktoreista
saaduista isomeroiduista liuoksista analysoitiin hiili-
hydraattikoostumus ja vdri ja tuloksia verrattiin seuraa-
vassa taulukossa ilmenevdlld tavalla isomeroimattoman

substraattiliuoksen vastaaviin analyysituloksiin.
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Tulokset osoittavat, ettd saatiin 54,8 % fruktoo-
sia kuivapainosta, psikoosipitoisuus oli alle 0,1 %
kuivapainosta ja vdri (CIRF x 100) oli alle 2.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmi glukoosin isomeroimiseksi fruktoosik-
si, tunnet tusiitd, etta glukoosipitoinen sybte-
liuos, joka sis&lt&d n. 20 - 65 paino-% glukoosia, saate-
taan kosketukseen kemiallisesti stabiloidun Streptomyces
robigenosus-lajista saadun glukoosi-isomeraasin kanssa
l3mpStilassa n. 101 - 113°C ja pH:ssa n. 6,5 - 6,75
10 s - 5 h kosketusajaksi, jotta fruktoosin lopulliseksi
pitoisuudeksi liuoksessa saadaan vidhinti&n n. 53 - 60 pai-
no-% hiilihydraattien kokonaismddrdsta laskettuna ilman
olennaista psikoosin ja/tai muiden ei-fruktoosi-, ei-glu-
koosisokerien muodostusta, jolloin kemiallinen stabiloin-
ti k#sittii molekyylin sisdisten ristisidosten muodostami-
sen silloitusaineen avulla ja/tai sekapolymeroinnin poly-
meerimatriisiin.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&,
tunnettusiitd, ettd glukoosipitoinen liuos saadaan
maissitirkkelyksestd hydrolysoimalla.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettusiitid, ettd glukoosipitoinen sytteliuos
saadaan isomeroimalla maissitirkkelyshydrolysaattia fruk-
toosipitoisuuteen n. 52 % saakka kokonaishiilihydraatti-
mairdstd laskettuna.

4. Jonkun patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen mene-
telmd, tunnet tusiitd, etta glukoosi-isomeraasin
1ihteend on Streptomyces sp. ATCC 21175.

5. Jonkun patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen mene-
telmd, tunnet tusiitd, ettd glukoosi-isomeraasi on
lamp8stabiili glukoosi-isomeraasi.

6. Jonkun patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen mene-
telmd, tunnettusiitd, etta isomerointivaliainees-
sa on entsyymin denaturoitumisen estava médrd rikkihapok-
keen vesiliukoista suolaa.

7. Jonkun patenttivaatimuksen 1-6 mukainen mene-
telmd, tunnet tusiitd, etta glukoosipitoinen syb-
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teliuos sisédltsd8 n. 30-50 paino-% hiilihydraatteja.

8. Jonkun patenttivaatimuksen 1-7 mukainen mene-
telmd, tunnettusiitd, ettd glukoosipitoinen sy®-
teliuos saatetaan kosketukseen kemiallisesti stabiloidun
glukoosi-isomeraasin kanssa kontaktiajan ollessa n. 2 -

30 minuuttia.

9. Jonkun patenttivaatimuksen 1- 8 mukainen mene-
telmd8, tunnet tusiitd, ettd kemiallisesti stabiloi-
tua glukoosi-isomeraasia kédytetddn immobiloidussa muodos-
sa.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmi,
tunnettusiitd, ettd kemiallisestl stabiloitu glu-
koosi-isomeraasi on immobilisoitu dietyyliaminoetyylisel-
luloosalle.

11. Jonkun patenttivaatimuksen 1-10 mukainen mene-
telmd, t unnettusiiti, ettd ensimmidisessd vaiheessa
saatetaan glukoosipitoinen sytteliuos kosketukseen glukoo-
si-isomeraasin kanssa lamp®tilassa n. 20 - 80°C, pH:ssa
n. 6 - 9 ja kontaktiaikana n. 0,5 - 2 tuntia, jotta maini-
tun liuoksen fruktoosipitoisuus kohoaisi n. 52 paino-%:iin
saakka hiilihydraattien kokonaismd#drdstd laskettuna, ja
toisessa vailheessa nostetaan isomerointivédliaineen l&mpd-
tila n. 101 - 113°C:seen, pH s#idetdsdn tarpeen mukaan
alueelle n. 6,5 - 6,75 ja fruktoosipitoinen liuos saate-
taan kosketukseen kemiallisesti stabiloidun glukoosi-iso-
meraasin kanssa vield ajaksi, joka on riittava fruktoosi-
pitoisuuden nostamiseksi n. 53 - 60 paino-%:iin.

12. Jonkun patenttivaatimuksen 1-11 mukainen mene-
telm8, tunnettusiitd, ettd tuotteena saatu fruk-
toosi-glukooosisiirappi j#dhdytetddn ldmpdtilaan alle n.
80°C.

13. Jonkun patenttivaatimuksen 1-12 mukainen mene-
telmd, t unnettusiitd, ettd isomerointiseos jaih-
dytetddn lampdtilaan n. 20 - 80°C entsyymin isomerointi-
seoksesta erottamisen jdlkeen.
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Patentkrav

1. F8rfarande for isomerisering av glukos till
fruktos, k anne tecknat dirav, att man bringar
en glukoshaltig matarldsning, som innehdller ca 20 - 65
vikt-% glukos, kontakt med kemiskt stabiliserat glukosiso-
meras, som erhdllits ur Streptomyces robigenosus-arten,
vid en temperatur pd ca 101 - 113°C och ett pH pa ca 6,5 -
6,75 under en kontakttid pd 10 s - 5 h f6r att uppnd en
slutkoncentration av fruktos i l#sningen minst ca 53 - 60
vikt-%, ber#knat pd den totala kolhydrathalten, utan att
de visentligt bildas psikos och/eller andra icke-fruk-
tos-, icke-glukos-socker, varvid den kemiska stabiliserin-
gen omfattar intramolekyldr tvdrbindning med hjdlp av ett
férngtningsmedel och/eller kopolymerisering i en polymer-
matris.

2. Fdérfarande enligt patentkravet 1, k d n n e -
tecknat dirav, att den glukoshaltiga l8sningen er-
halles genom hydrolys av majsstdrkelse.

3. Férfarande enligt patentkravet 1, k 8 n n e -
tecknat dirav, att den glukoshaltiga matarl®s-
ningen erhdlles genom isomerisering av ett majsstdrkelse-
hydrolysat till en fruktoshalt pa upp till ca 52 % berak-
nat pd den totala kolhydrathalten.

4. Fbrfarande enligt ndgot av patentkraven 1 till
3, kannetecknat dirav, att kdllan fo&r glukos-
isomeraset #r Streptomyces sp. ATCC 21175.

5. Fbrfarande enligt ndgot av patentkraven 1 till
4, k annetecknat dirav, att glukosisomeraset
4r ett termostabilt glukosisomeras.

6. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 till
5, k 4annetecknat dirav, att isomeriseringsme-
diet innehdller en enzym-denatureringsinhiberande m&ngd
av ett vattenldsligt salt av svavelsyrlighet.

7. F8rfarande enligt ndgot av patentkraven 1 till
6, k annetecknat diarav, att den glukoshaltiga
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matarldsningen innehdller ca 30 - 50 vikt-$% kolhydrater.

8. Fdrfarande enligt ndgot av patentkraven 1 till
7, kannetecknat ddrav, att den glukoshaltiga
matarl8sningen bringas i kontakt med kemiskt stabiliserat
glukosisomeras under en kontakttid pad ca 2 - 30 minuter.

9. Forfarande enligt nadgot av patentkraven 1 till
8, kannetecknat dirav, att det kemiskt sta-
biliserade glukosisomeraset anvéndes i1 immobiliserad form.

10. Férfarande enligt patentkravet 9, k 4 n n e -
tecknat dirav, att det kemiskt stabiliserade glu-
kosisomeraset immobiliseras pa dietylaminoetyl-cellulosa.

11. Férfarande enligt ndgot av patentkraven 1 till
10, k annetecknat ddrav, att man som férsta
steg bringar den glukoshaltiga matarldsningen i kontakt
med glukosisomeras vid en temperatur pad ca 20°C - 80°C,
vid ett pH pad ca 6 - 9 och en kontakttid pd ca 0,5 - 2
timmar f6r att fruktoshalten i n#mnda 16sning skall stiga
till 52 vikt-%, ber#knat pad den totala kolhydrathalten och
som andra steg hdjer isomeriseringsmediets temperatur till
ca 101 - 113°C och justerar pH efter behov till interval-
let ca 6,5 - 6,75 och bringar den fruktoshaltiga 14sningen
i kontakt med kemiskt stabiliserat glukosisomeras under
en ytterligare tidsperiod, som 4r tillrdcklig fOr att Ska
fruktoshalten till ca 53 - 60 vikt-%.

12. Fdrfarande enligt nAdgot av patentkraven 1 till
ll, kE§nnetecknat ddrav, att den som produkt
erhadllna fruktos-glukos-sirapen kyles till en temperatur
under ca 80°C.

13. Fbrfarande enligt ndgot av patentkraven 1 till
12, k Ennetecknat ddrav, att isomeriserings-
blandningen kyles till en temperatur pa ca 20 - 80°C efter
att enzymet bringats ur kontakt med isomeriseringsbland-
ningen.

Viitejulkaisuja-Anfrda publikationer
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