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fremstilling af isomaltulose (6-0~a-D-glucopyranosido-
D-fructose) ved enzymatisk omdannelse af saccharose
ved hjzlp af dede, immobiliserede celler af mikroorga~-
nismer, der kan danne isomaltulose ud fra saccharose,
idet man blander en saccharoseoplesning eksempelvis
40-75 vagt-%, fortrinsvis 45-60 vzgt-%, med moderluden
fra en forudgiende isomaltulose-krystallisation og
bringer blandingen i kontaki med cellerne ved 25-40 °C,
fortrinsvis 30-40 °C, og derpd pd kendt made udvinder
isomaltulosen i krystallinsk form.

Man opnar stort udbytte af isomaltulose i ren form og
undgar generende og udbyttesaznkende bireaktioner.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade til
fremstilling af isomaltulose (6-0-a-D-glucopyranosido-D-
fructose) ved enzymatisk omdannelse af saccharose ved
hjelp af mikroorganismer, som kan danne isomaltulose ud
fra saccharose, hvorved man behandler en ren saccharose-
oplgsning med dg¢de, immobiliserede bakterieceller eller
bringer oplgsningen i kontakt med sddanne celler, hvoref-
ter man udvinder den dannede isomaltulose ved udkrystal-
lisation. Fremgangsméden if¢lge opfindelsen er ejendomme-
1lig ved det i krav 1's kendetegnende del angivne.

Fra dansk patentansggning nr. 4349/81 kendes en frem-
gangsmade til fremstilling af isomaltulose ved enzymatisk
omdannelse af saccharose, hvorved man bringer rene sac-
charoseoplgsninger i kontakt med dg¢de, immobiliserede
celler af mikroorganismer, som kan danne isomaltulose ud
fra saccharose. Ved denne fremgangsmdde leder man ved en
temperatur pa& 40-65 °C kontinuerligt saccharoseoplgsnin-
ger i koncentrationsomrddet 45-75 vagt-%, fortrinsvis 65-
75 vaegt-% gennem en reaktor, der er fyldt med immobilise-
rede celler. Den derved dannede isomaltulose udvindes i

krystallinsk form pd i og for sig kendt made.

De mikroorganismer, der anvendes ved denne kendte frem-
gangsmadde, kan f.eks. vaere Protaminobacter rubrum (CBS
574.77), Serratia plymuthica (ATCC 15928), Serratia mar-
cescens (NCIB 8285) eller Leuconostoc mesenteroides (NRRL
B-512 F (ATCC 10830a), men er fortrinsvis Protaminobacter
rubrum (CBS 574.77).

Det har ved gennemfgrelsen af denne kendte fremgangsméde
nu vist sig, at en stor andel (op til 1/3) af den tilfe¢r-
te saccharose hyppigt ikke omdannes til den ¢nskede for-
bindelse (isomaltulose), men derimod til biprodukter,
og/eller at den forbliver i uomsat tilstand i reaktions-
oplg¢sningen. Eftersom disse biprodukter ogsd hammer Kkry-

stallisationen af den dannede isomaltulose og derved
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yderligere sznker udbyttet af krystaller, er det af stor
gpkonomisk interesse at tilvejebringe en fremgangsmade,
som helt eller i det mindste delvis forhindrer dannelsen
af ugpnskede og generende biprodukter.

Det har nu overraskende vist sig, at det er muligt at
udvinde isomaltulose med h¢j renhedsgrad og i stort ud-
bytte ud fra saccharose, hvis man deler saccharoseoplgs-
ningen med en koncentration pd 40-75 vagt-%, fortrinsvis
45-60 vaegt-%, i to dele og leder den fg¢rste del gennem en
reaktor, som er fyldt med immobiliserede, dg¢de celler af
mikroorganismer, som kan danne isomaltulose ud fra sac-
charose, ved 25-40 °C, fortrinsvis 30-40 °C, pa en sadan
made, at 80-90 % af saccharosen bliver omdannet, og der-
efter leder den efter udkrystallisation af den dannede
isomaltulose opndede moderlud, blandet med den anden del
af saccharoseoplgsningen, igennem en anden reaktor, der
ligeledes er fyldt med immobiliserede, dg¢de celler af mi-
kroorganismer, som kan danne isomaltulose ud fra saccha-

rose, ved 25-40 °C, fortrinsvis 30-40 °C, pad en sadan ma-

" de, at saccharosen omdannes nasten fuldstendigt, hvorpa

man pa i og for sig kendt made udvinder den opndede iso-
maltulose fra denne oplgsning i krystallinsk form, ople-
ser Kkrystallerne i den allerede omsatte fgrste del af
saccharoseopl¢sningen, fremkalder krystallisation og fra-

separerer de sdledes dannede isomaltulose-krystaller.

Middelopholdstiden i reaktoren for saccharoseoplgsningen,
som skal omsattes, er afhangig af den til enhver tid fo-
religgende specifikke aktivitet af de immobiliserede
celler. Den specifikke aktivitet defineres som umol omsat
saccharose pr. g immobiliserede celler (tg¢rvagt) pr. mi-
nut. Eksempelvis indeholder en reaktor pa 100 mm i dia-
meter og 450 mm i lejehgjde 950 g immobiliserede celler
(torvegt) med en specifik aktivitet pa 60 enheder/g.
Denne reaktor skal gennemstr¢mmes af 1900 ml saccharose-
oplgsning (50 vagt-%) pr. time for at omsatte 90 % af den



10

15

20

25

30

35

DK 167366 B1

tilfoprte saccharose. Eftersom aktiviteten aftager kon-
tinuerligt under driftsperioden, md man til stadighed ef-
terregulere str¢mningshastigheden for at opna et reak-

tionsprodukt med konstant sammensztning.

Fremgangsmdden ifplge opfindelsen illustreres i det ne-
denstdende eksempel 3. Eksemplerne 1 og 2 er sammenlig-
ningseksempler, hvor eksempel 1 svarer til eksempel 1 i

DK patentansg¢gning nr. 4349/81.

EKSEMPEL 1 (Sammenligningseksempel)

a) Man skyller celler fra en podning af stammen
Protaminobacter rubrum (CBS 574.77) med 10 ml af et ste-
rilt naringssubstrat, som bestadr af 8 kg tyksaft fra en
sukkerfabrik (t¢rstofindhold = 65 %), 2 kg majsst¢bevand,
0,1 kg (NH4)2 HPO4 og 89,9 kg destilleret vand, efter be-
hov indstillet pa pH 7,2. Denne suspension tjener som po-
demateriale for en forkultur i rystemaskine i 1 liter
kolber indeholdende 200 ml naringsopl¢sning med den oven-

for beskrevne sammensatning.

Efter 30 timers dyrkning ved 39 °C podes 16 liter n&-
ringsoplgsning med den ovennazvnte sammensztning i en 30
liter minifermentor med indholdet af 20 kolber (4 1), og
der fermenteres ved 29 °C med 20 1 luft pr. minut og en
omr¢ringshastighed pa 350 omdr./min. Det tiltagende kim-
tal bestemmes mikroskopisk. Efter at man har opndet et
kimtal pa 5 x 109 kim/ml, overfgres fermentorens indhold
til en anden beholder, hvor der tilsazttes et kationaktivt
flokkuleringsmiddel (som f.eks. "Primafloc C7" fra fir-
maet Rohm & Haas, Philadelphia, USA). Man lader de ud-
flokkede celler satte sig, fradekanterer, vasker med 0,1
M phosphatpuffer (pH 7,0) og fjerner vandet ved centrifu-
gering. Massen ekstruderes derpa til stanger, som luft-

torres og formales.
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b) Sigtefraktionen 0,3-0,8 mm af det ovenfor udvundne
preparat omrgres i en 0,1 % glutaraldehydopl¢sning i 10
minutter, vaskes med phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,0) og
fyldes under vand pa en s¢jle, hvis temperatur kan regu-
leres. S¢jlen opvarmes derpd til 50 °C og gennemstr¢mmes
kontinuerligt med en 70 vegt-3% saccharoseoplésning.
Str¢mningshastigheden afpasses sdledes, at man ved s¢j-
lens udlgb ikke langere kan pavise nogen saccharose. Den
pa denne madde indvundne isomaltuloseoplgsning har f¢lgen-
de gennemsnitlige sammensztning (HPLC = hg¢jtryksvaskekro-

matografi):

Fructose 7,4 g/100 g torstof
Glucose 0,3 g/100 g "
Saccharose 0,1 g/100 g "
Isomaltulose 62,6 g/100 g "
1-0-a-D-glucopyranosido-D-fructose 16,6 g/100 g "
Oligosaccharider 13,0 g/100 g "

Denne oplgsning overfgres til en nedk¢lingskrystallisator
og keoles til 20 °C, hvorefter den udkrystalliserede iso-
maltulose separeres fra moderluden i en sigtekurvcentri-

fuge.

Udbytte

100 kg af en oplgsning indeholdende 70 kg saccharose in-
deholder efter omsatningen 43,8 g isomaltulose (62,6 % af
tgorstofindholdet). Heraf udvinder man ved den forste kry-
stallisation 15,9 kg ren isomaltulose og ved den anden
krystallisation 13,4 kg isomaltulose med 98 % renhed.
Dette svarer til et samlet udbytte pad 29 kg ren isomaltu-
lose ud fra 70 kg saccharose eller 41,4 % af rastoffet.
(I dette eksempel og i de efterfgplgende eksempler regnes
der med vandfri isomaltulose).
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EKSEMPEL 2

Sigtefraktionen 0,3-0,8 mm af et analogt med eksempel la
fremstillet prazparat omrgres i 10 minutter i en 0,1 %

5 glutaraldehydopl¢sning, vaskes med phosphatpuffer (0,1 M,
pH 7,0) og fyldes under vand pa en s¢jle, hvis temperatur

kan reguleres. S¢jlen opvarmes derpa til 30 °C og gennem-
strgmmes kontinuerligt med en 50 vagt-% saccharoseople¢s-

ning. Str¢mningshastigheden afpasses séledes, at man ved

10 spjlens udlgb ikke langere kan pavise nogen saccharose.
Den saledes udvundne isomaltuloseopl¢sning har f¢lgende

gennemsnitlige sammensatning (HPLC):

Fructose 3,6 g/100 g te¢rstof
15 Glucose 1,8 g/100 g "

Saccharose 0

Isomaltulose 78,4 g/100 g "

1-0-a-D-glucopyranosido-D-fructose 12,6 g/100 g "

Oligosaccharider 3,6 g/100 g "

20
Denne oplgsning inddampes til 78-82 % t¢rstofindhold,

overfores til en nedk¢lingskrystallisator og k¢les til 20
°C, hvorefter den udkrystalliserede isomaltulose separe-
res fra moderluden i en sigtekurvcentrifuge. Moderluden
25 inddampes igen til 78-82 % te¢rstofindhold og underkastes
et andet nedk¢lingskrystallisationstrin til 20 °C, hvorpa
den udkrystalliserede anden isomaltulosemzngde separeres

fra moderluden i en sigtekurvcentrifuge.

30 Udbytte:

100 kg af en oplgsning indeholdende 50 kg saccharose in-
deholder efter omsatningen 39,2 kg isomaltulose (78,4 3%
af terstofindholdet). Deraf udvinder man ved den fgrste
35 krystallisation 25,0 kg ren isomaltulose og ved den anden
krystallisation 9,6 kg isomaltulose med 98 % renhed. Det-
te svarer til et samlet udbytte péd 34,4 kg ren isomaltu-
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lose ud fra 50 kg saccharose eller 68,8 % af rastoffet.

EKSEMPEL 3

Sigtefraktionen 0,3-0,8 mm af et analogt med eksempel 1la
fremstillet praparat omr¢gres i 10 minutter i en 0,1 %
glutaraldehydopl¢sning, vaskes med phosphatpuffer (0, 1M,
pH 7,0) og fyldes under vand pa to s¢jler, hvis tempera-
tur reguleres til 30 °C.

Fremgangsmdden belyses narmere ved hjalp af skemaet vist

pa fig. 1.

Den ene af s¢pjlerne (1) gennemstrgmmes kontinuerligt af
en 50 vagt-% saccharoseoplgsning. Strgmningshastigheden
reguleres saledes, at der ved gennemstrgmning af s¢pjlen

kun omdannes ca. 90 % af saccharosen. Den herved opndede

reaktionsoplgsning har f¢lgende sammensatning (HPLC):

Fructose 2,9 g/100 g torstof
Glucose 1,6 g/100 g "
Saccharose 10,8 g/100 g "
Isomaltulose 75,2 g/100 g "

1-0-a-D-glucopyranosido-D-fructose 6,4 g/100 g "
Oligosaccharider 3,1 g/100 g "

Parallelt med den forste s¢jle tilfgres den anden s¢jle
(2) et substrat, som bestar af en blanding af saccharose
og moderlud fra en forudgaende isomaltulose-krystallisa-

tion. Dette substrat har sammensatningen (HPLC):
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7

Terstofindhold 50 vegt-%
Fructose 2,0 g/100 g te¢rstof
Glucose 1,0 g/100 g "
Saccharose 76,2 g/100 g "
Isomaltulose 10,8 g/100 g "
1-0-a-D-glucopyranosido-D-fructose 8,2 g/100 g "
Oligosaccharider 1,8 g/100 g "

Strgmningshastigheden gennem denne s¢jle reguleres pa en
sadan made, at oplgsningen ved udgangen fra s¢jlen hgjst
indeholder 1 g saccharose pr. 100 g t¢rstof. Den pa denne
made opnaede reaktionsoplg¢sning har fglgende sammensat-

ning (HPLC):

Fructose 5,4 g/100 g torstof
Glucose 2,2 g/100 g "
Saccharose 1,0 g/100 ¢ "
Isomaltulose 72,3 g/100 g "
1-0-a-D-glucopyranosido-D-fructose 16,6 g/100 g "
Oligosaccharider 2,5 g/100 g "

Denne oplgsning inddampes til 78-82 3% t¢rstofindhold og
underkastes en nedke¢lingskrystallisation ved 20 °C, hvor-
efter den udkrystalliserede isomaltulose separeres fra

denne anden moderlud i en sigtekurvcentrifuge.

Den pa dette trin opndede isomaltulose oplgses i den
reaktionsoplgsning, der opnds fra den f¢rste sgjle, og
som inddampes til 78-82 % t¢rstofindhold. Opl¢sningen af-
koles i en nedk¢lingskrystallisator til 20 °C, og den ud-
krystalliserede, rene isomaltulose adskilles fra moderlu-
den i en sigtekurvcentrifuge. Den moderlud, der opstar pa

dette trin, anvendes til substratfremstillingen for den

anden s¢jle.



10

15

20

25

30

35

Udbytte

DK 167366 B1

Ved at g& frem pd den made, der er beskrevet i dette ek-

sempel, udvinder man pr.

isomaltulose.

100 kg saccharose 80,0 kg ren
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Patentkrav:

1. Fremgangsmade til fremstilling af isomaltulose (6-O-a-
D-glucopyranosido-D-fructose) ved enzymatisk omdannelse
af saccharose ved hjzlp af mikroorganismer, som kan danne
isomaltulose ud fra saccharose, hvorved man behandler en
ren saccharoseoplgsning med de¢de, immobiliserede celler
af sadanne mikroorganismer eller bringer opl¢sningen i
kontakt med sadanne celler, hvorefter man udvinder den
dannede isomaltulose ved udkrystallisation, k e n d e-

tegne t ved, at man fgrst leder en del af saccharo-
seoplgsningen med en koncentration pa 40-75 vagt-%, for-
trinsvis 45-60 vegt-%, igennem en reaktor fyldt med de
immobiliserede d¢de celler ved 25-40 °C, fortrinsvis ved
30-40 °C, og gennemfgrer omsa@tningen pd en sé&dan made, at
80-90 % af saccharosen bliver omdannet, at man derefter
leder den efter udkrystallisation af den dannede isomal-
tulose opstdede moderlud, blandet med den resterende del
af saccharoseoplgsningen igennem en anden reaktor, der
ligeledes er fyldt med immobiliserede d¢de celler, ved
25-40 °C, fortrinsvis ved 30-40 °C, saledes at saccharo-
sen bliver nasten fuldstazndig omsat, og at man udvinder
den fra den anden del af oplgsningen opndede isomaltulose
i krystallinsk form pd i og for sig kendt made, oplgser
krystallerne i den allerede omsatte f¢rste del af oplgs-
ningen, bringer opl¢sningen til at udkrystallisere og

fraseparerer de opndede isomaltulose-krystaller.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k end e tegnet
ved, at de anvendte mikroorganismer er valgt blandt
Protaminobacter rubrum (CBS 574.77), Serratia plymuthica
(ATCC 15928), Serratia marcescens (NCIB 8285) og
Leuconostoc mesenteroides (NRRL B-512 F (ATCC 10830 a)),
idet der fortrinsvis anvendes Protaminobacter rubrum (CBS

574.77).
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