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(54) Menetelmd glukosonin valmistamiseksi hapettamalla glukoosia entsymaatti-
sesti - F8rfarande f6r framstdllning av glukoson genom att oxidera glu-
kos enzymatiskt

(57) Tiivistelmd

Keksint® kohdistuu menetelmiin glukosonin valmista-
miseksi hapettamalla entsymaattisesti glukoosia glu-
koosi-2-oksidaasin avulla ensimm&isessd vybhykkeessd
ja erottamalla samanaikaisesti syntynyt vetyperoksi-~
di mainitusta ensimmidisestd vybhykkeestd puolildpdi-
sevin kalvon l4pi toiseen vyB8hykkeeseen, jossa al-
keenin annetaan reagoida mainitun vetyperoksidin
kanssa mainitun alkeenin hapetustuotteiksi, maini-
tun kalvon lipidistessd vain yhdisteet, joiden mole-
kyylipaino on pienempi kuin noin 100.

(57) Sammandrag

Uppfinningen avser frfaranden f¥r framstdllning av
glukoson genom att enzymatiskt oxidera glukos med
tillhjilp av glukos-2-oxidas i en fdrsta zon och
genom att separera den samtidigt bildade vidteper-
oxiden frin nidmnda fdrsta zon genom ett halvgenom-
slippande membran in i en andra zon, vari en alken
omsdtts med nidmnda viteperoxid till oxidations-
produkter av ndmnda alken, varvid ndmnda membran
slidpper igenom endast féreningar med en molekylvikt

av mindre &n cirka 100.
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Menetelmd glukosonin valmistamiseksi hapettamalla glukoosia

entsymaattisesti

Keksint® koskee uutta menetelmdd glukosonin valmis-
tamiseksi hapettamalla glukoosia entsymaattisesti glukoosi-
2-oksidaasin avulla. Saatu glukosoni voidaan muuttaa puhtaus-
asteeltaan ravinnoksi kelpaavaksi fruktoosiksi.

Kaupalliset menetelmdt tdrked&n makeutusaineen, fruk-
toosin, valmistamiseksi perustuvat yleensd kaksivaiheiseen
menetelmiddn: ensin hydrolysoidaan polysakkaridi, kuten tark-
kelys, glukoosiksi, ja sitten isomeroidaan siten valmistet-
tu glukoosi fruktoosiksi. Jdlkimmdisessd vaiheessa, kuten
on tunnettua, muodostuu glukoosin ja fruktoosin seos, josta
fruktoosi on vaikeasti eristettdvissd. Kaupallinen erotus-
menetelmd sisdltdi kalliiden ja aikaavievien kiteytysmene-
telmien kdytoén. Tarkempia kuvauksia eri menetelmistd glukoo-
sin isomeroimiseksi 18ytyy kirjallisuudesta, esim. US-patent-
tijulkaisut n:o0 3 788 945 ja 3 616 221.

Glukoosi voidaan muuttaa fruktoosiksi myds entsyy-
min, nimittdin glukoosi-2-oksidaasin, avulla, jolloin muo-
dostuu glukosonia (D-arabino-2-heksosuloosia), joka puoles-
taan voidaan pelkist&did fruktoosiksi sinkilld ja etikkahapol-
la (?olia Microbiol. 23 (1978), ss. 292 - 298 ja CS-patentti-
julkaisu n:o 175 897/.

Glukoosi-2-oksidaasin reaktio glukoosin kanssa glu-
kosonin valmistamiseksi tuottaa myds ekvimolaarisen md&radn
vetyperoksidia. Siten muodostuneen vetyperoksidin kdyttoa
alkeenien muuttamiseen vastaaviksi halogeenihydriineiksi ja
epoksideiksi on ehdotettu EP-hakemusjulkaisussa n:o 7 176;
julkaisun mukaan vetyperoksidi muodostetaan in situ lisda-
mdlld glukoosi-2-oksidaasia ja glukoosia reaktioseokseen,
joka sisiltdi halogenointientsyymid ja epdorgaanista haloge-
nidilidhdettd, johon valittu alkeeni on tarkoitus liittaa.
EP-hakemusjulkaisusta ilmenee lis&ksi, ettd glukoosin entsy-
maattisen hapetuksen tuote, glukosoni, voidaan muuttaa fruk-

toosiksi yksinkertaisen kemiallisen hydrogenoinnin avulla.



10

15

20

25

30

35

69098

Mainitulla menetelmdlld valmistettu fruktoosi voi
kuitenkin sisdltdd epidpuhtautena merkittdvii miirii sivu-
tuotteita, jotka ovat perdisin sekd glukoosin entsymaatti-
sesta muuttamisesta ettd alkeenin muutosreaktiosta. Erityi-
sesti jdlkimmdinen reaktio tuottaa halogeenihydriineji ja
alkyleenioksideja, esimerkiksi etyleenioksidia, jotka ovat
hyvin myrkyllisid aineita jopa ppm-luokkaa olevina pitoi-
suuksina. Siten t&dllaisella menetelmidlld valmistettu fruk-
toosi vaatii huolellisen ja kalliin puhdistuksen, jotta
pddstdisiin ravinnoksi kelpaavaan puhtausasteeseen. Lisdk-
si mahdollisuus, ettd fruktoosi kontaminoituu sivureaktioi-
den vaikutuksesta alkuperdisen valmistusvaiheen aikana, on
melko suuri hyvin reaktiokykyisten tuotteiden, halogeeni-
hydriinien ja alkyleenioksidien takia ja tarvitaan melkoi-
sia puhdistuskdsittelyjd ravintona kdytettidvdltd fruktoo-
silta vaadittavan korkean puhtausasteen saavuttamiseks:i.

Keksinndén mukaiselle menetelmdlle on tunnusonais-
ta, ettd glukoosin entsymaattinen hapetus suoritetaan en-
simmdisessd vyShykkeessd, jolloin saadaan glukosonia, ja
samalla muodostuu vetyperoksidia, joka erotetaan ensimnii-
sestd vyodhykkeestd puolildpdisevdn kalvon avulla toiseen
reaktiovybhykkeeseen glukosonin jdiddessd ensimmdiseen vyo-
hykkeeseen, ja annetaan alkeenin reagoida vetyperoksidin
kanssa toisessa vydhykkeessd alkeenin hapetustuotteiden
muodostamiseksi, mainitun kalvon l&pdistessd vain yhdisteet,
joiden molekyylipaino on pienempi kuin noin 100.

Keksinndn erddn oleellisen sovellutuksen mukaises-
ti alkeeni muutetaan glykoliksi reaktiolla vetyperoksidin
kanssa. T&4td reaktiota katalysoivat osmium, vanadiini tai
kromioksidi tai ultraviolettisdteily, viitteiss&d: J. A. C. S.
58 (1936), 1302 ; ja 59 (1937), ss. 543, 2342 ja 2345, kuva-
tun menetelmdn mukaisesti.

Keksinndn toisen sovellutuksen mukaisesti alkeeni
muutetaan halogeenihydriiniksi ja sitten alkuperdistd alkee-
nia vastaavaksi alkyleenioksidiksi tai glykoliksi antamalla

alkeenin reagoida vetyperoksidin, halogenointientsyymin ja
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halogenidilihteen kanssa, jolloin muodostuu halogeenihydrii-
nii, joka sitten muutetaan epoksidiksi tai glykoliksi mene-
telmilli, joita kuvataan EP-hakemusjulkaisussa n:o 7 176.

Tissd menetelmissd kdytettdvien kalvojen tarkoituk-
sena on muodostaa kaksi erillistd vybhykettd ja mahdollis-
taa vetyperoksidin liikkuminen ensimmiisestd vyohykkeestd
toiseen. Kalvojen tulisi siksi olla huokoskooltaan sellai-
sia, ettd ne mahdollistavat vetyperoksidin siirtymisen se-
lektiivisesti, mutta estdvit ensimmdisessd vyodhykkeessd ole-
vien suurempien molekyylien ldpdisyn. Tdllaisia kalvoja on
kaupallisesti helposti saatavissa, ja voidaan mddritella
kalvon lipi kulkevien liuenneiden partikkeleiden molekyyli-
painon mukaan. T&mén keksinndn mukaisessa menetelmdssd tuli-
si kdyttada kalvoja, jotka ldpdisevdt aineet, joiden molekyy-
lipaino on pienempi kuin noin 100, edullisesti pienempi kuin
50.

Vetyperoksidin siirtymisen mainitun kalvon l&dpi te-
kee mahdolliseksi se, ettid muodostuu tasapainotila, joka
perustuu vetyperoksidin suhteellisiin pitoisuuksiin kalvon
kummallakin puolella. Kun vetyperoksidin pitoisuus ensimmdi-
sessd vydhykkeessd kasvaa, vetyperoksidia pyrkii siirtymdan
toiseen vydhykkeeseen, kunnes tasapaino on palautunut. Reak-
tio alkeenin kanssa toisessa vydhykkeessd suurentaa vetyper-
oksidin virtausnopeutta kalvon l&pi toisen vy&hykkeen suun-
taan tasapainon saavuttamiseksi.

Timin menetelmdn kdytdlld on huomattavia etuja eri-
tyisesti muutettaessa glukoosi edelleen fruktoosiksi. Vety-
peroksidin siirtyminen pois ensimmiisestd vyOhykkeestd
tietenkin nopeuttaa glukoosin entsymaattista hapettumista
siten, ettid reaktio pyrkii tapahtumaan tdydellisemmin, ja
ettd reaktioajat voivat olla normaalisti vaadittavia lyhyem-
pid. Lis#dksi ensimmdinen reaktiovyShyke on miltei kokonaan
vapaa kontaminoivista aineista, jotka kerdidntyvdt pddasial-
lisesti toiseen reaktiovydhykkeeseen, jossa muodostunut ve-
typeroksidi reagoi. Ensimmdisessa reaktiovythykkeessd muo-
dostunutta glukosonia voidaan kdyttdd sellaisenaan hydroge-

nointivaiheeseen, tai se voidaan vdkevdida tai kdsitelld muu-
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ten halutulla tavalla. Glukosoniliuos on miltei vapaa muis-
ta kontaminaatioista kuin pienestd mddrdstd reagoimatonta
glukoosia tai glukoosidimeerid tai -trimeerid ja alkuperdi-
sen glukoosilihteen mukana mahdollisesti tulleista kontami-
noivista aineista. Glukoosi-ldhtBaine on yleensd glukoosi-
yksik®iti sisdltdvin luonnontuotteen, tavallisimmin tdrkke-
lyksen, hydrolysaatti, joka sisdltdd liukenevia kontaminoi-
via aineita, kuten muita sokereita, esimerkiksi maltoosia,
joita muodostuu tdrkkelyksen hydrolyysissa.

Siten ensimmidisen vydhykkeen reaktiotuotteen pelkis-
tyksessd saadaan tuote, fruktoosi, joka on suhteellisen puh-
das kontaminoivista aineista, jotka vaikuttavat tuotteen
puhtausasteeseen ravintona kdytettdessd; kontaminoivat ai-
neet ovat perdisin ainoastaan glukoosin luonnollisista l&h-
teistd, esimerkiksi tdrkkelyksistd, kuten maissitdrkkelyk-
sestad.

Alkeenireaktiovydhyke on myds puhtaampi kuin on saa-
vutettavissa annettaessa molempien reaktioiden tapahtua sa-
massa reaktorissa.

Keksinndn mukaisessa menetelmdssd kdytettavdt kal-
vot ovat mitd tahansa vesipitoisissa jdrjestelmissd tavalli-
sesti kdytettdviid kalvoja, ja niitd on olemassa laaja vali-
koima. Tavallisemmat kalvot muodostuvat nailonista, styree-
nipolymeeristd, tavallisesti polystyreeniteflonista tai sel-
luloosaesteristd, kuten selluloosa-asetaatista tai -prcpio-
naatista. Ensimmidisessd sovellutuksessa kalvo asennetaan
reaktoriin siten, ettd muodostuu kaksi vyoShykettd, ja ettd
kahden vydhykkeen sisdltbjen tahaton sekoittuminen estyy.
Toisessa sovellutuksessa erilliset reaktorit voidaan liit-
td3i toisiinsa valitun kalvon avulla, joka muodostaa yhdistd-
misessi vilttamdttdmdn vilipinnan. Jotta vetyperoksidi siir-
tyisi mahdollisimman hyvin ensimmdisestd vy&hykkeestd toi-
seen, ovat edullisia kalvot, joilla on merkittdvd vapaa

pinta-ala, mistid syystd ensimmdinen sovellutus on edullisem-

pi.
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Glukoosi-2-oksidaasi voi olla entsyymiliuoksena
vedessd sidpttuna entsyymini tai sidottuina soluina tai huo-
vastona tai vapaina soluina tai huovastona. Koska entsyymi
on solunsisdinen, valitun mikro-organismin soluja tai huo-
vastoa kdytetddn tavallisimmin yksinkertaisesti suspendoi-
malla ne reaktioliuokseen. Entsyymien aktivaattoreita ja
niiden suojaajia voi olla my&s ldsnid. Esimerkiksi, kuten on
kuvattu edells mainitussa viitteessid /Folia Microbiol. 23
(1978), ss. 292 - 2987, fluoridi-ionin l&sn#dolo edistdi glu-
koosin entsymaattista hapetusta O. mucida'n avulla. Entsyy-
mien suojaajia, esimerkiksi Co-, Mn- ja Mg-suoloja, voidaan
myds kdyttdd. Entsymaattisen hapetusreaktion annetaan tapah-
tua kdytdnndllisesti katsoen tdydellisesti, mikd voidaan
mddrittdd tutkimalla seoksen glukoosipitoisuus yhtd suuria
mddrid kdyttden tai mddrittdmidllid glukosoni kolorimetrises-
ti tai mddrittamdlld vetyperoksidi. Tavallisesti reaktio-
ajat 24 - 48 tuntia ovat riitt&vid riippuen entsyymin voi-
makkuudesta tai aktiivisuudesta.

Monenlaisia mikro-organismeja voidaan kidyttdid tuot-
tamaan tdssd menetelmdssd kdytettdvdd glukoosi-2-oksidaasia.
Kirjallisuudessa kuvataan esimerkiksi seuraavia t&hdn tar-
koitukseen sopivia mikro-organismeja:

1) Aspergillus parasiticus [ﬁiochem. J. 31 (1937),
s. 1033).

2) Iridophycus flaccidum [écience 123 (1956), s.
171).

3) Oudemansiella mucida [folia Microbiol. 13 (1968),
s. 334, ibid. 23 (1978), ss. 292 - 29@7.

4) Gluconobacter roseus [3. Gen. Appl. Microbiol. 1
(1955), s. 152).

5) Polyporus obtusus /Biochem. Biophys. Acta 167
(1968), s. 5017.

6) Corticium caeruleum [fhytochemistry 16 (1977),
ss. 1895 - 1897/.
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Entsymaattisen hapetusreaktion ldmpdtila ei ole
kriittinen. Reaktio voidaan suorittaa huoneen ldmp&tilassa
tai jonkin verran korkeammassa ldmpbtilassa, kdytettdvan
entsyymijdrjestelmdn ldmmonkestdvyyden ollessa kohtalainen.
On erityisen edullista kdyttdd ldmmdssd stabiileja entsyy-
mijdrjestelmid 50°C:ssa tai ldmpimdmmdssd, missd ldmpoti-
loissa reaktioseoksen bakteerikontaminaatiot ovat mahdclli-
simman pienid. Entsymaattinen reaktioseos voi vaihtoehtoi-
sesti sisdltda antibakteerisia aineita ylimddrédisen baktee-
rikasvun estdmiseksi.

Ensimmdinen reaktiovydhyke ei saisi tietenkddn si-
sdltdd merkittdvid mddrid vetyperoksidia pelkistdvdd ainet-
ta, jotta pddstdisiin tdmdn menetelmdn mukaisiin edullisiin
tuloksiin. Siten jdrjestelmdn tulisi olla miltei vapaa ve-
typeroksidia pelkistdvistd aineista, so. ei-pelkistdvd sys-
teemi.

Tdmdn prosessin aikana on mahdollista, ettd jonkin
verran ainetta diffundoituu toisesta reaktiovyohykkeestd
ensimmdiseen, erityisesti kun toinen reaktiovythyke sisdl-
tdd anioneja, kationeja tai pienimolekyylisid yhdisteitsi,
mutta tdllainen diffuusio ei ole merkittdvdd ndissd olosuh-
teissa.

Glukosonin pelkistys fruktoosiksi suoritetaan tunne-
tuilla menetelmilld, joihin kuuluu kemiallinen pelkistys
esimerkiksi sinkin ja etikkahapon avulla sekd katalyyttinen
hydrogenointi tavanomaisten metallikatalysaattorien avulla.
Ndistd on edullinen metallikatalysaattori Raney-nikkeli,
koska sen kdytt® soveltuu vaadittaessa fruktoosilta ravinto-
kdyttddn riittdvdd puhtausastetta. Yleensd glukosoni hydra-
taan korotetussa paineessa ja korotetussa lampdtilassa me-
tallikatalysaattorin ldsndollessa, kunnes on saavutettu ha-
luttu hydrogenoitumisaste. Paine voi olla 100 - 700 atm tai
jopa suurempi, ja ldmpotila on enintddn noin ZOOOC. Edulli-

sesti lampdtila on 100 - 150°C ja paine noin 500 atm.
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Seuraava esimerkki valaisee keksintéa.

Esimerkki

0. mudica-huovastoa kasvatetaan Cs-patenttijulkai-
sun n:o 175 897 esimerkin 1 mukaisesti ja 15 g (kuivapai-
no) huovastoa suspendoidaan 10 litran reaktorin, joka on
jaettu vetyperoksidia lipdisevdlld kalvolla kahteen vyohyk-
keeseen, toisessa vyBhykkeessd olevaan 3 litraan 2,5-% glu-
koosiliuosta, jossa on 0,05 moolia natriumfluoridia. Toi-
sessa vyShykkeessd, johon johdetaan etyleenikaasua, on kloo-
riperoksidaasin Jja halogenidi-ionin vesiliuos, joka on pus-
kuroitu fosfaattipuskurilla (0,1-m kaliumfosfaatti), kuten
on kuvattu EP-hakemusjulkaisussa n:0 7 176 (esimerkit 1 -
18) .

Ensimmiisessd vyShykkeessd olevaa suspensiota se-
koitetaan 25°C:ssa ja siihen johdetaan happea. 24 tunnin ku-
luttua huovasto erotetaan ensimmiisessid vydhykkeessd ole-
vasta liuoksesta ja saatu kirkas liuos hydrataan vedylla
Raney-nikkelin ldsndollessa 500 atm:n paineessa 100°C:ssa.
Reaktioseos suodatetaan katalysaattorin poistamiseksi, suo-
doksen viri poistetaan hiilen avulla, deionisoidaan ionin-
vaihtajien avulla (anioninen ja kationinen) Jja vikevoidaan
fruktoosisiirapiksi alipaineessa. Vaihtoehtoisesti vesiliuos
vikevodididn ja fruktoosin annetaan kiteytyd.

Fruktoosi, joka saadaan siirappina tai kiteisend
tuotteena, on puhtausasteeltaan ravinnoksi sopivaa.

Halogeenihydriinit, jotka saadaan toisessa vyohyk-
keessid tapahtuvassa reaktiossa, muutetaan vastaaviksi epok-
sideiksi kdsittelemdlla natriumhydroksidilla.

Olennaisilta osiltaan samanlaisia tuloksia saadaan,
kun O. mucida korvataan seuraavilla mikro-organismeilla:

Polyporus obtusus

Radulum casearium

Lenzites trabea

Irpex flanus

Polyporus versicolor

Pellicularia filamentosa

Armillaria mellea

Schizophyleum commune

Corticium caeruleum
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd glukosonin valmistamiseksi hapetta-
malla glukoosia entsymaattisesti glukoosi-2-oksidaasin
avulla, tunnettu siitd, ettd glukoosin entsymaat-
tinen hapetus suoritetaan ensimmidisessd vyohykkeessi, jol-
loin saadaan glukosonia, ja samalla muodostuu vetyperoks:idia,
joka erotetaan ensimmiisestd vyShykkeestd puolildpdisevdn
kalvon avulla toiseen reaktiovydhykkeeseen glukosonin j&d-
dessd ensimmdiseen vyShykkeeseen, ja annetaan alkeenin
reagoida vetyperoksidin kanssa toisessa vyShykkeessi
alkeenin hapetustuotteiden muodostamiseksi, mainitun kal-
von ldpdistessd vain yhdisteet, joiden molekyylipaino on
pienempi kuin noin 100.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd alkeenin ja vetyperoksidin
reaktiotuote on glykoli.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnet tu siitd, ettd alkeenin ja vetyperoksidin
reaktiotuote on vastaava alkyleenihalogeenihydriini.

4. Menetelmd patenttivaatimusten 1 - 3 mukaisella
menetelmdlld saadun tuotteen edelleenkdsittelemiseksi,
tunnettu siitd, ettd se pelkistetddn fruktoosiksi.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd pelkistys suoritetaan kata-
lyyttisesti hydrogenoimalla.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,

tunnettu siitd, ettd katalysaattori on Raney-
nikkeli.
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Patentkrav

1. Férfarande fér framstdllning av glukoson genom
att oxidera glukos enzymatiskt med tillhjdlp av glukos-2-
oxidas, kdnnetecknat ddrav, att den enzymatis-
ka oxideringen av glukos utfbres i en férsta zon, varvid
erhidlles glukoson och samtidigt bildas vidteperoxid, vilken
separeras fran ndmnda fbrsta zon genom ett halvpermeabelt
membran in i en andra reaktionzon, varvid glukosonen kvar-
blir i den fdrsta zonen och en alken omsdttes med vatepe-
roxiden i den andra zonen f&r bildning av oxidationspro-
dukter av alkenen, varvid nédmnda membran sldpper igenom
endast fdreningar med en molekylvikt av mindre &n ca 100.

2. Férfarande enligt patentkravet 1, k @ nn e -
t ecknat dirav, att produkten av ndmnda reaktion mel-
lan en alken och viteperoxid dr glykol.

3. Férfarande enligt patentkravet 1, k @ nne -

t ec knat d&rav, att produkten av ndmnda reaktion mel-
lan en alken och viteperoxid &r den motsvarande alkylen-
halogenhydrid.

4. Férfarande for vidarebehandling av den enligt
fsrfarandet enligt patentkraven 1 - 3 erhdllna slutproduk-
ten, kdnnetecknat ddrav, att den reduceras
till fruktos.

5. Forfarande enligt patentkravet 4, k dnn e =
t ec knat didrav, att reduktionen utfdrs genom kataly-
tisk hydrogenering.

6. Forfarande enligt patentkravet 5, k dnn e -

t ec knat dirav, att katalysatorn dr Raney-nickel.

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer

Julkisia suomalaisia patenttihakemuksia:-0ffentliga finska patent-
ansdkningar: 802967.

Hakemusjulkaisuja:-Ansdkningspublikationer: EP 7176 (C 07 D 301/00).
Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: USA(US) 3 911 140 (A 23 C 9/12).
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