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(57) Abstract: The present invention relates to a method for conver-
sion of D-glucose. The method according to the invention comprises a
step a), in which a portion of'the D-glucose is enzymatically oxidized to
D-gluconic acid (lactone) and a portion of the D-glucose substantially
equimolar therto is reduced to D-sorbitol. Present in the reaction mix-
ture of step a) is not only D-glucose but also D-fructose. The method
comprises a further step b), in which D-sorbitol formed from the D-
glucose in step a) is enzymatically oxidized to D-fructose.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Ver-
fahren zur Umwandlung von D-Glucose. Das erfindungsgemélie Ver-
fahren umfasst einen Schritt a), in dem ein Teil der D-Glucose en-
zymatisch zu D-Gluconsiure(-lacton) oxidiert wird und ein dazu im
Wesentlichen dquimolarer Teil der D-Glucose zu D-Sorbitol reduziert
wird. In der Reaktionsmischung des Schrittes a) ist neben D-Gluco-
se auch D-Fructose vorhanden. Das Verfahren umfasst einen weiteren
Schritt b), in dem im Schritt a) aus der D-Glucose entstandenes D-Sor-
bitol enzymatisch zu D-Fructose oxidiertwird.
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VERFAHREN ZUR ENZYMATISCHEN UMWANDLUNG VON
D-GLUCOSE IN D-FRUCTOSE VIA D-SORBITOL

Einleitung

Aufgrund langfristig steigender Preise fiir fossile Rohstoffe und einem zu erwartenden
Riickgang des Angebots solcher Rohstoffe besteht grofles Interesse an der Nutzung von
nachwachsenden Rohstoffen. Dabei sind die Bereiche Energieerzeugung sowie Herstellung
von Nahrungsmitteln und Grundchemikalien zu unterscheiden. Die vorliegende Erfindung
bezieht sich auf die letzteren beiden Bereiche und betrifft ein Verfahren zur Umwandlung

von D-Glucose.

D-Glucose kann in der Natur als monomerer Zucker vorkommen oder als Teil von
Disacchariden wie z. B. Saccharose, Maltose oder Laktose. Daneben liegt D-Glucose in
grofler Haufigkeit in verschiedensten Biopolymeren vor, welche Bestandteile von
nachwachsenden Rohstoffen sind. Geeignete Quellen fiir D-Glucose in einem Verfahren
nach vorliegender Erfindung schlieen zum Beispiel enzymatische oder nicht-enzymatische
Hydrolysate von Stirke, insbesondere Maisstirke, enzymatische oder nicht-enzymatische
Hydrolysate von Saccharose oder enzymatische oder nicht-enzymatische Hydrolysate von
Cellulose ein. Cellulose, die in einem Verfahren nach vorliegender Erfindung verwendet
wird kann zum Beispiel gewonnen werden aus Biomasse, vorzugsweise aus
lignocellulosischer Biomasse, wie zum Beispiel Holz, Stroh, wie Weizenstroh, Maisstroh,
Bagasse, Sisal, Energiegriser. Zur enzymatischen Hydrolyse von Maisstédrke konnen z. B.
Amylasen eingesetzt werden. Fiir die enzymatische Spaltung von Saccharose eignen sich
z. B. Invertasen. Zur enzymatischen Spaltung von Cellulose konnen z. B. Cellulasen
eingesetzt werden. Fir die nicht-enzymatische Spaltung genannter Mehrfachzucker eignet

sich zum Beispiel eine sdurekatalysierte Spaltung.
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Stand der Technik

Eine gingige Moglichkeit zur Umwandlung von D-Glucose zu D-Fructose erfolgt unter
Verwendung einer geeigneten D-Glucoseisomerase, z. B. D-Xylose-Isomerase, die D-
Glucose als Substrat akzeptiert. Solche Verfahren sind schon lange bekannt, z. B. aus
US 2,950,228 und auch fiir den industriellen Einsatz geeignet, wie etwa in US 3,616,221
oder US 3,868,304 beschrieben.

Ein Problem dabei ist, dass iiblicherweise maximal ca. 42 % der D-Glucose zu D-Fructose
umgewandelt werden konnen (Glucose-Fructose-Sirup). Eine weitere Anreicherung von D-
Fructose gegeniiber D-Glucose kann durch Trennverfahren erreicht werden. Eine
Moglichkeit dazu ist die Verwendung von chromatographischen Methoden, wie z. B. in
US 5,221,478 beschrieben. Fiir den Nahrungsmittelsektor wird dabei oft lediglich eine
teilweise Anreicherung von D-Fructose angestrebt. Vor allem zur Produktion relativ reiner

bis hoch reiner D-Fructose sind chromatographische Verfahren aber sehr aufwiéndig.

Eine weitere Verbindung, die D-Glucose enthiilt, ist Saccharose. Diese kann in die
Bestandteile D-Glucose und D-Fructose gespalten werden, z. B. durch Saurehydrolyse oder
enzymatisch (Invertase). Dabei wird eine Mischung von gleichen Teilen Glucose und
Fructose erhalten. Wird dabei einer der Zucker in reiner Form bendotigt, miissen weitere
Schritte durchgefiihrt werden. Dabei ist z. B. eine dhnliche (aufwindige) Vorgehensweise

wie bei Glucose-Fructose-Sirup denkbar.

Neben der Verwendung von Isomerasen wurden in der Literatur auch enzymatische

Redoxreaktionen an Kohlenhydraten beschrieben.

So wird beispielsweise in DE 698 39 381 eine Sorbitoldehydrogenase beschrieben, die zur
Umwandlung von D-Sorbitol zu L-Sorbose eingesetzt werden und bei der Herstellung von

L-Ascorbinsdure Anwendung finden kann.

In DE 10 247 147 ist ein Verfahren beschrieben, bei dem unter Verwendung von D-

Mannitol-2-Dehydrogenase D-Fructose zu D-Mannitol reduziert wird.
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In US 4,467,033 ist die enzymatische Oxidation von L-Sorbitol zu L-Fructose beschrieben.

Beispiele fiir die Reduktion von D-Xylose zu Xylitol sind etwa in US 2006/0035353 oder in
Woodyer R. et al., FEBS J., 2005, Volume 272, p 3816- 3827 offengelegt.

Bei diesen Verfahren handelt es sich um einzelne Redoxreaktionen, bei denen zur
Regenerierung von Redoxcofaktoren eine zusitzliche Reaktion mit Zugabe eines weiteren

Substrats gekoppelt werden muss.

In WO 2013/117584 ist ein Verfahren beschrieben, mit dem Glucose mit enzymatischen
Reduktions- und Oxidationsreaktionen in Fructose tiberfiihrt werden kann. Es kann damit
sehr reine Fructose hergestellt werden. Nachteilig dabei ist aber, dass zur Reduktion der
Glucose stochiometrisch bzw. im Uberschuss eine Chemikalie wie z. B. ein Alkohol

zugegeben werden muss. Diese Chemikalie wird bei der Reaktion verbraucht.

WO 2013/117585 beschreibt ein Verfahren, in dem Glucose enzymatisch zu Fructose

umgesetzt und die erhaltene Fructose zu Furanderivaten umgesetzt wird.

Die WO 2014/154676 beschreibt ein Verfahren, in dem Glucose enzymatisch zu Sorbitol

reduziert und das erhaltene Sorbitol anschliefend enzymatisch zu Fructose oxidiert wird.

Gemal WO 2014/122617 wird zur Herstellung von D-Fructose aus D-Glucose zunichst D-
Glucose enzymatisch zu D-Glucoson oxidiert und anschlieBend D-Glucoson enzymatisch zu

Fructose reduziert.

Aus WO 2014/076012 ist ein enzymatisches Verfahren bekannt, bei dem parallel Oxidation
und Reduktion an Zuckern ablaufen. Dabei werden aber die Aquivalente zur Oxidation eines

Zuckers (Arabinose) aus der Reduktion eines anderen Zuckers (Xylose) bezogen.

Aus der Literatur ist eine Methode bekannt, bei der Xylose zu Xylitol reduziert wird, wobei

gleichzeitig Glucose zu Gluconsiure oxidiert wird (Nidetzky, B., Neuhauser, W., Haltrich,
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D., and Kulbe, K. (1996). Continuous enzymatic production of xylitol with simultaneous
coenzyme regeneration in a charged membrane reactor. Biotechnology and Bioengineering
52, 387-396.). Dabei werden aber die Aquivalente zur Oxidation eines Zuckers (Glucose)
aus der Reduktion eines anderen Zuckers (Xylose) bezogen. Aullerdem wird Xylose der
Reaktionsmischung mit Glucose aus einer externen Quelle versetzt. Es handelt es sich hier
also nicht um die Verwertung einer bestehenden Mischung. Auflerdem ist man hier darauf
angewiesen, dass Glucose und Xylose stochiometrisch zueinander vorliegen, um eine

moglichst vollstandige Konversion zu erreichen.

Ikemi et al., Biotechnology and Bioengineering, 36 (1990), 149-154 beschreiben die
enzymatische Herstellung von Sorbitol aus Glucose unter gleichzeitiger Gewinnung von

Gluconsiure in einem Bioreaktor mit geladener Membran.

Es existiert ein industrielles Verfahren zur katalytischen Hydrierung von Glucose zu Sorbitol
unter Verwendung von Wasserstoff. In US 3,329,729 A wird aber ein grofler Nachteil dieses
unselektiven Verfahrens deutlich: andere Zucker (wie z. B. Fructose) in der Mischung, wie

z. B. werden ebenfalls zum jeweiligen Zuckeralkohol reduziert. Auflerdem kann aus Glucose

nur ein Produkt (Sorbitol) hergestellt werden.

Zur Herstellung von Gluconséure aus Glucose sind z. B. fermentative Verfahren beschrieben
worden (Beispiel: Znad H., Markos J., and Béles V. (2004) Production of gluconic acid from
glucose by Aspergillus niger. Process Biochemistry 39(11), 1341-1345.). Damit kann aber

aus Glucose nur ein Produkt (Gluconsdure) hergestellt werden.

Auch zur Herstellung von einheitlichen Produkten aus einer Mischung enthaltend D-Glucose
und D-Fructose unter Verwendung von Redoxenzymen gibt es bereits Beispiele im Stand der
Technik. Eine Moglichkeit ist die vollstindige Umwandlung der in der Mischung mit
Fructose enthaltenen Glucose zu Gluconsiure. Diese kann anschlieBend (z. B. mit
Ionenaustauscher-Chromatographie) abgetrennt werden. Neben fermentativen Methoden zur
D-Gluconsdure-Herstellung (in einer Mischung von D-Glucose und D-Fructose) sind auch
solche Methoden bekannt, bei denen mit isolierten Enzymen gearbeitet wird (z. B.

US 3,935,071A, GB 916 949A) oder bei denen Mikroorganismen eingesetzt werden, die
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geeignete Enzyme sekretieren (z. B. FR 2 588 568 A1l). Bei allen Verfahren dieser Art dient
die Glucose lediglich zur Erzeugung von Gluconséure. Es kann aus Glucose kein anderes
Produkt wie z. B. Sorbitol und damit auch keine zusitzliche Fructose erzeugt werden. Die
Glucose kann bei diesen Verfahren also nicht zur Steigerung der Fructose-Ausbeute

verwendet werden.

Eine weitere Moglichkeit zur Herstellung eines einheitlichen Produkts aus Glucose-
Fructose-Mischungen ist die Verwendung des Enzyms Glucose-Fructose-Oxidoreduktase.
Dieses kann entweder in seinem Ausgangsorganismus (oft Zymomonas mobilis) oder als
isoliertes bzw. rekombinantes Enzym eingesetzt werden (z. B. JPHO1107145A; Zachariou
M., and Scopes R.K. (1986) Glucose-fructose oxidoreductase, a new enzyme isolated from
Zymomonas mobilis that is responsible for sorbitol production. J. Bacteriol 167(3), 863-
869.). Der Nachteil ist, dass hierbei Fructose verbraucht wird. Die Methode eignet sich also
nicht fiir die Herstellung von Fructose. Aulerdem kann nur in einer stdchiometrischen
Mischung aus Glucose und Fructose die Glucose vollstindig zu einem Produkt umgesetzt

werden.

Eine andere Methode zur Anreicherung von Zuckern wurde in US 5,464,514 beschrieben.
Darin werden Zucker tiber ihre unterschiedliche Tendenz an eine schwache Sdure zu binden
getrennt. Die Trennung erfolgt dann iiber Elektrodialyse. Als schwache Sdure wird z. B.
Borsdure gewihlt. Unterschiedliche Zucker weisen eine unterschiedliche Tendenz auf, an
Borsdure zu binden. Die Verbindung aus Zucker und Borséure ist negativ geladen und
wandert im elektrischen Feld, wihrend die Zucker, die nicht an die Borsdure binden,
ungeladen bleiben. Die Elektrodialysezelle besteht aus Kathode und Anode, zwischen die
zwei Kationen- Austauscher-Membranen angebracht wurden. Zwischen den beiden
Kationen-Austauscher-Membranen befindet sich eine Anionen-Austauscher-Membran, die
den Zwischenraum in 2 Kompartimente teilt. Kompartiment I befindet sich auf Seiten der
Kathode und Kompartiment II auf Seiten der Anode. Wird nun eine Losung der zu
trennenden Zucker in Kompartiment I eingebracht und eine Spannung angelegt, wandern die
negativ geladenen lIonen, das heilit die Zucker, die an die Borsdure gebunden haben, durch
die Anionen-Austauscher-Membran in Kompartiment II. Die ungeladenen Zucker verweilen

in Kompartiment I. Das Verfahren wurde fiir die Trennung von Lactose und Lactulose sowie
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fiir die Trennung von Glucose und Fructose getestet. Diese Methode beruht jedoch darauf,
dass zwischen den Zuckern eine unterschiedliche Affinitit der Bindung an Borsiure besteht.
Aber auch ein Teil der Zucker mit geringerer Affinitét fiir die Borsdure wird die Sdure
binden und damit ins Kompartiment II tibergehen. Somit ist keine Trennung der Zucker
moglich, lediglich dndert sich das Verhiltnis der Zucker zueinander. Im Falle von Fructose
und Glucose ist das Verhiltnis der Transferraten mit 1,4 zu 1 angegeben. Die Separation
kann durch mehrere Elektrodialyseschritte erhtht werden. Borsdure und Zucker konnen
anschliefend in einem weiteren Elektrodialyse-Schritt voneinander getrennt werden. Der
Nachteil der Methode ist, dass eine gute Separation nur durch viele Elektrodialyse-Schritte
erzeugt werden kann. Auflerdem wird bei dieser Methode nicht zwischen monomeren und
dimeren bzw. oligomeren Zuckern unterschieden. Eine gute Trennung kann nur erzeugt
werden, wenn die zu trennenden Substanzen sich stark in der Bindungsaffinitét an Borsidure
unterscheiden. Weiterhin von Nachteil ist, dass mit Borsdure eine zusitzliche (toxische)

Komponente eingesetzt werden muss.

Die vorliegende Erfindung stellt sich gegeniiber dem zuvor beschriebenen Stand der Technik
die Aufgabe, ein verbessertes Verfahren zur Umwandlung von Glucose und zur Gewinnung

von Wertstoffen aus Glucose zur Verfiigung zu stellen.

In einem Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Umwandlung von D-
Glucose zur Verfiigung, welches einen Schritt a) umfasst, in dem ein Teil der D-Glucose
enzymatisch zu D-Gluconséure(-lacton) oxidiert wird und ein dazu im Wesentlichen
dquimolarer Teil der D-Glucose enzymatisch zu D-Sorbitol reduziert wird, wobei neben D-
Glucose auch D-Fructose in der Reaktionsmischung des Schrittes a) vorhanden ist und wobei
das Verfahren einen weiteren Schritt b) umfasst, in dem im Schritt a) aus der D-Glucose

entstandenes D-Sorbitol enzymatisch zu D-Fructose oxidiert wird.

Unter ,,im Wesentlichen dquimolar ist zu verstehen, dass das Verhiltnis von Gluconsidure
zu Sorbitol zwischen 0,9 und 1,1, vorzugsweise zwischen 0,99 und 1,01, insbesondere
bevorzugt zwischen 0,999 und 1,001 betrdgt. Diese Verhiltnisse beziehen sich
ausschlieBlich auf die durch die Reaktionen des Schrittes a) erhaltenen Produkte. Es konnen

andere Konzentrations-Verhiltnisse in der Losung auftreten, wenn gleichzeitig
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(insbesondere simultan) noch andere Reaktionen ablaufen, wie im Folgenden gezeigt werden

wird.

Bevorzugte Ausfithrungsformen des erfindungsgeméfen Verfahrens sind in den

Unteranspriichen angefiihrt.

Kurze Beschreibung der Figuren

Ein exemplarisches Reaktionsschema des erfindungsgeméfen Verfahrens ist in Fig. 1
dargestellt.
Figuren 2 bis 5 zeigen Reaktionsschemata von weiteren Ausfiihrungsformen der

vorliegenden Erfindung.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

Gemal der vorliegenden Erfindung wird ein Teil der D-Glucose enzymatisch zu D-
Gluconsidure(-lacton) oxidiert und ein dazu im Wesentlichen dquimolarer Teil der D-Glucose
enzymatisch zu D-Sorbitol reduziert. Ein wichtiger Vorteil dabei ist, dass Redox-
Aquivalente zur Oxidation der Glucose vollstindig durch die ebenfalls erfolgende Reduktion
der Glucose geliefert werden konnen und nicht durch zusétzliche Maflnahmen wie z. B. die

Zugabe von zusitzlichen Substraten, bereitgestellt werden miissen.

Erfindungsgemal ist neben D-Glucose auch D-Fructose in der Reaktionsmischung des
Schrittes a) vorhanden. Weiters umfasst das erfindungsgemifie Verfahren einen weiteren
Schritt b), in dem im Schritt a) aus der D-Glucose entstandenes D-Sorbitol enzymatisch zu

D-Fructose oxidiert wird.

Damit stellt das erfindungsgemiBe Verfahren eine elegante Moglichkeit zur Verfiigung, in
Mischungen von Glucose und Fructose die Fructose weiter anzureichern und andererseits
einen weiteren Wertstoff (Gluconsiure) zu gewinnen, der dariiber hinaus auch leicht aus der

Mischung abtrennbar ist.
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Bevorzugt bleibt im erfindungsgeméfen Verfahren die D-Fructose im Schritt a) bei der
Umsetzung von D-Glucose zu Gluconsiure(-lacton) bzw. Sorbitol im Wesentlichen

unverdndert, nimmt also nicht an der Reaktion teil.

In einem besonderen Aspekt ist ein Verfahren gemil vorliegender Erfindung dadurch
gekennzeichnet, dass die Reaktionsmischung im Schritt a) mit einer Glucose-Dehydrogenase
und einer Xylose-Reduktase mit Glucose-Reduktase-Aktivitit oder mit einer sonstigen

Glucose-Reduktase in Kontakt gebracht wird.

Der Anteil der D-Fructose in der Mischung enthaltend D-Glucose und D-Fructose kann
bezogen auf die Gesamtsumme von Glucose und Fructose bevorzugt zwischen 10 % (w/w)
und 95 % (w/w), mehr bevorzugt zwischen 35 % (w/w) und 90 % (w/w), insbesondere
bevorzugt zwischen 40 % (w/w) und 60 % (w/w), wie z. B. 42 % (w/w), 50 % (w/w) oder
55 % (w/w) betragen. Solche Mischungen sind z. B. erhiltlich als Glucose-Fructose-Sirup
hergestellt aus Maisstédrke oder als Invertzuckersirup nach Behandlung von Saccharose mit
Invertase oder chemischer Hydrolyse wie z. B. Sdure-Hydrolyse. Solche Losungen kdnnen

aufgrund ihrer natiirlichen Herkunft noch andere Stoffe, wie z. B. andere Zucker enthalten.

Eine weitere besondere Ausfithrungsform des Verfahrens gemif vorliegender Erfindung ist
dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt b) das D-Sorbitol zur enzymatischen Oxidation mit
einer Sorbitol-Dehydrogenase in Kontakt gebracht wird, wobei D-Sorbitol zu D-Fructose

oxidiert wird.

Enzyme und Redoxenzyme in einem Verfahren gemiB vorliegender Erfindung schlieen
Oxidoreduktasen ein. Oxidoreduktasen sind Enzyme, die Redoxreaktionen katalysieren.
Oxidoreduktasen schlieen beispielsweise Dehydrogenasen, Reduktasen, Oxidasen, sowie

Katalasen ein.
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Eine besondere Ausfithrungsform des Verfahrens gemal vorliegender Erfindung ist dadurch
gekennzeichnet, dass die Redoxcofaktor(en) NAD(P)* und/oder NAD(P)H in der
Reaktionsmischung des Schrittes a) und/oder der Reaktionsmischung des Schrittes b)
vorhanden sind. Die Redoxcofaktoren kénnen somit in nur einem der beiden Schritte oder

auch in beiden Schritten anwesend sein.

Dabei bezeichnet NAD™ die oxidierte Form und NADH die reduzierte Form von
Nicotinamidadenindinucleotid wihrend NADP" die oxidierte Form und NADPH die
reduzierte Form von Nicotinamidadenindinucleotidphosphat bezeichnen. Ein Zusatz von
Redoxcofaktoren ist unter Umstdnden nicht notwendig, wenn die Enzym-Préparationen (z.B.
Lysate, Losungen, Lyophilisate, Zellsuspensionen, Ganzzell-Biokatalysatoren) diese bereits
in ausreichender Konzentration enthalten. Falls die Redoxcofaktoren NAD(P)" und/oder
NAD(P)H bei der Umsetzung von D-Glucose gemif vorliegender Erfindung zugesetzt
werden, betrdgt die zugesetzte Konzentration in einem Verfahren gemif vorliegender
Erfindung iiblicherweise von 0,001 mM bis 10 mM, vorzugsweise von 0,05 mM bis 0,5 mM.
Dabei betrdgt das Verhiltnis der molaren Konzentration des Cofaktors zur molaren
Konzentration der Zucker maximal 0,1, bevorzugt maximal 0,01, besonders bevorzugt
maximal 0,001. Z. B. ist bei einer 50 mM Zuckerlosung die Cofaktor-Konzentration

iiblicherweise auf 5 mM oder weniger limitiert.

Bei der Umsetzung von D-Glucose zu D-Gluconsdure(-lacton) und D-Sorbitol ist dabei kein
zusitzliches Redoxcofaktor-Recycling erforderlich, da die beiden Reaktionen gegenseitig

den Redoxcofaktor regenerieren.

Eine weitere besondere Ausfithrungsform des Verfahrens gemif vorliegender Erfindung ist
dadurch gekennzeichnet, dass bei der Umsetzung von D-Sorbitol zu D-Fructose in Schritt b)
entstandener reduzierter Redoxcofaktor NADH/NADPH parallel kontinuierlich enzymatisch

wieder in seine oxidierte Ausgangsform zuriickgefiihrt wird.

In einem besonderen Aspekt ist ein Verfahren gemil vorliegender Erfindung dadurch
gekennzeichnet, dass mindestens ein Redoxcofaktor bei der Umsetzung von D-Sorbitol zu

D-Fructose im Schritt b) im selben Reaktionsansatz durch mindestens ein weiteres
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Redoxenzym, insbesondere ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus
Alkoholdehydrogenasen, Zuckerdehydrogenasen, NAD(P)H-Oxidasen, Hydrogenasen oder
Laktatdehydrogenasen unter Verbrauch von Co-Substraten, insbesondere Ketonen,
Aldehyden, Zuckern, Brenztraubensédure und deren Salze und/oder Sauerstoff bzw. unter

Erzeugung von Wasserstoff, regeneriert wird.

Im Stand der Technik sind auflerdem elektrochemische Verfahren zur Regenerierung von
Redoxcofaktoren beschrieben (z. B. in Miyawaki O., and Yano T. (1997) Electrochemical
bioreactor with regeneration of NAD" by rotating graphite disk electrode with PMS
adsorbed. Enzyme Microb. Technol. 14, 474-478 oder Maeda H., and Kajiwara S. (1985)
Malic acid production by an electrochemical reduction system combined with the use of
diaphorase and methylviologen. Biotechnol. Bioeng. 27(5), 596-602.). Prinzipiell sind solche
Verfahren dazu geeignet, den bei der Oxidation von Sorbitol zu Fructose reduzierten

Cofaktor zu regenerieren.

In einem besonderen Aspekt ist ein Verfahren gemil vorliegender Erfindung weiterhin
dadurch gekennzeichnet, dass D-Sorbitol im Schritt b) in einem enzymatischen Verfahren
unter Verwendung und Regenerierung der Redoxcofaktoren NAD*/NADH oder
NADP*/NADPH in D-Fructose iibergefiihrt wird, wobei bei der Regenerierungsreaktion, die
den reduzierten Redoxcofaktor wieder in seine urspriingliche oxidierte Form tiberfiihrt,
Sauerstoff, ein Aldehyd, ein Keton, ein Zucker oder eine Verbindung der allgemeinen

Formel

R,
OH

0

worin R, fiir eine geradkettige oder verzweigtkettige (C;-Cy4)-Alkylgruppe oder fiir eine (C;-
C,4)-Carboxyalkylgruppe steht, reduziert wird.

Eine besondere Ausfithrungsform des Verfahrens geméf vorliegender Erfindung ist dartiber

hinaus dadurch gekennzeichnet, dass die Schritte a) und b) im selben Reaktionsansatz ohne
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Isolierung des Zwischenprodukts D-Sorbitol erfolgen.

Unter der Formulierung ,,im selben Reaktionsansatz* werden Reaktionen verstanden, die in
einer Reaktionsmischung ablaufen, ohne dass Intermediate isoliert werden miissen. Die
Reaktionen konnen dabei simultan oder konsekutiv ablaufen. Die Formulierung schlief3t ein,
dass wihrend der Reaktion weitere Komponenten hinzugefiigt oder entfernt werden, wobei
aber Edukt, Intermediat(e) und Produkt des Reaktionswegs D-Glucose > D-Sorbitol > D-

Fructose bis zum Abschluss der Reaktion(en) in der Losung verbleiben.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform des erfindungsgeméfen Verfahrens ist daher dadurch

gekennzeichnet, dass die Schritte a) und b) gleichzeitig durchgefiihrt werden.

In einem weiteren Aspekt ist ein Verfahren gemif vorliegender Erfindung dadurch
gekennzeichnet, dass Gluconsdure(-lacton) wihrend der Reaktion(en), nach einem
Reaktionsschritt oder am Ende des Verfahrens abgetrennt wird, wobei das Verfahren zur
Abtrennung von Gluconséure(-lacton) vorzugsweise ausgewihlt ist aus der Gruppe
bestehend aus Ionenaustauscher-Chromatographie, Elektrodialyse, Membranfiltration und
Fiallung durch Bildung eines schwerl6slichen Salzes. Entsprechende Methoden sind einer
fachkundigen Person bekannt bzw. konnen der einschldgigen Literatur entnommen werden.
Eine Vorschrift fiir Elektrodialyse zur Isolierung von Gluconsiure bietet z. B. US 6,187,570.
Dort wird eine Methode beschrieben, durch die Derivate der Gluconsdure mittels
Elektrodialyse aus einem Fermentationsansatz oder einem zellfreien, biokatalytischen Ansatz
isoliert werden konnen. Zwischen Kathode und Anode werden abwechselnd mehrere
Anionen- und Kationen-Membranen angebracht. Der Block aus Kathode, Anode und den
Zwischenmembranen ist mit einem Elektrolyten gefiillt. Es gibt "Feed-Kompartimente", in
die die Losung, Fermentationsansatz oder zellfreier, biokatalytischer Ansatz eingebracht
werden. Auflerdem gibt es "Konzentrations-Kompartimente" in denen die Siduren
aufkonzentriert werden. Beide Kompartimente sind mit einer Anionen- und einer Kationen-
Membran voneinander getrennt. Wenn eine Spannung angelegt wird, so wandert die negativ
geladene Saure durch die Anionen-Membran in das Konzentrations-Kompartiment, wihrend
die ungeladenen Bestandteile der Losung im Feed-Kompartiment verbleiben. So wird die

Gluconsidure bzw. die Derivate dieser Sdure von neutralen Bestandteilen abgetrennt und
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aufkonzentriert.

Zur Verwendung von lonenaustauschern fiir die Entfernung von geladenen Verbindungen
aus wissrigen Losungen gibt es eine Vielzahl von Beispielen im Stand der Technik. Speziell

fiir Zuckerséduren seien hier US3935071 und WO2014076012A1 genannt.

Das Verfahren gemif vorliegender Erfindung wird in einem wéssrigen System, dem
gegebenenfalls ein Puffer zugesetzt wird, durchgefiihrt. Geeignete Puffer schlieen zum
Beispiel Acetat-, Kaliumphosphat-, Tris-HCI-, Triethanolamin und Glycin-Puffer zum
Beispiel mit einem pH-Wert von 5 bis 10,5, vorzugsweise von 6 bis 10 ein. Zusitzlich oder
alternativ kann eine Kontrolle des pH-Werts iiber die Messung des pH-Werts sowie eine
riickgekoppelte Zugabe von Sédure(n) oder Base(n) erfolgen. Zusitzlich oder alternativ
konnen dem System Ionen zur Stabilisierung der Enzyme, wie zum Beispiel Mg oder

sonstige Zusdtze wie zum Beispiel Glycerin zugesetzt werden.

Abhingig von den verwendeten Enzymen kann das Verfahren nach vorliegender Erfindung
bei Temperaturen von 10°C bis 70°C, vorzugsweise von 15°C, bis 55°C durchgefiihrt

werden.

Aufgrund der temperaturabhiingigen Loslichkeit von D-Glucose oder ggf. von Mischungen
der D-Glucose mit anderen Zuckern ist bei der Durchftihrung des Verfahrens die

Glucose-/Zucker-Konzentration jedenfalls der jeweiligen Reaktionstemperatur anzupassen.

Die vorliegenden Erfindung ist dadurch gekennzeichnet, dass eine Isomerisierung der D-
Glucose durch Reduktion zu D-Sorbitol erfolgt, das zur D-Fructose oxidiert wird, wobei zu
Beginn der Reaktion eine Mischung aus D-Glucose und D-Fructose vorliegt. Bestimmte
Ausfithrungsformen dieses Aspekts sind in den Reaktionsschemata in Fig. 2 oder Fig. 4

dargestellt.

Bei einem Verfahren gemif3 vorliegender Erfindung werden die enzymatischen
Redoxreaktionen zur Umsetzung von D-Glucose zu D-Sorbitol und D-Gluconséure sowie

zur weiteren Umsetzung des entstandenen D-Sorbitols zu D-Fructose bevorzugt durch solche
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Dehydrogenasen katalysiert, welche die Redoxcofaktoren NAD*/NADH und/oder
NADP*/NADPH verwenden.

Unter einer Glucose-Dehydrogenase versteht man im Rahmen der vorliegenden Erfindung
ein Enzym, das die Oxidation von D-Glucose zu D-Gluconsdure(-lacton) katalysiert und das
dabei eine zur umgesetzten Menge an D-Glucose im Wesentlichen dquimolare Menge an
Redoxcofaktor NAD(P)" zu NAD(P)H reduziert. Dabei muss dieses Enzym nicht zwingend
als ,,Glucose-Dehydrogenase* annotiert sein. Es kann auch ein Enzym mit einer anderen
Bezeichnung eingesetzt werden, vorausgesetzt es besitzt die messbare beschriebene
Aktivitét. Eine fachkundige Person kann ein fragliches Enzym mit einem einfachen
photometrischen Test auf die gesuchte Aktivitét hin iiberpriifen. Die Literatur enthilt viele
Vorschriften zur Aktivitditsmessung von Zucker-Oxidoreduktasen. Prinzipiell enthalten
solche Tests in wissriger Losung eine Puffersubstanz (z. B. Kaliumphosphat-Puffer oder
Triethanolamin-Puffer z. B. mit einem pH-Wert zwischen pH=6,0 und pH=10,0, im Beispiel
pH =70 - pH=8,0), das zu untersuchende Enzym in passender Verdiinnung (hier:
Glucosedehydrogenase), das betreffende Substrat (hier D-Glucose) in der gewiinschten
Konzentration (z. B. 5 % (w/v)), den passenden Redoxcofaktor NAD(P)+ oder NADPH (am
Beispiel Glucosedehydrogenase: NAD' oder NADP"). Durch die Reaktion kommt es zu
einem Verbrauch oder der Bildung von NAD(P)H (hier: Bildung). Dadurch kann die
Reaktion photometrisch bei 340 nm verfolgt werden (e=6220 M'cm™). Anhand der
Reaktionskinetik kann eine fachkundige Person die Aktivitit des Enzyms berechnen. Die
Enzym-Einheit 1 U entspricht dabei derjenigen Enzymmenge, die benétigt wird, um 1 pmol
Substrat pro min umzusetzen. Ein Vergleich mit bekannten Enzymen ist moglich, um die
Eignung des neuen Enzyms einzuschitzen. Die beschriebene Vorgehensweise kann analog

auch auf andere Zuckerdehydrogenasen angewandt werden.

Unter einer Glucose-Reduktase wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein Enzym
verstanden, welches die Reduktion von D-Glucose zu D-Sorbitol katalysiert und dabei eine
im zur umgesetzten Menge an D-Glucose im Wesentlichen dquimolare Menge an
Redoxcofaktor NAD(P)H zu NAD(P)" oxidiert. Dabei muss dieses Enzym nicht zwingend
als ,,Glucose-Reduktase* annotiert sein, vorausgesetzt es besitzt die messbare beschriebene

Aktivitdt. Dies ist insbesondere der Fall fiir Enzyme, die als ,,Xylose-Reduktase* annotiert
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sind, aber auch als Glucose-Reduktase funktionieren. Es wurde bereits gezeigt, dass
geeignete Xylose-Reduktasen verwendet werden konnen, um D-Glucose zu D-Sorbitol zu
reduzieren (z. B. Wang X. et al., Biotechnol. Lett., 2007, Volume 29, p 1409-1412).
Weiterhin sind einige Enzyme unter der Bezeichnung ,,Aldehyd-Reduktase* dazu geeignet,
D-Glucose zu D-Sorbitol zu reduzieren (z. B. die Aldehyd-Reduktase aus Galdieria
sulphuraria, siehe: Gross W., Seipold P., and Schnarrenberger C.(1997) Characterization
and Purification of an Aldose Reductase from the Acidophilic and Thermophilic Red Alga
Galdieria sulphuraria. Plant Physiol. 114(1), 231-236.).

Unter einer Sorbitol-Dehydrogenase versteht man im Rahmen der vorliegenden Erfindung
ein Enzym, das die Oxidation von D-Sorbitol zu D-Fructose katalysiert und das bevorzugt
dabei eine zur umgesetzten Menge an D-Sorbitol im Wesentlichen dquimolare Menge an
Redoxcofaktor NAD(P)* zu NAD(P)H reduziert. Dabei muss dieses Enzym nicht zwingend
als ,,Sorbitol-Dehydrogenase* annotiert sein. Es kann auch ein Enzym mit einer anderen
Bezeichnung eingesetzt werden, vorausgesetzt es besitzt die messbare beschriebene
Aktivitidt. Hier kann zum Beispiel eine Xylitol-Dehydrogenase aus Galactocandida
mastotermitis genannt werden. Diese kann neben der namensgebenden Aktivitit auch

Sorbitol zu Fructose oxidieren.

Geeignete Enzyme zur Reduktion von D-Glucose zu D-Sorbitol sind bekannt und schlieBen
z. B. Xylosereduktasen ein, die beispielsweise aus Candida tropicalis oder aus Candida

parapsilosis erhiltlich sind.

Geeignete Enzyme zur Oxidation von D-Glucose zu D-Gluconséure sind bekannt und
schlieBen z. B. Glucosedehydrogenasen ein, die beispielsweise aus Bacillus subtilis, Bacillus

megaterium oder Thermoplasma acidophilum erhiltlich sind.

Geeignete Enzyme zur Oxidation von D-Sorbitol zu D-Fructose sind bekannt und schlieen
z. B. Sorbitoldehydrogenasen ein, die beispielsweise aus Bacillus subtilis, Malus domestica,

Rhodobacter sphaeroides oder Galactocandida mastotermitis erhiltlich sind.
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Bei der Oxidation von D-Sorbitol zu D-Fructose werden verwendete Redoxcofaktoren
vorzugsweise im selben Reaktionsansatz durch mindestens ein weiteres Redoxenzym ggf.

unter Verbrauch von Co-Substrat(en) regeneriert.

Als Co-Substrate werden Substanzen bezeichnet, die bei der Regenerierung von
NAD/NADH und/oder NADP*/NADPH (oder anderer Redoxcofaktoren) reduziert oder
oxidiert werden. Geeignete Co-Substrate kénnen bei einem Verfahren nach vorliegender
Erfindung zur Oxidation von D-Sorbitol zu D-Fructose zum Einsatz kommen und schlieen
beispielsweise Ketone (z. B. Aceton), Aldehyde (z. B. Acetaldehyd), Brenztraubensidure und
deren Salze und/oder Sauerstoff ein. Bei der Umwandlung von D-Glucose zu D-Sorbitol und
D-Gluconsidure wird kein externes Co-Substrat benétigt, da die Redoxcofaktoren durch die

beiden Reaktionen jeweils gegenseitig regeneriert werden.

NAD(P)H-Oxidasen sind einer fachkundigen Person bekannt. Geeignete NAD(P)H-
Oxidasen sind zum Beispiel erhiltlich aus Leuconostoc mesenteroides, Streptococcus
mutans, Clostridium aminovalericum. Diese NAD(P)H-Oxidasen teilen die Eigenschaft, dass
als Reaktionsprodukt Wasser entsteht. Es konnen prinzipiell aber auch NAD(P)H-Oxidasen
eingesetzt werden, bei denen als Reaktionsprodukt Wasserstoffperoxid H,O, entsteht. Solche
Enzyme sind z. B. erhiltlich aus Brevibacterium sp. oder Thermotoga maritima. Es besteht
dabei die Gefahr, dass Wasserstoffperoxid akkumuliert und Enzyme schédigt. Deswegen ist

allgemein der Zusatz einer Katalase iiblich. Diese setzt H,O, zu Wasser und Sauerstoff um.

Enzyme konnen in einem Verfahren gemif vorliegender Erfindung als solche,
gegebenenfalls in der Form von Zell-Lysaten, gegebenenfalls als rekombinant
iberexprimierte Proteine, beispielsweise als in E. coli rekombinant tiberexprimierte Proteine
verwendet werden, wobei weiterhin bevorzugt die entsprechenden Zell-Lysate ohne weitere
Aufreinigung eingesetzt werden konnen. Je nach dem zu produzierenden Enzym konnen
auch andere Mikroorganismen zur Expression eingesetzt werden, z. B. Mikroorganismen,
die einer fachkundigen Person bekannt sind. Feste Bestandteile der jeweiligen
Mikroorganismen konnen in einem Verfahren gemil vorliegender Erfindung entweder
abgetrennt werden oder in der Reaktion mit eingesetzt werden (z. B. Ganzzell-

Biokatalysatoren). Es konnen auch Kulturiiberstinde oder Lysate von Mikroorganismen
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eingesetzt werden, die ohne rekombinante DNA-Technologie bereits ausreichende Enzym-
Aktivitdten aufweisen. In einem Verfahren gemif vorliegender Erfindung konnen sowohl
Enzyme als auch Redoxcofaktoren entweder in 18slicher Form oder an Feststoffe

immobilisiert zum Einsatz kommen.

Die Begriffe ,,Gluconsdure* und ,,Gluconsédurelacton werden synonym verwendet. Die
Nennung eines der Begriffe schlie3t den jeweils anderen mit ein. Das Gleichgewicht
zwischen Gluconsiure und Gluconséurelacton in wissrigen Losungen ist von pH-Wert der
Losung abhéngig. Wihrend einer biokatalytischen Reaktion nach vorliegendem Verfahren
kann es von Vorteil sein, den pH-Wert wihrend der Reaktion konstant zu halten. Dies kann
z. B. durch eine ausreichende Pufferkonzentration oder durch (riickgekoppelte) Zugabe von
Sduren oder Basen, wie z. B. Natronlauge, Natriumhydrogencarbonat, Natriumcarbonat oder

Calciumcarbonat erfolgen.

Die Nennung einer Sdure oder des Salzes einer Sdure schliefit hier den jeweils nicht
genannten Begriff ein. Ebenfalls schlie3t die Nennung von Sduren hier alle davon
abgeleiteten Ester mit ein. Weiter sind hier (partiell) mit Schutzgruppen versehene

Verbindungen bei der Nennung der zugrundeliegenden Substanzen mit eingeschlossen.

In einem Verfahren gemif vorliegender Erfindung liegt D-Glucose tiblicherweise in der
wissrigen Reaktionsmischung in einer Konzentration von =5 % (w/v) D-Glucose vor,
bevorzugt > 10 % (w/v) D-Glucose, insbesondere bevorzugt > 15 % (w/v) D-Glucose, wobei
eine Konzentration von 50 % (w/v), vorzugsweise 40 % (w/v), insbesondere bevorzugt 35 %
(w/v) nicht tiberschritten werden sollte. Die Konzentrationsbereiche gelten auch fiir die
Mischung von D- Glucose und D-Fructose. Hierbei beziehen sich die genannten

Konzentrationen auf die Summe aller geldsten Zucker.

Der beispielsweise nach der Spaltung von Saccharose oder nach der Herstellung von
Glucose-Fructose-Sirup (z. B. mittels Glucose-Isomerase) enthaltene D-Glucose-Anteil kann
in einem besonderen Aspekt des Verfahrens gemif vorliegender Erfindung je zur Hilfte zu

D-Sorbitol und zu D-Gluconsdure(-lacton) umgewandelt werden. Entstandenes D-Sorbitol
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wird weiter zu D-Fructose oxidiert, wodurch es zu einer Erhchung des Anteils von D-

Fructose am Gesamt-Zuckergehalt kommt.

Gluconsiure(-lacton), welche nach einem Verfahren gemil vorliegender Erfindung
hergestellt wird, kann aus der Reaktionsmischung abgetrennt werden. Dies kann direkt nach
oder wihrend des Schrittes erfolgen, bei dem Gluconsédure erzeugt wird oder aber erst nach
einer oder mehreren weiteren enzymatischen Umsetzungen in der Mischung. Einer
fachkundigen Person sind dazu verschiedene Methoden bekannt, wie z. B. Ionenaustauscher-
Chromatographie, Elektrodialyse, Membranfiltration und Féllung durch Bildung eines
schwerloslichen Salzes. Diese sind in der Literatur umfassend beschrieben. In der Folge

werden exemplarische Beispiele beschrieben.

In US 6,284,904 wird eine Methode beschrieben, die der Entfernung organischer Sauren, wie
zum Beispiel Succinat, aus industriellen Losungen wie Fermentationsansétzen oder
Hydrolysaten dient. Hierbei wird die Losung tiber einen Anionen-Austauscher gegeben und
dieser unter Bedingungen gewaschen bei denen die organischen Siduren nicht eluiert werden.
Im Anschluss werden die organischen Siduren durch Zugabe stirkerer, anorganischer
Anionen eluiert. So konnen organische Anionen aus einer komplexen Losung, wie z. B.

einem Hydrolysat, isoliert und auch aufkonzentriert werden.

In US 6,187,570 wird eine Methode beschrieben, durch die Derivate der Gluconsidure mittels
Elektrodialyse aus einem Fermentationsansatz oder einem zellfreien, biokatalytischen Ansatz
isoliert werden konnen. Zwischen Kathode und Anode werden abwechselnd mehrere
Anionen- und Kationen-Membranen angebracht. Der Block aus Kathode, Anode und den
Zwischenmembranen ist mit einem Elektrolyten gefiillt. Es gibt "Feed-Kompartimente", in
die die Losung, Fermentationsansatz oder zellfreier, biokatalytischer Ansatz eingebracht
werden. Auflerdem gibt es "Konzentrations-Kompartimente" in denen die Siduren
aufkonzentriert werden. Beide Kompartimente sind mit einer Anionen- und einer Kationen-
Membran voneinander getrennt. Wenn eine Spannung angelegt wird, so wandert die negativ
geladene Saure durch die Anionen-Membran in das Konzentrations-Kompartiment, wihrend
die ungeladenen Bestandteile der Losung im Feed-Kompartiment verbleiben. So wird die

Gluconsidure bzw. die Derivate dieser Sdure von neutralen Bestandteilen abgetrennt und
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aufkonzentriert.

D-Fructose, die nach einem Verfahren gemal vorliegender Erfindung hergestellt wurde,
kann z. B. als wiissrige Losung wie z. B. als Sirup bereitgestellt oder aus der Losung isoliert
werden. Eine besondere Ausfithrungsform des Verfahrens nach vorliegender Erfindung ist
dadurch gekennzeichnet, dass D-Fructose, die gemil vorliegender Erfindung gewonnen
wird, isoliert wird, insbesondere in kristallisierter Form. Vorschriften zu Kristallisation von
Fructose konnen aus dem Stand der Technik entnommen werden (z. B. EP 293 680 B1,

EP 613 954B1, US 4,895,601, US 5,047,088).

In einem besonderen Aspekt wird bei einem Verfahren gemif vorliegender Erfindung die
Mischung aus D-Glucose und D-Fructose durch enzymatische oder nicht-enzymatische
Spaltung von Saccharose, vorzugsweise durch enzymatische Spaltung von Saccharose,
beispielsweise mit einer Invertase gewonnen, wobei die enzymatische Spaltung von
Saccharose entweder in einem vorgelagerten separaten Schritt erfolgen kann oder aber im
gleichen Reaktionsansatz wie die folgenden Redoxreaktionen. Es ist dabei moglich, zuerst
die Saccharose mittels Invertase komplett zu spalten. Ebenfalls ist es moglich, schon
wihrend der laufenden Invertase-Reaktion an der freigesetzten Glucose die

erfindungsgeméfBen Redoxreaktionen durchzufiihren.

Da durch das Verfahren gemal vorliegender Erfindung sehr reine D-Fructose hergestellt
werden kann, eignet sich diese Fructose fiir weitere Umsetzungen zu Grundchemikalien.
Diese sind somit aus regenerativen Quellen zugénglich. Eine mdogliche solche Umsetzung ist
die Herstellung von Hydroxymethylfurfural (HMF). Der Ablauf eines solchen Verfahrens
kann z. B. WO 2013/117585 Al entnommen werden. HMF kann beispielsweise weiter zu
Furandicarbonsidure (FDCA) umgesetzt werden. Dazu gibt es im Stand der Technik
veroffentlichte Methoden (z. B. siche WO 2015/193364 A1). FDCA ist ein wichtiger
Grundstoff zur Herstellung von Polymeren aus regenerativen Quellen. Beispielsweise kann
FDCA zur Herstellung des Kunststoffs Polyethylenfuranoat (PEF) eingesetzt werden. Dieser
kann als Ersatz fiir Polyethylenterephthalat (PET) dienen und ist diesem in manchen

Eigenschaften sogar iiberlegen. Ein Einsatzgebiet fiir PEF ist z. B. die Herstellung von
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Verpackungsmaterial wie zum Beispiel Flaschen, welche beispielsweise zur Verpackung von

Getrianken, Kosmetika, Reinigungsmitteln etc. verwendet werden konnen.

Abkiirzungen

h Stunde(n)

HPLC High-performance liquid chromatography
IPA Isopropylalkohol (2-Propanol)

MeOH Methanol

PET Polyethylenterephthalat

PEF Polyethylenfuranoat

RID refractive index detector
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Beschreibung der Abbildungen

Fig. 1
Schematische Darstellung der Reaktionen von D-Glucose zu D-Gluconsédure(-lacton) und D-
Sorbitol. Als Enzyme konnen zum Beispiel eine Xylosereduktase mit Glucosereduktase-

Aktivitit (,,XR*) und eine Glucosedehydrogenase (,,GluDH*) verwendet werden.

Fig. 2

Schematische Darstellung der Reaktionen von D-Glucose zu D-Gluconsédure(-lacton) und D-
Sorbitol sowie die weitere Oxidation von D-Sorbitol zu D-Fructose. Als Enzyme kénnen
zum Beispiel eine Xylosereduktase mit Glucosereduktase-Aktivitit (,,XR*) und eine
Glucosedehydrogenase (,,GluDH*) sowie eine Sorbitoldehydrogenase (,,SDH*) verwendet

werden.

Fig. 3

Schematische Darstellung der Reaktionen von D-Glucose zu D-Gluconsédure(-lacton) und D-
Sorbitol in Gegenwart von D-Fructose. Beispiel einer Mischung von gleichen Teilen D-
Glucose und D-Fructose. Sowohl mit einem geringeren als auch mit einem hoheren Anteil
von Fructose kann die Reaktion analog durchgefiihrt werden. Als Enzyme konnen zum
Beispiel eine Xylosereduktase mit Glucosereduktase-Aktivitit (,,XR*) und eine

Glucosedehydrogenase (,,GluDH*) verwendet werden.

Fig. 4

Schematische Darstellung der Reaktionen von D-Glucose zu D-Gluconsédure(-lacton) und D-
Sorbitol in Gegenwart von D-Fructose sowie die weitere Oxidation von D-Sorbitol zu D-
Fructose. Beispiel einer Mischung von gleichen Teilen D-Glucose und D-Fructose. Sowohl
mit einem geringeren als auch mit einem hoheren Anteil von Fructose kann die Reaktion
analog durchgefithrt werden. Als Enzyme kénnen zum Beispiel eine Xylosereduktase mit
Glucosereduktase- Aktivitit (,,XR*) und eine Glucosedehydrogenase (,,GluDH*) sowie eine
Sorbitoldehydrogenase (,,SDH*) verwendet werden.
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Fig. 5

Reaktionsschema der Redoxreaktionen von D-Glucose zu D-Gluconsiure(-lacton) und D-
Sorbitol. Es sind die enzymatischen Reaktionen unter Verwendung von Redoxcofaktoren
dargestellt, sowie die gegenseitige Regenerierung der Redoxcofaktoren. Eine weitere

Umsetzung des entstandenen Sorbitols zu Fructose ist moglich.
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Beispiele

Alle Temperaturangaben sind in Grad Celsius (°C).

Beispiel 1

Umwandlung von D-Glucose zu D-Gluconséiure(-lacton) und D-Sorbitol in einer
Mischung enthaltend D-Fructose

Es wurde folgende Reaktionsmischung hergestellt: dH,O: Rest zu 500 ul Gesamtvolumen;
50 mM Triethanolaminpuffer pH 8.0 (eingestellt mit HCI); 5 % (w/v) D-Glucose; 5 % (w/v)
D-Fructose; 0.2 mM NADP"; 5 U Xylose-Reduktase (aus Candida parapsilosis,
rekombinant exprimiert in E. coli, Zellsuspension); 5 U Glucose-Dehydrogenase (aus
Bacillus subtilis, rekombinant exprimiert in E. coli, Zell-Lysat); 10 mg CaCOs. Die Reaktion
wurde in einem Glasreaktionsgefdl durchgefiihrt, wobei der Deckel nicht vollstindig
verschlossen war, um ein Entweichen von evtl. entstehendem CO, zu erméglichen. Es wurde
fiir 24 h unter Schiitteln inkubiert (Eppendorf Thermomix; 25°C; 800 rpm). Eine Analyse
wurde mittels HPLC durchgefiihrt (Agilent 1200 Series, Siule: Phenomenex Rezex™™ RCM-
Monosaccharide Calcium 300 x 7.8 mm (80°C), Detektor: RID (50°C), Laufmittel: H,O
HPLC grade 0.5 ml/min). Dabei wurde festgestellt, dass Fructose weiterhin zu ca. 5 % [w/V]
in der Losung vorhanden war. Anhand des entstandenen Sorbitols wurde der Umsatz der
Glucose auf >90 % bestimmt (relativ zur urspriinglich vorhandenen Glucose). Zusétzlich

wurde die Bildung von Gluconsidure nachgewiesen.

Beispiel 2

Umwandlung von D-Sorbitol zu D-Fructose in einer Mischung enthaltend D-Gluconat
und D-Fructose

Es wurde folgende Reaktionsmischung hergestellt: dH,O: Rest zu 500 ul Gesamtvolumen;
50 mM Triethanolaminpuffer pH 8,0 (eingestellt mit HCI); 2,5 % (w/v) Natrium-D-
Gluconat; 2,5 % (w/v) D-Sorbitol; 5 % (w/v) D-Fructose (eine solche Zusammensetzung von
Fructose, Sorbitol und Gluconsdure kann z. B. ndherungsweise durch eine Reaktion nach
Beispiel 1 erhalten werden); 0.2 mM NAD™; 10 U NADH-Oxidase (aus Clostridium
aminovalericum, rekombinant exprimiert in E. coli, Zellsuspension); 12,5 U Xylitol-

Dehydrogenase (aus Galactocandida mastotermitis, hier eingesetzt als Sorbitol-
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Dehydrogenase, rekombinant exprimiert in E. coli, Zellsuspension). Die Reaktion wurde in
einem Glasreaktionsgefdl durchgefiihrt. Dieses wurde fiir 24 h unter Schiitteln inkubiert
(Eppendorf Thermomix; 20°C; 800 rpm). Um die Zufuhr von Luft-Sauerstoff zu
ermoglichen wurde das Reaktionsgefil mit Alufolie verschlossen, in die mehrere Locher
gestochen wurden. Die Analytik erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. Der Umsatz von
Sorbitol zu Fructose (relativ zum urspriinglich vorhandenen Sorbitol) betrug > 99 % (w/w).
Durch die Reaktion erhohte sich die Fructose-Konzentration auf ca. 7,5 % (w/v).

D-Gluconsdure war nach wie vor in der Losung enthalten.

Beispiel 3 - Umsetzung einer Mischung von Glucose und Fructose zu Fructose —
parallele Durchfiihrung der Umsetzung von Glucose sowie der Oxidation des

entstandenen Sorbitols in ,,one pot*

Es wurde folgende Reaktionsmischung hergestellt: ddH20 (ad 500 pl), Calciumcarbonat (15
mg), 500 mM TEA/NaOH-Puffer 8.0 (50 pl), Glucose (25 mg), Fructose (25 mg), 10 mM
NAD+ (20 ul), 10 mM NADP+ (10 ul), NADPH-abhingige Xylose-Reduktase (ca. 4 U),
NADP-abhingige Glucose-Dehydrogenase (ca. 5 U), NADH-abhingige NADH-Oxidase (ca.
10 U), NAD-abhingige Sorbitol-Dehydrogenase (ca. 5 U). Die Reaktionsmischung wurde in
einem 1.5 ml Glasgefal mit Gas-durchldssigem Deckel fiir 16 h inkubiert (Eppendorf
Thermomixer 20°D, 850 rpm). Die Reaktionsprodukte wurden mittels HPLC analysiert
(Agilent 1200 Series, Sdule Phenomenex Rezex RCM Monosaccharide Ca 300 x 7.8 mm).
Die Fructose-Konzentration stieg von anfanglich 5 % (w/v) auf 6.9 % (w/w). Es wurde
daneben ein nahezu vollstindiger Verbrauch der Glucose nachgewiesen. Das
Zwischenprodukt Sorbitol war nur in Spuren nachzuweisen, weshalb davon auszugehen ist,

dass es kontinuierlich weiter zum Endprodukt Fructose umgesetzt wurde.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Umwandlung von D-Glucose, umfassend einen Schritt a), in dem ein Teil
der D-Glucose enzymatisch zu D-Gluconséure(-lacton) oxidiert wird und ein dazu im
Wesentlichen dquimolarer Teil der D-Glucose enzymatisch zu D-Sorbitol reduziert wird,
wobei neben D-Glucose auch D-Fructose in der Reaktionsmischung des Schrittes a)
vorhanden ist und wobei das Verfahren einen weiteren Schritt b) umfasst, in dem im
Schritt a) aus der D-Glucose entstandenes D-Sorbitol enzymatisch zu D-Fructose oxidiert

wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktionsmischung im
Schritt a) mit einer Glucose-Dehydrogenase und einer Xylose-Reduktase mit Glucose-
Reduktase- Aktivitdt oder mit einer sonstigen Glucose-Reduktase in Kontakt gebracht

wird.

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass im
Schritt b) das D-Sorbitol zur enzymatischen Oxidation mit einer Sorbitol-Dehydrogenase

in Kontakt gebracht wird, wobei D-Sorbitol zu D-Fructose oxidiert wird.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Redoxcofaktor(en) NAD(P)* und/oder NAD(P)H in der Reaktionsmischung des Schrittes

a) und/oder der Reaktionsmischung des Schrittes b) vorhanden sind.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass bei
der Umsetzung von D-Sorbitol zu D-Fructose im Schritt b) entstandener reduzierter
Redoxcofaktor NAD(P)H parallel kontinuierlich enzymatisch wieder in seine oxidierte

Ausgangsform zuriickgefithrt wird.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens ein Redoxcofaktor bei der Umsetzung von D-Sorbitol zu D-Fructose im

Schritt b) im selben Reaktionsansatz durch mindestens ein weiteres Redoxenzym,
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insbesondere ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus Alkoholdehydrogenasen,
Zuckerdehydrogenasen, NAD(P)H-Oxidasen, Hydrogenasen oder Laktatdehydrogenasen
unter Verbrauch von Co-Substraten, insbesondere Ketonen, Aldehyden, Zuckern,
Brenztraubensédure und deren Salze und/oder Sauerstoff bzw. unter Erzeugung von

Wasserstoff, regeneriert wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass D-
Sorbitol im Schritt b) in einem enzymatischen Verfahren unter Verwendung und
Regenerierung der Redoxcofaktoren NAD*/NADH oder NADP*/NADPH in D-Fructose
ibergefiihrt wird, wobei bei der Regenerierungsreaktion, die den reduzierten
Redoxcofaktor wieder in seine urspriingliche oxidierte Form tiberfiihrt, Sauerstoff, ein

Aldehyd, ein Keton, ein Zucker oder eine Verbindung der allgemeinen Formel

R,
OH

0

worin R, fiir eine geradkettige oder verzweigtkettige (C;-C4)-Alkylgruppe oder fiir eine

(C;-C4)-Carboxyalkylgruppe steht, reduziert wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Schritte a) und b) im selben Reaktionsansatz ohne Isolierung des Zwischenprodukts D-

Sorbitol erfolgen.

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Schritte a) und b)

gleichzeitig durchgefiihrt werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
Gluconséure(-lacton) wihrend der Reaktion(en), nach einem Reaktionsschritt oder am
Ende des Verfahrens abgetrennt wird, wobei das Verfahren zur Abtrennung von
Gluconsiure(-lacton) vorzugsweise ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus

Ionenaustauscher-Chromatographie, Elektrodialyse, Membranfiltration und Fillung
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durch Bildung eines schwerloslichen Salzes.

Verfahren gemif einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass

D-Fructose, die gewonnen wird, isoliert wird, insbesondere in kristallisierter Form.

Verfahren gemif einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
die Mischung aus Glucose und Fructose durch enzymatische oder nicht-enzymatische
Spaltung von Saccharose, vorzugsweise durch enzymatische Spaltung von Saccharose,
beispielsweise mit einer Invertase gewonnen wird, wobei die enzymatische Spaltung von
Saccharose entweder in einem vorgelagerten separaten Schritt erfolgen kann oder aber

im gleichen Reaktionsansatz wie die folgenden Redoxreaktionen.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
D-Fructose im Schritt a) bei der Umsetzung von D-Glucose zu Gluconsédure(-lacton)

bzw. Sorbitol im Wesentlichen unverindert bleibt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der
Anteil der D-Fructose in der Mischung enthaltend D-Glucose und D-Fructose bezogen
auf die Gesamtsumme von Glucose und Fructose zwischen 10 % (w/w) und 95 % (w/w),
bevorzugt zwischen 35 % (w/w) und 90 % (w/w), insbesondere bevorzugt zwischen

40 % (w/w) und 60 % (w/w) betrigt.
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