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Menetelmd isoglukoosin valmistamiseksi
Forfarande f6r framstillning av isoglukos

Keksintd kohdistuu menetelmidn glukoosia ja fruktoosia si-
sdltdvédn liuoksen valmistamiseksi siten, ettd glukoosia
sisdltdvd liuos muunnetaan Sil0p-kantoaineeseen perustuen
valmistetulla katalysaattorilla, jolla on glukoosi-isomeraa-

siaktiivisuutta.

Tamankaltainen menetelmi tunnetaan patenttijulkaisun DE-C-
3 148 603 perusteella. Tamin kirjallisuuslidhteen mukaan
tunnettujen, Si0jy-kantoaineeseen perustuen valmistettujen,
kantoaineessa olevien katalysaattorien, joilla on glukoosi-
isomeraasiaktiivisuutta, tuottavuutta voidaan parantaa huo-
mattavasti, kun ennen kantoaineessa olevalla katalysaatto-
rilla suoritettavaa muuntamista t&imi glukoosia sisiltava
liuos saatetaan kosketuksiin Si0pz:sta tai alumiinisilikaa-

tista valmistettujen puristeiden kanssa.

Tamidn keksinndn tavoitteena on saada aikaan muita mahdolli-
suuksia tunnettujen, Si0jy-kantoaineessa olevien katalysaat-
torien, joilla on glukoosi-isomeraasiaktiivisuutta, tuotta-
vuuden kohottamiseksi.

Kasitteilld "Si0p-kantoaineeseen perustuen valmistettu kata-
lysaattori, jolla on glukoosi-isomeraasiaktiivisuutta" tai
"tunnetut, Si0js-kantoaineessa olevat katalysaattorit, joilla
on glukoosi-isomeraasiaktiivisuutta™ tarkoitetaan sellaisia
katalysaattoreita, joissa glukoosi-isomeraasientsyymii on
saatu pidattymdidn (esimerkiksi yhteissaostuksen avulla) tai
kiinnittym&in (esimerkiksi adsorptiivisella sitoutumisella
tai kovalenttisella sidoksella, tai muodostamalla entsyymis-
td ja kantoaineesta verkkomainen rakenne) johonkin Si0j:een,
kuten huokoiseen silikageeliin, perustuvaan kantoaineeseen

tai jonkin t&llaisen kantoaineen pinnalle. N&illid kasitteil-
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14 tarkoitetaan mieluiten sellaisia katalysaattoreita, jois-
sa glukoosi-isomeraasientsyymi on sidottu huokoiseen silika-
geeliin adsorptiivisesti tai kovalenttisesti tai se on saatu
pidattymdin taman huokoisen silikageelin pinnalle muodosta-
malla entsyymistd 3ja kantoaineesta verkkomainen rakenne,
jolloin t&mankaltaisten sitomismenetelmien yhdistelmiédkin
voidaan kayttda. Tidssd mielessd suositeltavimmat katalysaat-
torit tunnetaan esimerkiksi patenttijulkaisun DE-C-2 726 188

perusteella.

Keksinnén tavoitteen mukainen toinen mahdollisuus tuotta-
vuuden parantamiseksi k&sittdad keksinnén mukaisesti $i03:n
lisididmisen tahan glukoosia sisdltdvéédn liuokseen oheisten

patenttivaatimusten madrittdmédlla tavalla.

Si0y:ta voidaan t&lldin lisétd millaisessa muodossa tahansa,
kunhan se vain on riittadvdn vesiliukoista, ja kunhan té&man
Si0;:n kanssa glukoosiliuokseen joutuneet vieraat ionit
eivat vaikuta haitallisesti entsyymin aktiivisuuteen. Mikali
niin saatua glukoosi-fruktoosi-liuosta ei erityisemmin puh-
disteta, esimerkiksi ioninvaihdolla, ennen sen kayttoa edel-
leen, niin huomiota tulisi kiinnittd& siihen, etteivat
$i0,:n mukana liuokseen mahdollisesti joutuneet vieraat
ionit haittaa tamin glukoosi-fruktoosi-liuoksen myShempaa
kdyttda. Erityisen hyviksi ovat osoittautuneet alkalimetal-
lisilikaatit.

Si0,:n lisdtty maard ei ole erityisen kriittinen. Jotta
patenttijulkaisun DE-C-3 148 603 mukaisessa, tunnetussa
menetelmidssa esitetyn suuruinen tuottavuuden paraneminen
saavutettaisiin, ei lisdtyn mdadrdn tulisi alittaa 30 ppm:&a.
Edullisesti tahian glukoosiliuokseen lisdtd&n Si0j:ta maara-

nia, joka on 30 ja 80 ppm:n vdlilla.

Si0,:n lisd&dminen on erityisen yksinkertaista ja taloudel-
lista, mikali kaytet@adn vesilasi-liuosta, mieluiten natron-

vesilasin liuosta.
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Mit3 tuottavuuden paranemiseen tulee, timin keksinndn mukai-
sesti tydskenneltdessd saavutetaan sellaisia arvoja, joihin
pddstdan myos patenttijulkaisun DE-C-3 148 603 mukaisella
menetelmdllad. Yllattdvdsti kuitenkin Sil0j,:n lisdykselld, sen
sijaan, ettda liuos saatettaisiin edeltd kadsin kosketuksiin
Si0p:sta tai alumiinisilikaatista valmistettujen puristeiden
kanssa, on edullinen vaikutus katalysaattorin stabiilisuu-
teen seisokkien aikana. Nimittdin on osoittautunut, etti
tunnettujen menetelmien, olivatpa ne patenttijulkaisun DE-C-
3 148 603 mukaisia tai muita menetelmid, mukaisesti tyodsken-
neltdessd katalysaattorin aktiivisuus seisokkien aikana,
johtuvatpa nidmad seisokit sdhkokatkoksista tai muista hairi-
Oistd, heikkenee irreversiibelisti, mikdli ei huolehdita
siita, ettd katalysaattori jaddahdytetdin mahdollisimman nope-
asti huoneen ldmpétilaan. Toisaalta esimerkiksi sdhkodkatkon
aikana eivadt ainoastaan pumput pysdhdy, vaan myds kuumennin
substraatin lammittamiseen lakkaa toimimasta. Kuitenkin
katalysaattorin ja sitd ympdardivan substraattiliuoksen lam-
pokapasiteetti estdd tamdn vdlttamdttomdn nopean jadhtymisen
ja riittdd vahingoittamaan katalysaattoria. Tallaisten va-
hingoittumisten vdlttdmiseksi on varotoimenpiteend kadytettd-
vd esimerkiksi siahkdn varageneraattoria, jotta toimintakat-
kosten sattuessa reaktorin lapi voidaan pumpata kylmda subs-
traattiliuosta, tdten herkdn katalysaattorin valttamattomén
nopean jadhdyttamisen mahdollistamiseksi. Kuitenkin keksin-
non mukaisesti tydskenneltdessd voidaan tdllaisista varotoi-

menpiteistd luopua tdysin.

Keksinndn mukainen menetelmd toteutetaan, erityisesti tyods-
kentelytavan ollessa jatkuvatoiminen, tarkoituksenmukaisesti
siten, ettd glukoosin vesiliuokseen, jonka kuiva-ainepitoi-
suus on noin 40-50 paino-%, lisdtdan keksinndn mukaisella
tavalla Si0Oj:ta, tdmdn liuoksen pH asetetaan sellaiseen
arvoon, joka soveltuu kantoaineessa olevalle glukoosi-iso-
meraasientsyymille, ja tamd liuos lammitetdan kantoaineessa
olevalle glukoosi-isomeraasientsyymille sopivaan isomeroin-

tiladampotilaan. Ndin esikdsitelty glukoosiliuos pumpataan
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sellaisen reaktorin l&dpi, joka reaktori on tiytetty S5i0p-
kantoaineessa olevalla katalysaattorilla, jolla on glukoosi-
isomeraasiaktiivisuutta. Reaktorista ulosvirtaavan glukoosi-
fruktoosi-liuoksen fruktoosipitoisuutta tarkkaillaan jatku-
vasti tai sd&nndllisin v&dliajoin, esimerkiksi polarimetri-
selld analyysilld tai HPLC:n avulla. Se tilavuusnopeus
(v/vh = glukoosiliuoksen tilavuus katalysaattorin vaatimaa
reaktoritilavuutta kohden tunnissa), jolla katalysaattoria
ajetaan, asetetaan t3115in sellaiseksi, ettid ulosvirtaavan
liuoksen fruktoosipitoisuus, kuiva-aineeseen perustuen ja
taman pitoisuuden vaihteluvdlin pysyessid pienempinid kuin
esimerkiksi +1 %-yksikkdd, on vakio, esimerkiksi 42 paino-%.
Koska katalysaattori k&dyttdajasta ja erityisesti kidyttdlam-
potilasta riippuen jatkuvasti menettii aktiivisuuttaan,
tarkoittaa tdméd sitd, ettd tdtd tilavuusnopeutta on jatku-
vasti pienennettidvd vakiona pysyvidn isomeroitumisasteen
saavuttamiseksi. Tdmd isomeroitumisaste ilmoittaa t&lldin
prosentteina niiden fruktoosimolekyylien lukumiddrin sataa
lédht6liuoksen sisdltamdd glukoosimolekyylid kohden sen jal-
keen, kun t&md liuos on virrannut reaktorin ldpi ja kun
muuntuminen katalysaattorin vaikutuksesta on tapahtunut,
jotka fruktoosimolekyylit ulosvirtaava glukoosi-fruktoosi-
liuos sis&dltdd. Aina tdmdn glukoosiliuoksen valmistamiseen
kdytetyn glukoosin puhtaudesta tai vaihtoehtoisesti laadusta
riippuen on katalysaattoria ajettava sellaisella tilavuus-
nopeudella, jolla isomeroitumisasteeksi saavutetaan noin
44-47%, jotta ulosvirtaavan glukoosi-fruktoosi-liuoksen
fruktoosipitoisuudeksi saavutettaisiin mainittu arvo 42

paino-% kuiva-aineesta.

Mik&dli kantoaineessa olevan katalysaattorin, jolla on glu-
koosi-isomeraasiaktiivisuutta, valmistuksessa kadytettiin
Streptomyces albus-bakteerista perdisin olevaa glukoosi-
isomeraasientsyymid, niin t3118in glukoosiliuoksen pH:n
asettaminen arvoon noin 7,0-8,5 ja glukoosiliuoksen lammit-
tdminen noin 55-65 ©C:n lidmpdtilaan on osoittautunut eri-

tyisen edulliseksi.
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Lisdksi kdytettdessi Streptomyces albus-bakteerin glukoosi-
isomeraasientsyymis on Co(II)- ja Mg(II)-ionien lisi&minen
tdhdn glukoosiliuokseen noin 0,1-2 ppm Co(II)- ja noin
10-200 ppm Mg(II)-ioneja olevina mddrind, tarkoituksenmu-
kaisesti ndiden ionien vesiliukoisina suoloina kuten esimer-
kiksi kloridina tai sulfaattina, osoittautunut edistivin
isomeroitumista.

Edelleen jonkin hapettumista estdvin aineen stabiloivan
madrdn lisd3minen, mieluiten S02:n lisdédminen 100-600 ppm:aa
olevana mddrdnd ja alkalimetallisulfiitin tai -bisulfiitin

muodossa, on myds edullista.

Ennenkuin saatu glukoosi-fruktoosi-liuos johdetaan lopulli-
seen kdyttoonsid, on edelleen suositeltavaa poistaa tasta
glukoosi~-fruktoosi-liuoksesta epadtoivotut, mahdollisesti
esimerkiksi makuun haitallisesti vaikuttavat ioniset kompo-
nentit kationin- ja anioninvaihtajilla. Tamid liuos voidaan
myos mahdollisesti haihduttaa siirapiksi. Markkinoilla t&l-
laista siirappia k&sitelliin nimikkeelli isosiirappi, iso-

meroosi tai isoglukoosi.
Seuraavat esimerkit havainnollistavat tatd keksintoi.

Esimerkki 1
Yleisesimerkki

Kaikissa esimerkeissi kdytettiin "Si0j-kantoaineeseen perus-
tuen valmistettuna katalysaattorina, jolla on glukoosi-
isomeraasiaktiivisuutta” katalysaattoria, joka oli valmis-
tettu patenttijulkaisun DE-C-2 726 188 mukaisesti. Tata
katalysaattoria laitettiin kulloinkin 5 g reaktoriin. Taman
reaktorin lapi virtasi glukoosi-liuosta, joka oli lammitetty
60 OC:n lampdtilaan. Tilavuusnopeus (katalysaattorin tarvit-
seman reaktoritilavuuden suhteen) asetettiin siten, etta
isomeroitumisaste oli koko kayttéajan vakio, 46,5%. Ulos-
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virtaavan substraattiliuoksen isomeroitumisaste mitattiin
polarimetrisesti. Toisistaan erillddn tarkasteltuina kataly-
saattori ja timi menetelmi ovat tunnettuja seuraavista olen-
naisista parametreista:

Katalysaattori:

Kantoaine Si0y

Aktiivisuuden lisdantyminen 9000 U/g

Raekoko 0,1-0,2 mm

Jauheen tiheys (kuivana) 0,45 kg/1

Menetelma:

Substraatti Glukoosin 45 paino-%

vesiliuos
Lisatekijat 120 ppm Mg (II)
1 ppm Co(II)
200 ppm SOy (NaySO3:na)

pH-arvo 7,5
Substraatin tiheys 1,2 kg/1
Substraatin sisianmeno- 60 OC
lampotila

Isomeroitumisaste 46,5%
Tilavuusnopeus alussa 13,0/h

Glukoosi-isomeraasiliuoksen aktiivisuuden mddrittaminen

Katalysaattorin valmistamiseen kdytettdvdn glukoosi-isome-
raasientsyymin liuoksen aktiivisuus midritettiin Takasaki-
menetelmillid (Y. Takasaki: Agr. Biol. Chem. Vol. 30, Nr. 12,
1247-1253, 1966 seka 2Z. Dische ja E. Borenfreund:
J.-Biol. Chem. 192, 583, 1951). Yksi aktiivisuusyksikko (U)
on miiritelty siksi entsyymimddréksi, joka inkubointiolosuh-

teissa muodostaa 1 mg:n fruktoosia.
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Inkubointiolosuhteet:

Lampdtila 65 OC
Reaktioaika 1 h
Substraatti 0,1 m Glukoosi x H0

(Merck 8342) 0,05 m
fosfaattipuskurissa,
pH 8,0, joka sisalsi
0,0004 m MgsSOy:ia

Katalysaattorin laadun tai vaihtoehtoisesti sen menetelman,
jossa tdtid katalysaattoria kdytettiin, laadun ratkaiseva
kriteeri aktiivisuuden alenemisen puoliintumisajan seka sen
kdyttdajan, jonka kuluttua jdanndsaktiivisuus on 20% alkupe-
riisestd aktiivisuudesta (20%:nen jddnndsaktiivisuus alkupe-
riiseen 100 prosentin aktiivisuuteen verrattuna on osoittau-
tunut vield taloudellisesti kannattavan katalysaattoriaktii-
visuuden alarajaksi) ohella on ennen kaikkea tuottavuus.
Tuottavuus miadritelldadn td116in siksi substraattimdaradksi,
kuiva-aineena ja kiloina laskettuna, joka tietylld isomeroi-
tumisasteen arvolla voidaan 1 kg:lla katalysaattoria kdsi-
tella siten, ettd jadidnndsaktiivisuudeksi saadaan 20% alku-

perdisesta aktiivisuudesta.

Esimerkki 1.1

Keksinntén mukainen esimerkki

Yleisesimerkki 1 toteutettiin siten, ettda glukoosiliuos
keksinndn mukaisesti sisdlsi 50 ppm:3d& SiOjz:ta natronvesi-

lasiliuoksen muodossa. Saadut tulokset olivat seuraavat:
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Puoliintumisaika 1300 h
Kayttoaika, kunnes j&annds- 3800 h
aktiivisuus oli 20%
Tuottavuus 3800 tunnin kuluttua 26000 kg kuiva-
‘ ainetta, jossa
46,5 paino-%
fruktoosia/
1 kg kataly-
saattoria

Esimerkki 1.2
Vertailuesimerkki patenttijulkaisun DE-C-3 148 603 mukaises-
ti '

Yleisesimerkki 1 toteutettiin siten, ettd glukoosiliuos ei
sisdltanyt keksinndn mukaista Sil0y-lisdystd, ja ettd tami
liuos kuitenkin patenttijulkaisun DE-C-3 148 603 mukaisesti
pumpattiin ennen reaktoriin johtamista ennen reaktoria kyt-
ketyn esikolonnin 1ldpi. Tdmi esikolonni oli tdytetty 5 gram-
malla erdstd kaupallisesti saatavaa, pallon muotoista, vetti
sietdvda, huokoista alumiinisilikaattia (koostumus suurin
piirtein 97 paino-% SiOy:ta ja 3 paino-% Al,03.a; raekoko
1-2 mm, jauheen paino kuivana 0,7 kg/l; Kali-Chemie AG:n
tyyppi KCT-WS)

Saadut tulokset (puoliintumisaika, kdyttoaika, tuottavuus)
olivat samat, kuin esimerkissid 1.1 saadut tulokset.

Esimerkki 1.3

Vertailuesimerkki

Tdm& esimerkki vastaa yleisesimerkkii 1, toisin sanoen glu-
koosiliuos ei sisdltinyt keksinndén mukaista Si0p-lisdysta
eikd tdtd glukoosi-liuosta johdettu Si0j:sta tai alumiini-
silikaatista valmistetuilla puristeilla tdytetyn esikolonnin

lapi. Tulokset ovat seuraavat:
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Puoliintumisaika 670 h

Kayttdaika, kunnes j&dnnds- 1700 h

aktiivisuus on 20%

Tuottavuus 1700 tunnin kuluttua 12500 kg
kuiva—-ainetta,
jossa 46,5
paino-% fruk-
toosia/l kg
katalysaattoria

Esimerkki 2

Kiyttoseisokin lavastamiseksi esimerkit 1.1, 1.2 ja 1.3
toistettiin siten, ettd 300 kidyttotunnin jdlkeen glukoosi-
liuoksen lipivirtaus keskeytettiin kolmeksi tunniksi reakto-
rin limp6tilaa muuttamatta. T&dlla oli seuraavat seuraukset:

Esimerkki 2.1
Esimerkkiin 1.1 verrattuna mitidin muutoksia ei todettu.
Esimerkki 2.2

Kun lipivirtaus jdlleen kiynnistettiin, katalysaattorin
aktiivisuus oli pudonnut 8l%:sta 64%:iin alkuperdisesta
aktiivisuudesta, mikad vastaa 21%:n suhteellista aktiivisuus-

tappiota. Lis#dksi saatiin seuraavat tulokset:

Puoliintumisaika 800 h

Kayttdaika, kunnes jdannos- 2900 h

aktiivisuus on 20%

Tuottavuus 2900 tunnin kuluttua 19200 kg
kuiva-ainetta,
jossa 46,5
paino-% fruk-
toosia/l kg
katalysaattoria
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‘Esimerkki 2.3

Tdssd esimerkissid lidpivirtauksen uudelleenkdynnistimisen
jdlkeen katalysaattorin aktiivisuus oli pudonnut 75%:sta
59%:iin alkuperdisestd aktiivisuudesta, miki myos vastaa
21%:n suhteellista aktiivisuustappiota. Lopputulosten arvot
olivat seuraavat:

Puoliintumisaika 480 h

Kayttdaika, kunnes jiinnds- 1300 h

aktiivisuus oli 20%

Tuottavuus 1300 tunnin kuluttua 9600 kuiva-
ainetta, jossa
46,5 paino-%
fruktoosia/1l kg

katalysaattoria

Namd esimerkit osoittavat, etti tillia keksinndlli voidaan
saavuttaa yhtd hyvd tuottavuuden paraneminen kuin tyosken-
neltdessd patenttijulkaisun DE-C-3 148 603 mukaisesti, ja
ettei keksinndn mukaisesti tydskenneltiessi kdayton keskeyty-
misen seurauksena ole kuitenkaan katalysaattorin aktiivisuu-
den minkd&nlaista heikkenemistid, jopa pidettdessi reaktorin
lampotila vakiona.

Ndiden esimerkkien havainnollistamiseksi seuraavissa dia-
grammeissa esitetddn aktiivisuuden heikkenemisen (kuva 1)
sekd tuottavuuden kehittymisen (kuvat 2 ja 3) riippuvuus
kulloinkin kdyttdajasta. Kaikissa diagrammeissa on abskissa-
na kdyttdaika tunteina. Kuvan 1 koordinaattana on aktiivi-
suus prosentteina ja kuvan 2 sekd kuvan 3 koordinaattana on
tuottavuus tonneina kuiva-ainetta (TS) katalysaattorikiloa
kohden. Yksittdisten kidyrien mittapisteet on esitetty seu-
raavasti:
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Esimerkeissd 1.1, 1.2 ja 2.1 symbolilla

Esimerkissa 1.3 symbolilla

Esimerkissi 2.2 symbolilla

Esimerkissid 2.3 symbolilla
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd glukoosia ja fruktoosia sisdltdavan liuoksen
valmistamiseksi siten, ettéd glukoosia sisdltdvd liuos muun-
netaan SiOj-kantoaineeseen perustuen valmistetulla kataly-
saattorilla, jolla on glukoosi-isomeraasiaktiivisuutta,
tunnettu siitad, ettd tadhan glukoosiliuokseen lisa-
tddn Si0j:ta vesiliukoisen alkalimetallisilikaatin muodossa
siten, etta Si0j:n kanssa glukoosiliuokseen joutuneet vie-
raat ionit eivat vaikuta haitallisesti entsyymin aktiivisuu-

teen tai glukoosi-fruktoosiliuoksen myShempaan kayttddn.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n n e t -
t u siitd, ettad SiOj:ta lis&dtd&n t&hén glukoosiliuokseen

maarana, joka on 30...80 ppm.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmda, t u n -
ne t tu siita, ettd SiOj:ta lisdtddn tdhadn glukoosi-
liuokseen vesilasiliuoksen muodossa.

Patentkrav

1. Forfarande fo6r framst&llning av en glukos och fruktos
innehdllande 16sning genom omsadttning av en glukos inne-
hidllande 16sning med en pd basen av en SiOj-barare fram-
stdlld katalysator med glukosisomerasaktivitet, k @ n n e -
tecknat ddrav, att man 1 glukosldsningen tillsdtter
Si0; i form av ett vattenldsligt alkalimetallsalt sa, att de
frammande joner som infdrts i glukosldsningen inte inverkar
menligt pad enzymaktiviteten eller pa glukos-fruktoslésnin-

gens senare anvadndning.
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2, Foérfarande enligt patentkrav 1, k 4 n ne t e ¢ k -
nat dérav, att man tillsdtter Si0; i glukoslésningen i en

méngd mellan 30 och 80 ppm.

3. Forfarande enligt patentkrav 1, k @a&nne¢teck -~
n at darav, att man tillsdtter Si0; i glukosldsningen i
form av en vattenglasl&sning.
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