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Oppfinnelsen vedrgrer en fremgangsmite for fremstilling

av et ketosemateriale som i det vesentlige er sammensatt av maltu-
- lose og eventuelt maltotriulose, ved hvilken et materiale som in-
neholder maltose og eventuelt maltotriose, isomeriseres under alka-
liske betingelser for dannelse av ketosen maltulose og eventuelt
maltotriulose. Fremgangsmaten er karakterisert ved at isomerise-
ringsproduktet underkastes oksydasjon med en laktose-dehydrogenase
for omdannelse av ikke-omdannet aldose til aldonsyrer, hvoretter

de dannede aldonsyrer fraskilles.

Oppfinnelsen skal beskrives mer fullstendig i det fgl-
gende. Syntesene av maltulose og maltotriulose ble f@grst beskre-
vet i 1953 da L. Hough m.fl. syntetiserte sakkarider ved isomeri-
sering av aldose. Senere er det fremkommet lite litteratur pa
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dette omrade. Da dessuten isomeriseringen apenbart ikke overskri-
der 50% i 1ikevektstil%tand, er det ikke blitt utviklet noen indust-
riell prosess for fraskilling av ikke omsatte bestanddeler og sekun-
dere reaksjonsprodukter. Oppfinnerne av foreliggende oppfinnelse
har allerede utviklet %n industriell prosess for oksydasjon av
oligosakkarider som maytose og maltotriose til tobasiske og treba-
siske syrer med godt utbytte ved en enzymatisk laktosedehydrogena-
se som er beskrevet i ﬁorsk patentsgknad nr. 2190/70. - Fglgelig stu-
derte oppfinnerne ogsa %uligheten av a anvende denne oksydasjonspro- i
sess pa maltulose-maltoseblandinger for bare & oksydere aldosene til ‘
tobasiske og trebasiské syrer uten tap av ketosene og derpd skille
fra syrene enten ved i&neveksling eller i form av basiske kalsium-
salter, hvorved de til;slutt kom frem til en gjennomf@grlig indust-
riell prosess.

Med hensyn t#l fremstilling av utgangsmaterialet, malto-
se, har oppfinnerne og§5 utviklet en prosess for spaltning av
stivelse med a-1,6-glykosidase og som er langt mer fordelaktig
enn vanlige prosesser. . Ved en kombinasjon av sdledes allerede ut-
viklet teknikk er det tilveiebragt en fremgangsmate for fremstill-

ing av ketose fra stiv%lse i industriell malestokk. Den rene mal-

tulose som hittil bare har vart fremstilt i smd mengder som labora
toriereagens, og bland%ngen av maltulose og maltotriulose er nu

gjort til gjenstand foq masseproduksjon. Foreliggende oppfinnelse

har derfor stor betydning ved at det er fremkommet nye anvendelses
muligheter for slike sékkarider som sgtningsmidler i drikkevarer,
farmas@gytiske produkter og utgangsmaterialer for industrielle syn-
teseprosesser. i

Fremgangsmiten i henhold til oppfinnelsen vil nu bli be-
skrevet trinn for trinn. Fgrst fremstilles utgangsmaterialet mal-
tose enten ved & flytendegjgre korn-, potet- eller lignende stivel-
se ved hdye temperaturér pa fra 160° og oppover eller kontinuerlig
a flytendegjgre stivelsen ved tilsetning av et flytendegjgrende
enzym eller o-amylase ved hgye temperaturer pd mellom 85° og 90°c
for derved & danne en lav D.E.-flytendegjort stivelse som har en
spaltningshastighet D.E. pd c. 1 til 5 %, og derpd hurtig & kjdgle
den flytendegjorte stivelse ned til 50-60°C og samtidig tilsette
p-amylase og a-l,6—glufosidase, eller reversere rekkef@glgen og
modifisere tidsinnstilfingen for tilsetningen. I et hvert tilfelle
vil det lett kunne fremstilles maltose av hgy renhet og med et

maltoseinnhold pa over;60 %. a-1,6-glukosidasen som anvendes for
l
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denne forsukring, hydrolyserer «-1,6-glukosidbindingen i amylo-
pektinmolekylet som avbryter g-amylolysen, hvilket muliggjgr full
gjennomfgring av B-amylolysen. Glukosidasen som kan anvendes for
utfgrelse av oppfinnelsen, kan vare hvilket som helst av enzymene
produsert av stammene av Escherichia intermedia (ATCC 7I073) eller
Pseudomonas amyloderamosa (ATCC 212625, enzymene produsert av noen

av stammene av Nocardia-slekten og andre Actinomycetes,og enzymer pro-

dusert av over et dusin stammer tilhgrende slektene Agrobacterium,

Azotobacter, Lactobacillus, Leuconostoc, Mycobacterium, Pediococcus,
Sarcina, Serratia, Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus, Micro-
coccus og'Erwinia beskrevet i britisk patentskrift nr. 1 260 418.
p-amylasen som Kan anvendes, er B-amylase ekstrahert fra hvetekli,
p-amylase ekstrahert fra soyabgnner, eller hvilken som helst annen
amylasé av vegetabilsk opprinnelse, eller et enzym produsert av
mikroorganismer som Polymyxa (ATCC 8523), som beskrevet i britisk
patent nr. 1 130 398. Reaksjonsbetingelsene er pH 5,5 - 6,0,
temperatur 45-60°C 0og reaksjonstiden 30-45 timer., Stivelsekonsen-
trasjonen er fortrinnsvis mellom 10 og 25 %. Skjgnt avhengig av
den anvendte mengde enzym og reaksjonstid inneholder den oppnadde
maltose som er et meget rent produkt, ca. 95 % maltose og ca. 4 %
maltotriose. Jo mindre maltoseinnhold, desto stgrre blir andelen
av maltotriose.

Isomeriseringen fra maltose til maltulose foregdr gene-
relt i nerver av en basisk katalysator, hvilket -lenge har vert
kjent som Lobry de Bruyn's reaksjon. Det er den letteste mate
for isomerisering av aldose til ketose, og for dette formdl an-
vendes sterk alkali eller en sterkt basisk ionevekslerharpiks.
ved fremgangsmétén i henhold til oppfinnelsen brukes kalsium-
hydroksyd, ammoniumhydroksyd, natriumhydroksyd eller ioneveksler-
harpiks. Med hensyn til reaksjonsbetingelsene, enten det brukes
en kombinasjon av lav temperatur og lang tid eller den omvendte
kombinasjon, nemlig en forhgyet temperatur og kort tid, s& er
dette i hgy grad avhengig av det anvendte utstyr. Ved lav tem-
peratur, under 40°C, er spaltningen av sukker ved oksydasjon re-
lativt liten, men ved gkning av temperaturen gker tapet pd grunn
av oksydasjonen og spaltningen av sukkeret. Med dette for gye
ble det foretatt forsgk med et utstyr som kontinuerlig var i stand
til hurtig & oppvarme, hurtig 3 kjgle og ngytralisere reaktantene
og produktet. Resultatene vist i den fglgende tabell indikerer
at sukkertapet gker med stigende temperatur og utstrekningen av
reaksjonstiden.
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i OPPVARMNINGSTID
Pemp. Isome#iseringsgrad i % av forsgksprgver
| Tap angitt i parenteser (%)
5 min# 10 min. 15 min, 3 dager
35% ! 45 % (1 %)
80°c | 37 % (1%)
100° 30 % (1%) 45 % (5%)

Ca(OH)z—konséntraSjon 1,5% av sukker.
Sukkerkonsentrasjon 40 %.
i

Reaksjonen sk%ed passende frem ved en sukkerkonsentra-
sjon pa 20 til 40 %, ogl hvor kalsiumhydroksyd ble brukt, fikk en
0,13 % lgsning hensta i3 til 4 dager, og reaksjonen ble utfdgrt
inntil det ikke lenger %unne iakttas noen forandring i den optis-
ke dreining. Tiln&rmetlsamme resultater ble oppnddd med natrium-
hydroksyd og ammoniumhyéroksyd.

Nar forhgyet %emperatur ble brukt, ble reaksjonen utfgrt
med en 1 til 2 % alkalilgsning og i pH-omrddet 9 til 10. I det-
te tilfelle resulterte en korttids-reaksjon i et sukkertap pa
bare 1 til 2 % og en goq isomeriseringsgrad skjgnt en viss m@grk-
farvning kunne iakttas. , Isomeriseringsgraden ble bestemt ved be-
regningen av ketose ved;bruk av cystein-HZSO4—karbazolmetoden.

Det isomeriserte sukker ble hurtig kjglt og ngytralisert ved inn-
sprgytning i et flash—kaﬁmer med en lik mengde saltsyre eller for-
tynnet svovelsyre, idet Elash-kammeret ble holdt under redusert
trykk. Dannet kalsiumsuifat ble fjernet ved filtrering og natrium-
klorid og ammoniumsul fat;ble direkte brukt for etterfglgende kultur
eller enzymatisk omsetning. Farvede bestanddeler gikk opp i en
ganske hgy konsentrasjoniog avfarvning ble utf@grt ved & fgre det
resulterende produkt gjennom et lag av granulert trekull.

Papirkromatogréfi av den rensede lgsning viste at malto-
se, maltotriose og en Ii%en mengde tetrose var igjen i en samlet
restmengde pad minst ca. 50 %. Som ketoser ble observert maltulo-
se, maltotriulose og tetrulose. Etter rensning med aktivt trekull
og ionevekslerharpiks vaﬁ lgsningen en meget sgt sirup som var an-
vendbar som s¢tningsmiddél.

I metoden for anvendelse av en sterkt basisk ioneveks-
lerharpiks for epimeriseﬁing av aldose ble brukt en ioneveksler
av typen “"Amberlite IRA-400" og sukkerlgsningen ble kokt for &

|
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fjerne oksygen og sd cyklisert ved 70°C inntil isomeriseringen

var for1¢pet. En isomeriseringsgrad pd ca. 30 % var mulig & gjen-
nomfgre i lgpet av 5 timer. L¢gsningen ble sid renset pad samme mate
som beskrevet ovenfor.

Fraskilling av aldose og ketose fra den blandede lgs-
ning kunne tilfredsstillende utfgres ved enzymatisk oksydasjon
av aldosen. For dette formal ble den blandede sukkerlgsning oksy-
dert enzymatisk enten ved & kultivere en stamme av arten Pseu-
domonas pa sakkarider oppnddd ovenfor som karbonkilde eller ved &
bruke bakterieceller oppnaddd ved kultivering som enzymatisk kil-
de. Nar en Pseudomonas-stamme kultiveres under luftning p& en 5-
10 % sukkerl@sning inneholdende en nitrogenkilde, f.eks. korn-
stgp, ©g noen uorganiske salter, blir ketoser lite oksydert mens
aldoser som disakkarider og trisakkarider oksyderes til aldonsy-
rer, dvs. henholdsvis maltdbionsyre og maltotrionsyre.

Det har ikke tidligere vert kijent at det er mulig & ok-
sydere aldoser til aldonsyrer selektivt ved hjelp av en laktose-
dehydrogenase, uten at det skjer noe vesentlig angrep pad tilstede-
verende maltulose og maltotriulose.

Med hensyn til enzymproduserende stammer som kan brukes
for ovennevnte formdl, er Pseudomonas graveolens NRRL 14 og Pseu-
domonas fragi NRRL 25, begge beskrevet av Frank H. Stodola m.fl.
i"g. Biological Chemistry", Vol. 171 (1947), ss. 213-221, de mest
foretrukne. Andre Pseudomonas-stammer som ikke involverer hydro-
lyse av disakkarider, kan ogsd brukes, skjgnt de forlenger reak-
sjonstiden.

Alternativt tilsettes bakterieceller oppnadd ved den

‘ ovenfor beskrevne kultivering til den 20-30% blandede sukkerlgs-

ning, og blandingen oksyderes ved lufting og omrgring mens fall i
pH-verdien hindres ved narver av kalsiumkarbonat og andre tilset-
ninger. PA denne mate kan det resterende disakkarid og trisakka-
rid oksyderes til aldons?rer uten tap av sukkeret. Reaksjonstiden
varierer fra 10 til 20 timer, og oksydasjonsgraden i henhold til
oppfinnelsen ble bestemt ved & male mengden av dannet kalsiumsalt
av aldonsyren.

Reaksjonsproduktet eller aldonsyre-ketoseblandingen kan
skilles i komponentene ved adsorpsjon pa en svakt basisk ioneveks-
lerharpiks ved a dra nytte av aldonsyrens aciditet, eller aldonsy-
ren kan krystalliseres 0og skilles ut som et kalsiumsalt eller et

basisk kalsiumsalt. For & illustrere fremgangsmdten mer detaljert



|
|

128818 ;

renses den blandede l¢snin§ og konsentreres, og den saledes opp-
n&dde konsentrerte sirup l@gses i kalsiumhydroksyd til dens pH
viser svakt alkalisk verdi slik at et basisk kalsiumsalt felles.
De dannede krystaller 0pps§mles, vaskes og spaltes med svovelsyre,
og det resulterende kalsiu@sulfat fjernes. Gjenverende sulfatradi-
kal elimineres med en litep mengde bariumsalt. Produktet avsaltes
og renses med en kationvekslerharpiks.

Aldonsyren som e adsorbert pd en ionevekslerharpiks,
desorberes av med kalsiumh&droksyd eller natriumhydroksyd, og
aldonatet som danner seqg, Eenses med en sterkt sur ioneveksler-
harpiks til ren aldonsyre.

NAr ketoge-aldon%yreblandingen renses med aktivkull og
en sterkt sur ionevekslerh?rpiks, blir den et sgtningsmiddel som
har en viss surhet, hvilket kan brukes som tilsetningsmiddel til
neringsmidler. 1

Etter fjerning av syren fra ketoselgsningen avfarges mo-
derluten og vaskevasken elier den ikke adsorberte fraksjon med
aktivkull, avsaltes og avsyres under anvendelse av anioniske og
kationiske ionevekslere ogékonsentreres til sirup slik at maltulo-
se kan oppnas. ?

Egenskapene til #etoses¢tningsmidlet oppnaddd ved forelig-
gende oppfinnelse og anvenat som neringsmiddeltil setning ble under-
sgkt og f@dlgende resultate% ble oppnadd.

1. SPTHET
Sgthetsprgver viste at dette s@gtningsmiddel er litt mind-

re sgtt enn vanlig sukker,|men sgtere enn druesukker. Med hensyn

til sgthetskvaliteten er det mildere enn sukker, men har mer "fyl-
de" eller "dybde" enn drue%ukker, hvilkgt skyldes den komplekse
struktur omfattende flere sakkarider.

I en gruppeundersgkelse utfgrt av 30 personer ble vanlig
sukker, druesukker, maltitbl og ketosen i s@gtningsmidlet fremstilt
i henhold til foreliggende oppfinnelse sammenlignet med hensyn til
sgthet. Hvert prgvemateriale ble undersgkt 5 eller fiere ganger.
Nar sammenlignet i forskje}lige sukkerkonsentrasjoner pa 35 %, 20 %
0g 10 % ble forsgksmaterialet gradert i fglgende orden av avtagende
sgthet: i 4

Vanlig sukker > ketose = maltitol > druesukker.

Ketose er sélede? klassifisert mellom vanlig sukker og

druesukker og er praktisk talt pa samme nivd som maltitol.

For sammenligning av sgthetsstyrken ble en 35 % ketose-

|
|
i
|
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l#sning sammenlignet med sukkerlgsninger i forskjellige konsentra-
sjoner, pd 10 %, 15 %, 20 %, 25 % og 30 %. Resultatene indikerte
at 35 %-lgsningen av ketose i henhold til oppfinnelsen var like

sgt som 25 % l@gsningen av vanlig sukker.

2. KRYSTALLISERBARHET OG KRYSTALLISASJONSHEMMEODE
EGENSKAPER.
Maltulosesgtningsmidlet fremstilt i henhold til oppfin-
nelsen er lett l@gselig i vann og er vanskelig krystalliserbart i
h@gye konsentrasjoner ved normal temperatur.

I et forsgk ble 10 % pa £¢rr basis av dette ketose-
sgtningsmiddel separat tilsatt sukker og druesukker under dan-
nelse av 70 % lgsninger som fikk henstd ved romtemperatur. I mot-
setning til sukker- og druesukkerlgsningene som uten tilsetning av
sgtningsmidlet begynte é'krYStallisere etter en natts forlgp, krys-
talliserte ikke sukkerldsningene inneholdende sgtningsmidlet i det
hele tatt.

3. FUKTIGHETS- OG AROMABEVARENDE EGENSKAPER OG VISKOSITET

Da sgtningsmidlet fremstilt i henhold til oppfinnelsen
er en ketoseblanding bestdende av maltulose, maltotriulose og mind-
re andeler'h¢yere ketosef, har det en utmerket fuktighetsbevarende
egenskap. Det bevarer aroma og har noe hgyere viskositet enn rgr-
sukker fordi det inneholder visse andeler av tri- og tetra-sakkari-
der. Méd disse trekk er det best egnet for anvendelse som tilset-
ningsmiddel for n&ringsmidler. Det har vist seg spesielt egnet for
fremstilling av sukkerbrgd, og dets viskositet og aromabevarengde
egenskap gif i kombinasjon frisk aroma og enestdende velsmakenhet

til hermetisk frukt, fruktsafter og lignende.

4. pH- STABILITETSPR@VE

Endelig sukkerkonsentras-jon: 0,02 %
Bufferl@dsning, 0,02 M, pH: 2,0 - 10,0
Temperatur: 98%

Etter prgvetaking ved forutbestemte tidsintervaller ble
forandringer i mengdene av direkte-sukker og total -sukker bestemt
i overensstemmelse med Somogyi-Nelson-metoden. PA basis av den
opprinnelige konsentrasjon som ble betraktet som 100, ble forand-
ringer i konsentrasjonen notert,

Forandringer i totalt sukkerinnhold ble bestemt ved
somogyi-Nelson-metoden etter tilsetning av 0,5 ml 5 % HCl til hver
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ml reagert lgsning, oppvarmning av lgsningen ved 100° i 45 minut-
ter og ngytralisering av den resulterende lgsning med 0,5 ml NaOH,
!
idet den mengde som derved ble oppnaddd, ble betraktet som totalt
|

sukkerinnhold.
|
1
pH-verdi ‘ Oppvarmningstid (timer)
Opprinnelig 12 timer senere 1 2,5 5 8 12
|
2 2,3 IDirekte 100 101 102 103 105
Total 100 99,7 99,7 100
4 4,3 Direkte 100 100 99,7 100 100
|total 100 99,7 100
6 6,0 'Direkte 100 101 100 101 101
total 99,7 93,0 92,3
8 7.3 !Direkte 100 102 103 103 103
‘total 99,7 99,1 96,5 96,7

i
i
Som det vil freﬂgé av ovenstdende tabell, hydrolyseres
sgtningsmidlet fremstilt i henhold til oppfinnelsen bare noen fi pro-
sent under oppvarmning ved‘lOOOC i 12 timer ved en aciditet av pH 2,
men pad den alkaliske siden med pH-verdier over 7 blir det ustabilt

med spaltning av selve sakkaridkomponentene i likhet med vanlig

sukker.

Som nevnt ovenfor er sgtningsmidlet fremstilt i henhold
til oppfinnelsen egnet soml tilsetning til forskjellige sgtdrikker.
Med alminnelig sgthet harmbniserer det med forskjellige kullsyre-
drikker, slik som cola-drikker, siderlignende drikker og limonader,
og gir en forfriskende ettérsmak til slike drikkevarer. Det gir
ogsd "calpis", yoghurt og andre melkesyreholdige drikker en sgthet
som passer godt sammen medisurheten av selve drikkene. De mulig-
gjgr dessuten at naturlige: og syntetiske fruktsafter, konsentrerte
fruktsafter, konsentrert tbmatsaft og tomat-ketchup og lignende
beholder sin fruktaroma, f;iske smak og sgthet pd den mest for-
gnskede mate. Dessuten gi? sgtningsmidlet passende
viskositet til slike drikkevarer uten at det krystalliserer selv
i hgykonsentrerte safter.

Av grunner som o%enfor nevnt, kan s¢gtningsmidlet med for-
del anvendes ved fremstill%ng av frosne sg@gtsaker som iskrem og ved
sgtning av konserverte frukter.

Nar sgtningsmidlet fremstilt i henhold til oppfinnelsen
anvendes i forskjellig fint bakverk og blgte kaker, har det vist seg
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fordelaktig med sin manglende evne til & krystallisere, sin raffi-
nerte sgthet, fuktighetsbevarende egenskap og andre ¢gnskverdige
egenskaper. Det gir passende fuktighet og hindrer tgrking av suk-
kerbr@gd og lignende hvor aldring eller tgrking og krystallisering
av sgtningsmidler kan vere uheldig. Disse egenskaper koplet sammen
med ikke-krystalliserbarheten til s@gtningsmidlet i hgye konsentra-
sjoner gjgr det i hgy grad egnet for anvendelser som nevnt.

Det gir optimal glans og kulgr til bakte kaker og kjeks.
Dets fuktighetsbevarende egenskap hindrer deformasjon ved baking
og eventuelt tap pad grunn av brekkasje. Midlet bevarer slledes
aromaen og forlenger levetiden for neringsmidlet.

Det holder geleer velsmakende, stabiliserer farven og be-
varer klarheten samtidig som det hindrer tgrking og krystallut-
skillelse i lengre tidsrom. Saledes holdes geleer i frisk tilstand
gjennom hele sin levetid. Kremkaker holder seg likeledes sgte og
myke ved tilsetning av sgtningsmiddelet fremstilt i henhold til fo-
religgende fremgangsmate.

Nar det er blandet med sukkertgy, sjokoladefyll, tygge-
gummi, karameller og forskjellige former for sjokolade modererer
sgtningsmidlet fremstilt i henhold til oppfinnelsen deres utmerkede
spthet, forbedrer deres ettersmak og gjgr dem bedre egnet for mo-
derne smak.

Nok en annen anvendelse er i alkoholiske drikkevarer.

Sma mengder av sgtningsmidlet fremstilt i henhold til oppfinnel -
sen gir forskjellige viner og alkoholiske drikker merkbart gket
velsmak og "fylde".

Eksempel : Fremgangsmate for fremstilling av ketose.

Eksempel 1l: Fremgangsmate for fremstilling av utgangsstoff.

En oppslemning av sgtpotetstivelse i en konsentrasjon
pd 20 % og pH 6,0 ble flytendegjort ved 90°C ved tilsetning av
0,2 % av et flytendegjgrende enzym pr. gram stivelse. Det ble opp-
nadd en homogen flytendegjort stivelse med en spaltningsgrad pia
3,5 %. Denne flytendegjorte stivelse ble hurtig kjglt til SOOC,
B-amylase (britisk patent 1 130 398) og a-l,6-glukosidase oppnadd
fra en Escherichia-stamme (Escherichia intermedia ATCC 21073) ble
tilsatt i mengder pA henholdsvis 20 og 10 enheter pr. gram stivel-
se og den flytendegjorte stivelse ble forsukret ved 45° og pH 6,0

i lgpet av 35 timer. Etter deaktivering av enzymene ble det resul-
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terende produkt avfarvet og Irenset med aktivkull, og det ble
‘oppnadd en sukkerlgsning med en maltoserenhet pa 93 % pa tgrr
basis. Rensning av den sdledes oppnddde maltose ble utfgrt ved
krystallisasjon.

Fremgangsmate ifgllge oppfinnelsen.

2 kg av denne maltose ble 1lgst i 10 1 vann, og etter
tilsetning av 13 g kalsiumhjdroksyd ble blandingen omsatt ved
35% i lgpet av 4 dager. Dén optiske dreining av. den reagerte
l#sning ble bestemt og da vérdien ble konstant, ble reaksjonen
avsluttet og det resulterendé produkt konsentrert i vakuum. Det
hadde et maltoseinnhold pd ca. 52 %. En halvdel av denne blandede
lgsning ble satt til side, og 1 1 av en l@gsning inneholdende 10 %
av reaks;onsproduktet pa anhydrldbas1s ble ngytralisert med CO
I denne l¢gsning ble lgst 1 % kornstgp, 0,2 % karbamid, 0,06 %
kaliumdihydrogenfosfat, 0,0ZP % MgSO4.7H2O og 2,5 g kalsiumkarbo-
nat. Blandingen ble steriligert ved oppvarmning og inokulert med

2°

Pseudomonas graveolens NRRL 14 som ble kultivert under omrgring
ved 400 r.p.m. og lufting meb en ekvivalent mengde luft ved 30%
i 50 timer. Fra kulturvasken ble bakteriecellene oppsamlet ved
sentrifugering og brukt somAgnzymkilde.
Den enzymatiske aktivitet ble bestemt p& fglgende mate:
ZOO/u—mol av en fbsfatpufferi(pH.5,6), 20/u—mol maltose, O,S/u-mql
2 ,6-diklorfenolindofenol og konsentratet av bakterieceller i et
totalvolum pa 6,0 ml ble blandet inn og reagert ved 30°C i 10 mi-
nutter. Aktiviteten ble malt ved 4 fglge minskningen i absorpsjo-
nen ved 590 m/u, idet en enzymenhet ble definert som den mengde som
gir en minskning i absorpsjonen pa 0,001 i ett minutt.
Kulturvesken befridd for bakterieceller etter kultiverin-
gen ble renset ved avfarvnlng og filtrering gjennom aktivt trekull, -
konsentrert, tilsatt til en 1¢sn1ng mettet med kalsiumhydroksyd,
og etter oppvarmning av 1¢sn1ngen ble aldonsyren felt og fjernet
i form av basisk kalsiumaldoﬁat. Filtratet ble befridd for kal-
sium ved hjelp av en sterkt sur ionevekslerharpiks, og under an-
vendelse av en svakt basisk %onevekslerharpiks ("Amberlite IRA 64")
ble den resterende bionsyre fjernet. Derpa ble det renset med
forskjellige ionevekslerharpikser, dvs. sterkt basisk "IRA 411" og
sterkt sur "IR 120", til en farvelgs vaske og konsentrert til
sirup. Analyse ved papirkroﬂatografi viste at sirupen inneholdt
95 % maltulose, 1 % maltotriulose, 1 % maltose, 2 % maltotriose og
resten var noen andre oligosékkarider. Utbyttet var 45 % pa basis
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av maltosemengden.

Bionatet fraskilt som et ulgselig kalsiumsalt ble
lgst i 5 ganger sitt volum av vann, og ved gradvis tilsetning av
fortynnet svovelsyre ble kalsium felt som kalsiumsulfat og fjer-
net. Ved hjelp av en kationvekslerharpiks.(“IR 120") ble resten
av kalsiumet fjernet, og ved bruk av en moderat basisk ioneveksler-
harpiks ble svovelsyreradikalet fjernet., Den resulterende lgsning
ble konsentrert i vakuum, og maltobionsyre ble oppnddd i en sirup-
lignende tilstand. Utbyttet var 41 % pad basis av den brukte mal-
tosemengde. Papirkromatografi viste at denne bionsyre inneholdt
sma mengder maltuloée, maltose, maltotriose og ogsd maltotrionsy-

re, mens maltobionsyre utgjorde mer enn 95 % av totalmengden.

Eksempel 2

P42 samme mate som beskrevet i eksempel 1, ble Pseudo-
monas amyloderamosa (ATCC 21262) kultivert og den derved produser-
te o-1,6-glukosidase ble brukt til fremstilling av maltosesirup
(maltoserenhet 92 %). 1 liter av en lgsning av sirupen i en kon-
sentrasjon pa 15 % ble omsatt med 200 ml ammoniumhydroksyd som
hadde en spesifikk vekt pa 0,88, ved 35% i 4 dager. Da den op-
tiske dreining ble stabil og konstant, ble ld@sningen ngytralisert
med svovelsyre til pH 5,8. Deretter ble tilsatt 0,5 % kornstgp,
0,06 % kaliumdihydrogenfosfat og 0,025 % magnesiumsul fat hvoret-
ter blandingen ble sterilisert og inokulert med Pseudomonas fragi
(NRRL 25). Pa samme mate som i eksempel 1 ble aerob kultur utfgrt
under justering av pH med kalsiumkarbonat. Kulturvaesken ble kon-
sentrert, felt kalsiumsulfat fjernet og vasken kjglt. Den dannede
aldonsyre ble krystallisert og felt som basisk kalsiumsalt, bunn-
fallet sentrifugert fra og vasket med en liten mengde vann. -Mo-
derluten og vaskevannet ble begge avfarvet med aktivkull og det
resulterende produkt konsentrert og renset ved ioneveksling. Det
ble oppnadd et utbytte pa 35 % i form av en svakt gulaktig sirup,
regnet pa maltosemengden.

Kalsiumfelling av maltobionsyre ble utfgrt som beskre-
vet i eksempel 1, og etter felling og fjerning av mesteparten
av kalsium med svovelsyre ble metallionene fjernet ved hjelp av
ioneveksler. Det ble oppnddd en aldonsyresirup i et ﬁtbytte av 45 %
pa basis av den brukte maltosemengde.
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Eksempel 3

Maltose oppnadd so% i eksempel 1 ble fortynnet til 2 liter
i en konsentrasjon av 15 % og l@sningen omsatt under tilsetning
av 2,0 g kalsiumhydroksyd veé 35% i l¢pet'av 3 til 4 dager. Etter
avslutning av reaksjonen ble{reaksjonsl¢sningen ngytralisert med
karbondioksyd, avfarvet med éktivkull og 37 g kalsiumkarbonat ble
tilsatt pr. liter lgsning. Med ytterligere tilsetning av 5 g bak-
terieceller oPpnédd i eksempél 1l ble ld@sningen kraftig omrgrt un-
der lufting ved 30°C i 15 timer. Deretter ble reaksjonen avslut-
tet og den fremstilte bionsyre felt og fraskilt i form av et ba-
sisk kalsiumsalt pa samme mate som beskrevet i ekseﬁpel 1, og
filtratet inneholdende maltu*ose ble avfarvet og avsaltet med ione-
vekslerharpiks. Fra vasken ble det etter konsentrering oppn&dd
150 g s¢gt éirup. vannfritt &tbytte var 47 %. Produktet inneholdt
noen f& prosent maltotriulose. Maltobionsyren fraskilt som kal-
siumsalt ble befridd for kai%ium og avfarvet som i eksempel 1.
Utbyttet av maltobionsyre som inneholdt en del maltotrionsyre,
var 45 %. |

!

Eksempel 4.

Fremgangsmate for fremstilliﬁg av_utgangsmaterialet.

Renset maisstivelse i form av en 20 % stivelsesoppslem-~
ning ble kontinuerlig flytenéegjort ved 160°C. Etter, en oppholds-
tid pd 20 minutter ble det oppnddd en vaske med en dekstroseekvi-
valent pa 2,5 %. Den flytenéegjorte stivelse ble hurtig kjglt
til 60°c, og under tilsetniné av g-amylase ved en hastighet pa
20 enheter pr. g stivelse blé blandingen omrgrt. Da viskositeten
avtok, ble vasken kjglt til 45°C, a-1,6-glukosidase av Lactobacillus
(ATCC 8008) ble tilsatt med en hastighet av 20 enheter pr. g sti-
velse, og si ble blandingen gorsukret ved pH 6,0 og 450C i lgpet
av 30 timer. Etter fullfgring av forsukringen ble enzymene deak-
tivert ved koking og det resulterende produkt ble avsaltet og
renset med aktivkull og ioneveksler. Analyse av det konsentrerte
produkt viste et innhold pa ?0 % maltose, mindre enn 15 % malto-
triose og mindre mengder tetrose og pentose.

Fremgangsmdte ifglge oppfinnelsen.

Den oppnddde maltosesirup ble justert til en konsentra-

sjon pd 50 % og til en pH-verdi pa 10 med kaustiksoda og sa isome-
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risert ved oppvarmning i kontinuerlig apparatur ved 95°c i 5 min.
Reaksjonslgsningen ble ngytralisert med saltsyre under hurtig kon-
tinuerlig kjgling. Resultatet ble fgrt gjennom et 4 m tykt lag

av granulert aktivkull for avfarvning og ble sa avsaltet med ione-
veksler hvorved det ble oppnadd en svakt gulaktig sirup.

Denne isomeriserte sirup inneholdt 45 % maltulose og ved
papirkromatografi ble det funnet at den ogsad inneholdt maltotriulo-
se og tetrulose samt en del andre ukjente bestanddeler.

Til en 10 % ldgsning av denne ketoseblanding ble tilsatt
kalsiumkarbonat i en mengde av 2,5 % pd basis av lgsningen. Som en
dehydrogenase ble ogsd tilsatt bakterieceller oppnadd som i eksem-
pel 1 med en hastighet av 200 milligram pr. 10 gram sakkarider.
Blandingen ble omrgrt under lufting ved 30°%C i 40 timer, men det
var praktisk talt ingen spor av en aldosereaksjon. Den omsatte
lgsning ble avfarvet med trekull, filtrert, avkationisert med en
kationvekslerharpiks og adsorbert pd en svakt eller moderat basisk
ionevekslerharpiks. Den avsyrede ketose-ekvivalentlgsning ble
ytterligere avfarvet og konsentrert i vakuum til en sirup med et
utbytte pa 45 % pd basis av utgangsmaterialet. Papirkromatografi
viste at produktet inneholdt som ketose en del triulose og tetraulo-
se i tillegg til maltulose samt en liten mengde aldose.

Bionsyren, trionsyren osv. adsorbert pa ioneveksler-
harpiksen ble drevet ut med fortynnet svovelsyre og det resulte-
rende produkt ngytralisert med kalsiumhydroksyd, avfarvet med aktiv-
kull og konsentrert. S& meget syovelsyre som mulig ble felt og
fjernet ved hjelp av bariumklorid og den resterende vaske renset
med kationveksler hvorved det ble oppnddd en farvelgs sirup. Ut-

byttet var 41 % pd basis av utgangsmaterialet.

Eksempel 5

En 20 % maltoselgsning fremstilt som i eksempel 1 ble
kokt for fijerning av luft. Under tilsetning av en stor mengde
"Amberlite IRA 400"-ioneveksler ble strgmningshastigheten av ldgs-
ningen senket og lgsningen fgrt gjennom SV 1. Temperaturen ble
regulert til 70%C og oppvarmet i over 5 timer hvorved oppnaddes
en isomeriseringsgrad pa 35 %. Denne sakkaridlgsning ble renset
gjennom et blandet sjikt av ionevekslerharpikser ("Amberlite IR
120" og "IRA 411") og ble si konsentrert. Den oppnadde sirup var
meget s@gt og egnet seg for bruk som sgtningsmiddel.

Under anvendelse av en del av denne sakkaridl@gsning og
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‘bakteriecellene av Pseudomonasstammen oppnadd i eksempel 1 ble

samme behandling som beskrevet i eksempel 3 utfgrt under oppnaelse
av en blandet ketose-aldonsyrel@gsning. Etter fraskilling pa

samme mate som beskrevet i tidligere eksempler, ble det oppnadd
en blanding av maltulose og maltotriulose med et utbytte pd 30 %.
Uttrykt som aldonsyre var utbyttet 45 %.

Patentkrayvw

l.. Fremgangsmate for fremstilling av et ketosemateriale
som i det vesentlige er sammensatt av maltulose og eventuelt
maltotriulose, ved hvilken et materiale som inneholder maltose

og eventuelt maltotriose, isomeriseres under alkaliske betingel-
ser for dannelse av ketosen maltulose og eventuelt maltotriulose,
karakterisert ved at isomeriseringsproduktet under-
kastes oksydasjon med en laktosedehydrogenase for omdannelse av
ikke~omdannet aldose til aldonsyrer, hvoretter de dannede aldon-
syrer fraskilles.

2. Fremgangsmate som angitt i krav 1, karakteri-
sert ved at det anvendes laktosedehydrogenase som er frem-
stilt av Pseudomonas graveolens NRRL 14 eller Pseudomonas fragi
NRRL 25.

Anfgrte publikasjoner:

C.A. 53: 1454 i
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