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f (54) Zpiisob viroby L-sorbosy

Vynalez se tyké zpusobu vyroby L-sorbosy,

bové (vitaminu C).
L-sorbosa se vyrdbi fermentalné-bakteridlni de-
hydrogenaci D-sorbitu vhodnymi druhy octovych

. bakterii, nej¢astéji Acetobacter suboxydans.

Teoreticky m4 vzniknout ze 100 dild sorbitu 98,9

| dilu sorbosy. Pi fermentaci se zpravidla posuzuje
| viitéZek podle obsahu sorbosy, vypo€itaného na
 zdklad$ stanoveni redukujicich cukrd, které jsou
- vyjadfeny v % susiny p¥itomné ve vzorku a stano-
- vené refraktometricky (vodné roztoky D-sorbitu
- a L-sorbosy o stejné koncentraci maji prakticky
| stejné indexy lomu). Pfi této metodé miiZe byt
. zji§t&n uvedeny teoreticky vytéZek; nebere se pfi
' tom oviem v tivahu ztrita susiny cukri, zplisobend
- jednak totdlni disimilaci sorbitu, jednak jeho
| spotfebou jako zdroje uhliku pro riist bakterii.

- Tato ztrita se podle zkuSenosti pohybuje kolem

4—9 %, vzta¥eno na vychozi mnoZstvi sorbitu.

' Jak bylo prokézéno (Kulhédnek, Sev&ikov4, Folia

microbiologica, 1962, v tisku), vznik4 pfi fermen-
taci vedie L-sorbosy v malych mnoZstvich i D-fruk-
tosa a v pokroéllejélch stadiich jesté i 5-keto-D-
~fruktosa (5- keto-L-sorbosa) jako.vedlej$i meta-
bolity, které neZddoucim zpisobem sniZuji vyté-

Zek. Tyto vedleji metabollty jsou’ pfii stanoveni

sorbosy (podle obsahu redukujicnch cukn‘l) Zapodi-

" tavany jako sorbosa, coZ je dal§im zdrojem nepfes-

nosti pfi zji§fovani vytéZzku fermentace. Pro uréeni
vytéZku pfi vyrobé sorbosy je z uvedenych diivodi
smérodatné pouze mnoZstvi izolované sorbosy,
vztaZené na vychozi mnoZstvi sorbitu.

V souvislosti se studiem podminek pro zvyseni

~ vytéZki byl vypracovan novy zpisob vyroby L-sor-

bosy mikrobidlni dehydrogenaci D-sorbitu v teku-
té Zivné piidé na bazi dusikatych Zivin a mineral-

~ nich Zivnych soli, enzymovym systémem mikroor-
* ganizmu rodu Acetobacter, zejména Acetobacter
" suboxydans, podle vyndlezu.

Podstata tohoto zptisobu spoéxvé v tom, Ze se
mikrobiélni dehydrogenace prov4di v pfitomnosti
inhibitord, zabrafiujicich dal$i enzymatické dehyd-
rogenaci vzniklé sorbosy. :

Jako inhibitord enzymii lze pouZivat fluoridu

sodného, 2,4-dinitrofenolu nebo dithiokarbamati,
- vkoncentraci fadové 1. 1073 az 1 . 1074, vztaZeno
. na objem Zivné piidy.

Pfiznivy vliv pfidavku inhibitord na zvy3eni
vytéZku, prokdzany papirovou chromatografii, se
projevuje potlatenim vedlej§ich reakci, zejména
tvorby 5-keto-D-fruktosy (5-keto-L-sorbosy).

Pfi vhodné koncentraci inhibitoru neni doba
fermentaoe‘tl;:,lpﬁzxﬁvé ovliviiovdna. Vhodnou
koncentraci Whibitoru, u kterého je moZna &asted-
né inaktivace reakci se slozkami surovin pouZitych
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'k pHipravé fermentaéni pidy, je nutno nalézt pro

dané podminky empiricky (napf. u fluoridu sodné- |
ho mo#nost’ reakce s vdpenatymi sloudeninami
kukufiného extraktu, vodovodni vody apod.).]
Inhibitory pfechézeji pfi izolaci sorbosy krystaliza- :
ci do mateénychlouhiiav 1solované sorboze nebyly
nalezeny. .

Vyhodou zpiisobu podle vynélezu je zvy§em
vyt&Zku isolované sorbosy aZ 0 10% proti kontrole, -
pfi miniméln& zvy$enych nékladech, )

P¥iklady provedeni’
P¥iklad 1: : :

Do 750 ml Erlenmayerovy baiiky umisténo
100 ml Zivné piidy tohoto sloZeni: 0,3 g kukufi¢né-
ho extraktu, 0,17 sekunddrniho fosfore¢nanu |

| i

‘amonného, 18,3 g sorbitu a 16,8 mg fluoridu :
sodného (koncentrace 4 .1073M). Po sterilizaci -

. mé&la piida objem 94 ml (obsah sorbitu pfepotitany
na 100 mi byl 19,4 g). Ochlazen4 pida zaotkovéana
10 ml kultury Acetobacter suboxydans 125 (sbirka
Mikrobiol. dstavu CSAV Praha), pfipravené na
ptidé stejného sloZeni, ale bez fluoridu sodného,
jednodenni staciondrni kultivaci pfi 32 °C (inoku-
lum obsahovalo plivodné 1,9 g sorbitu). Po 58
hodindch inkubace p¥i 30 °C na reciproké tfepacce
&nilo prokvafeni 97%, pfitemZ obsah susiny

~ poklesl 0 6%. Papirovd chromatografie ukézala
skvrnu sorbosy a velmi malého mnoZstvi D-frukto-

sy. Z roztoku bylo po filtraci vrstvou kfemeliny

a po zahuiténi ve vakuu pfi 20—25 °C izolovéno
krystalizaci v nékolika frakcich celkem 17,4 g
produktu, obsahujictho 17,0 g 100%ni sorbosy.
V mate&ném louhu zbylo 0,7 g redukujicich cukri,
poditidno jako sorbosa. Na analytickou kontrolu
_ priib&hu fermentace byly odebriny celkem 4 ml
' roztoku, obsahujictho 0,8 g vychoziho sorbitu.
Z .celkového mnoZstvi 19,3 g sorbitu (18,2 g
'+ 19g — 0,8g) bylo tedy isolovdno 170g
100%ni sorbosy, coZ odpovidé vytéZku 88%.

U soucasné provedeného slepého pokusu, pfi
ném? bylo pouZito ¥ivné pidy stejného sloZeni,
aviak bez pfisady fluoridu sodného, stejného

_ inokula a stejnych kultiva®nich podminek, ¢inilo
| po 58 hodindch fermentace prokvaSeni 98%.
[ Chromatografii dokédzéna p¥itomnost sorbosy, ma-
1ého mnoZstvi D-fruktosy a 5-keto-D-fruktosy.
Pokles obsahu susiny &inil 9%. Isolovéno celkem
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1 Zpusob vyroby L-sorbosy ‘mikrobidlni de-

. hydrogenaci D-sorbitu v tekuté #ivné piidé na bézi
. dusikatych Zivin a minerélnich Zivnych soli, enzy-
| movym systémem mikroorganizmi rodu Aceto-

~ bacter, zejména Acetobacter suboxydans, vyzna- |
Sujici se tim, € se mikrobidlni dehydrogenace

. provédi v p¥itomnosti inhibitord, .zabradlujicich

2

t

15,7 g 100%ni sorbosy z 19,6 g vychoziho sorbitu
(odebrané vzorky obsahovaly 0,5 g sorbitu), tj.
80%. V poslednim mateéném louhu zbylo 1,2 g |
redukujicich cukrii, poéitdno jako sorbosa. ‘

Zvyieni vytéZzku izolované sorbosy &inilo tedy
s pouiitim fluoridu sodného 8%.

- PFiklad 2:

Obdobné jako v pfikladé 1. provedena fermen-
tace s pfidavkem 2,9 mg 2,4-dinitrofenolu (vysled-
na koncentrace . 1,7 . 107*M). Po 58 hodindch -
kultivace &inilo prokvaseni 98%, ztréta susiny 7%.
Chromatografii prokdzdna pfitomnost sorbosy
a velmi malého mnoZstvi fruktosy. Izolovdno
16,8 g 100%ni sorbosy, a to z 19,5 g vychoziho
sorbitu (se vzorky bylo odebréno 0,6 gz pivodniho
mno#Zstvi sorbitu). VytéZek inil tedy 86%, vztaZe-

. no na sorbit, coZ odpovidd zvySeni o 6% proti

soudasné provedenému slepému pokusu. V mate&-

‘ném louhu zbstalo 0,5 g redukujicich cukrii, podi-

t4no jako sorbosa.

Priklad 3: | N
100 ml Zivné pidy, obsahujici 0, 1 g kukufi¢ného
extraktu, 19,0 g D-sorbitu a 4,2 gfluoridu sodného

* (koncentrace 1 . 107*M) zao&kovéno po sterilizaci
| 4 ml kultury Acetobacter suboxydans 125, kultivo-

vané 2 dny stacionirné pfi 32 °C na ptidé obsahuji-
ci 20 % sorbitu, 0,5 % pekafského droZdi ve formeé
20%niho autolyzitu, déle 0,2 % sekund4rniho
fosforeénanu amonného, 0, 1% primérniho fosfo-

- reénanu draselného a 0,02 % kryst. siranu hofeg-| -

|

' natého.. Po 65hodinich submersni fermentacef 5

bylo dosaZeno prokva§em 96 %. Chromatografic-
k4 analyza prok4zala pfitomnost sorbosy a malého
mno¥stvi D-fruktosy. Bylo izolovano celkem
16,7 g sorbosy, tj. 16,2 g 100%ni sorbosy z 19,1 g
sorbitu (19,0g+ 0,8 g — 0 7 g), tj. 85 % vztaZeno |
na vychozi sorbit.

PH slepém pokusu za stejnych podminek &inilo
prokvaseni 96 %. Chromatografii prokdzéna pfi-
tomnost sorbosy, S5-keto-D-fruktosy a malého
mnoZstvi D-fruktosy. Z 19,4 g sorbitu (19,0g
+ 0,8 g — 0,4 g) izolovéno celkem 14,9 g sorbosy, :
tj. 14,6 g 100%ni sorbosy, coZ odpovidd vytéZku . -
75 %, vztaZeno na vychozi sorbit. ZvySeni vytéZku
isolované sorbosy pt¥i fermentaci s pfisadou fluori-
du sodného &nilo tedy 10 %.

dal¥f enzymatickg_.&hi&'rogenaci vzniklé sor? j
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bosy. |

2. Zphisob podle bodu 1. vyznatujici se tim, Ze se. -
jako inhibitori enzymi pouZivé fluoridu sodného, |
2,4-dinitrofenolu nebo dithiokarbamétd, v kon- i
centraci Fadové 1 . 1073 a2 1. 10™*M, vzta¥enona |

objem Zivné pidy.
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