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Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwa-
rzania fruktozy o stopniu czystosci wymaganym
zwlaszcza przy przygotowywaniu z niej roztwo-
réw infuzyjnyoh.

Terapeutyczne stosowanie samej fruktozy ijak
i w roztworze jest ogélnie znane.

Pozadane jest przy wszystkich postaciach
stosowania aby preparat byl wolny cd glukezy.
Podczas gdy w roztworach fruktozy stosowa-
nych doustnie, domieszki, a takze. mate iloSci
glukozy zasadniczo nie przeszkadzajg, to roz-
twory fruktozy do celéw infuzyjnych wyma-
gaja preparatéw o najwyzszej czystosci.

Znane jest otrzymywanie fruktozy albo z sa-
charozy, albo z roslinnego polifruktozanu, na
przykiad inuliny. Ofrzymywanie fruktozy z
sacharozy przez hydrolityczny rozpad polaczo-
ny z selektywnym stragcaniem fruktozy daje
w rezultacie preparat wolny od wszelkich nie-
organicznych i organicznych mniecukrow, ktory

zawiera jedmak zawsze do 10°, glukozy. Roz-
twor catkowicie wolny od glukozy mozna o-
trzyma¢ z sacharozy na drodze technicznej tyl-
ko z duzym nakladem kosztéw. Od niedawna
znane sy sposoby, w ktérych przez mikrobio-
logiczne oddziatywanie na zawierajacy sacha-
roze roztwér pozywki mozna albo udzial glu-
kozy wykorzysta¢ selektywnie, albo glukoze
w taki sposéb spolimeryzowaé (dekstran), ze
tatwo ja oddzieli¢ cd pozostatej fruktozy. W
obydwoéch sposobach oprocz reakeji gidwnej
majg miejsce jeszcze inme jak na przyklad
synteza oligosacharydow i niskoczgsteczko-
wych polisacharydéw. Substancje te trudno
oddzielaja sie od fruktozy. Takze tylko przy
stosowaniu kosztownych procesdw oczyszoza-
nia mozna uwolni¢ fruktoze od innych  sktad-
niké6w Ttoztworu kultury, zwlaszcza od biat-
ka. Proces oczyszczania mozna bylo  pomingé
przez zastosowanie .do coddzialywania  czystego
rcztworu enzymatycznego. Z doswiadczen wy-




nika jednakze, ze wytwarzanie czystych roztwe-
row enzymatycznych jest kosztowne.

Wedlug wynalazku unika sie niedogodnosci
episanych-pgwyzej sposob6w przez stosowanie
do hydrolizy' lewanéw - otrzymanych mikrobiolo-
gicznie, ktore dzigki ich rozpuszczalncs$ci w wo-
~ dzie i nierozpuszczalnoSci w nizszych alkoho-

lach i ketonach mozna latwo uwolnié od
wszystkich towarzyszacych cukréw i innych
organicznych substancji, zwlaszcza biatka, przez
wytrgcanie 'rniskoczasteczkowymi alkoholami
lub ketonami, jak metancl, etanol, propanol
i aceton tak, ze calkowicie oczyszczony polifruk-
tozan mozna poddawaé hydrolizie. Lewany, jak
wiadcmo, wytwarzane sg 2z -sacharozy przez
szereg mikroorganizméw takich jak: Pseudo-
monas spec., Bacillus subtilis, Bacillus poly-
myxa i Aerobacter levamicus.

Sposéb wedlug wynalazku umozliwia uzyska-
nie stosunkowo wysckiej wydajnosci objetoscio-
wej lewanu, pcdczas gdy Srednie wydajnosci
lewanu uzyskane ze zwyklei kultury przezna-
czonej do syntezy, zawierajgcej okolo 10°, sa-
charozy, wynosza w warunkach technicznych
500, teorii, co odpowiada okolo 2,59, (cie-
zar/objeto§é) wydajnosci objetosciowej. Aby u-
zyska¢ wydajno$é objetoSciowa wiekszg niz
5%, jaka niezbedna jest do przerdbki, mnalezy
podnies¢ stezenie cukru powyzej 309, Stwarza
to jednak szkodliwe warunki fizjologiczne dla
wzrostu mikrcorganizméw, gdyz ckolo 200, za-
rednikéw ginie wskutek za silnie zahamowane-
go wzrostu, przy czym czas fermentacji wzrasta
z pieciu do okolo dziesieciu dni.

Jak wiadcmo z literatury zwiekszenie wydaj-
nodci lewanu uzyskuje sie przez dodawanie do
kultury przeznaczonej do syntezy matlych ilcsci
lewanu dla zapoczatkowania fermentacji. Dc-
datek tak zwanego startera — lewanu podwyz-
sza wydajno$é uwarunkowang wysokim steze-
niem cukru (powyzej 30%,), iednakze czas trwa-
nia syntezy wynosi wéwczas 10 dni.

Z zalgczonego wykresu wynika, ze maximum
tworzenia sie¢ lewanu z czasem znacznie odbie-
ga cd maximum rozmnazama sie bakterii. Ma-
ximum tworzenia sie¢ lewanu obserwuje si¢ po
zalkoriczeniu nasilenia okresu wzrostowego mi-
kroorganizmow. Wynalazek wigc polega ma pro-
wadzeniu procesu dwustopniowego w ten spo-
sdb, ze w 1-szym stopniu 'prowadzi si¢ rczmna-
danie . mikroorganizméw przy jednoczesnym
tweorzeniu sie w optymalnych warunkach star-

tera —lewanu, podczas gdy w 2-gim stopniu —
nastepuje wlaSciwa synteza przy zwiekszonej
ilosci cukru, bez widocunej just szlkody dia wzo-
stu bakterii. Przez procwadzenie dwustcpniowe-
go procesu mozna zatem uzyskaé w l-szym
stopniu — mase bakteryjng, znaczng czeéé fer-
mentu i starter — lewan, podczas gdy w 2-gim
stopniu przez dodanie codpowiedniej ilogci su-
charozy podnosi sie wydajnoéé objetoSciows le-
wanu tak dalece, ze wyncsi cna wiecej niz 5%,.
Wedlug wynalazku cba stopmie procesu mozma
prowadzi¢ nie tylko w sposdb okresowy ale
takze i ciagly.

Reztwér lewanu uzyskany w dwustopniowynt
prccesie jest wskutek wysck:ej wydajncsci obje-
tosciowej bardzo lepki, jego wartos¢ pH = 4 «-
4,5, a ilo$¢ niezuzytej sacharozy wynosi pcmi-
zej 5%. Przerébka lewanu moze odbywaé sie
bezposrednio w fermentorze albo w dostatecz-
nie duzym zbicrniku tak zwanym zbiorniku do
strgcania. W celu wprowadzcnia roztworu -lewa-
nu do kofla do stracania malezy zmmiejszyé
lepko$é roztworu kultury lewanu. Dokenuje sie
tego przez rczcieniczenie taky iloscia alkoholu
na przyklad metanolu, aby lewan jeszcze sie nie
wytracil. W kaotle do wytracania przez dalszy
dodatek alkohoiu wytraca sie lewan z roztworu
kultury i oddziela. Aby lewan catkowicie wy-
tracié z roztworu jego kultury, potrzeba przy
stosowaniu metanolu dwu- do czterckrotnej
ilosci w odniesieniu do ilosci reztworu kultury.
Niepczadane substancie towarzyszace produkto-
Wi wytracenia, a mianowicie glukoza, sole
i bialka usuwa sie przez ponowne wytrgcanie
strgeonego surcwego produktu za pcmeceeg niz-
szych alkoholi i ketonéw. Po jedncrazowym
stragceniu produkt wolny juz jest od weglo-
wodanéw, po dwukrotnym stracaniu otrzy-
muje sie czysty lewam, odpowiedni don
przygotowywania noztworéw infuzyjnych.

Z procesem stracania mozna polaczyé przesa-
czenie przez warstwy filtracyjne i (lub) cbréb-
ke za pomocyg substancji adsorbujacych. jak
ziemia ckrzemkcwa lub wegiel aktywowany.
Dzieki temu stopieni oczyszezenia tylko nieznacz-
nie sie polepsza. Poza tym powstajg straty w
lewanie, kiéry przylega i pozostaje na substan-
cjach absorbujacych wzglednie na warstwach
filtracyjnych. Z lewanu oczyszczonego przez
stracanie przygotowuje sie 5%—owy wodny roz-
twér. Roztwoér ten ogrzewa sie i zadaje kwa-
sem, na przyklad kwasem solnym lub substan-
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cjami dajacymi jony wcdorowe, na przyklad
kwasnymi solami lub wymieniaczami kationo-
wymi i hydrolizuje. Temper'atura hydrolizy, jak
réwniez stezenie jonéw wodorowych moga
zmienia¢ sie w szerokich granicach, jednak w
przypadku otrzymywania roztworéw fruktozy
do celéw infuzyjnych, cptymalne warunki sg
przy wartosci pH wiekszej cod 2, temperaturze
penizej 90°C i czasie trwania hydrolizy ponizej
5 minut w celu wunikniecia zbrunatnienia, jak
réwniez przegrupowania w ubozsze w wode
zwigzki fruktozy (dwubezwodnik dwufruktozy).
W przypadku zastosowania wymieniacza katio-
nowego mozna prowadzié hydrolize w sposéb
ciggly zaréwno w kotle, jak réwniez w kolum-
nie. Warto$§¢ pH, temperatura i czas trwania
hydrclizy mogg sie zmieniaé w zaleznodci od
ciezaru czgsteczkowego lewarnu, jego czystosci
oraz stopnia zhydrolizowania tak, ze uzyskuje
sie niskoczasteczkowe lewany lub oligosachary-
dyny szeregu lewanu.

Przy otrzymywaniu fruktozy do celéw infu-
zyjnych konieczne jest wusuniecie pozcstalyci
soli i substancji biatkowych. W celu usuniecia
biatka mozna stcsowaé znare metody jak wy-
tracanie i przesaczanie, W przypadku lewani
zhydrolizowanego do fruktozy, substancje bial-
kowe koagulujg sie w trakcie oziebiania sie row-
tworu po przeprowadzeniu hydrolizy i nastepnie
latwo mozna je usungé przez odsgczenie. Usu-
wanie soli nastepuje za pomocg wymieniacza
Jjonowego. »

W celu wytworzenia roztworéw infuzyjnycl
0 odpowiednim stezeniu fruktozy po ich oczysz-
€zeniu stosuje sie zageszczenie w proézni.

Sposéb wedlug wynalazku pozwala dziel!
uzyskaniu wysckiej wydajnodci c¢bjetosciowe;]
jak réwniez wskutek mozliwosci prostego i sku-
tecznego oczyszczania na oirzymywanie prepa-
ratow fruktozy, ktére odpcwiadaja wysokim
wymaganiom, jesli chodzi o stopien czystosci.
Juz wskutek jedncrazowego stracenia lewanu
polaczenego z hydroliza otrzymuje sie krysta-
liczng fruktoze. Po dwdéch strgceniach fruktoza
jest tak czysta, ze cprécz stosowania jej do ce-
low infuzyjnych nadaje sie ona do wszelkich
'nioiliwych zgstosowan terapeutycznych. Obec:-
noéci innych cukréw niz fruktoza nie mozua
stwierdzié nawet metedg chromatograficzny.
Procesy oczyszczania, ktére majag miejsce pu
strgceniu, maja jedynie mna celu wuzyskanie

norm jakoéci roztworéw infuzyjnych pod wzgle-
dem zawartoéci soli i biatka, (N 1 mg/loo ml).

~ Przyklad I. Sluzem z 5-cio dniowej hodno'wli
szczepu (Pseu.domonas sp.) zaszczepia sie 100 ml
roztworu przezmaczonegc do dalszego smczeple-
fiia 0 nastepujacym skladzie: : :
4% sacharozy
1,5%,  peptonu
0,5, Na,HPO, .
0,5%, NaCl
PH=17,0 * 0,2
Po 24 godzinach wetzzasama roztworu w
temperaturze 20 — 23°C, roztwér kultur do
szczepienia dodaje si¢ do 1 litra roztwonu prze-
znaczonego do syntezy o nastepujacym skladzie:
120 g sacharozy
5 g peptonu
1 g Na,HPO, .
5 g NaCl
1 litr wody z sieci wodociggowed
PH=17,0 % 0,2 i
Te¢ kulture - fermentacyjng mnapowietrza  sié
lekko tak diugo (200 cm® powietrza/miniite) az
jej pH osiggnie wartosé 6. Nastepnie fermenta-
cje prowadzi si¢ dalej. bez napowietrzania. Po
csiggnieciu wartosci pH = 4,5 fermentécja jest
zakoriczona, zwykle po ckolo 50 godzinach.
Wydajnosé: 25,5 g lewanu,
Roztwér miesza si¢ z 4 litrami metanolu
i stra-c-ony lewan po csadzeniu uwalnia od pozc-
stalego roztworu przez dekantacje. Osad roz-
puszcza sie w trakcie mieszania w 0,5 litra wo-
dy destylowanej i ponownie miesza z 2 litra-
mi metanolu. Po osadzeniu si¢ lewanu, roztwér
dekantuje sie. Lewan, obecnie calkowicie
oczyszezony z cukréw rozpurzeza sie w 0,5 litra
wody destylowanej i ogrzewa do temperatury
85°C. Nastepnie dodaje sie krcplami 6 n kwas
solny w ciggi 30 sekund do uzyskania wartoéei

12H,0

12H,0

-pH = 2, po ¢czym w ciggu 2 minut utrzymuje

si¢ temperature 85°C, a nastepnie roztwoér .ozig-
bia przez umieszczenie naczvnia reakcyjnego w
wodzie lcdowatej Po osiggnieciu temperatury
25°C  roztwdér doprowadza sig do wartoscl
pH = 5 za pomocg 1 n NaOH. W celu skoagu-
lowania bialka roztwér utrzymuje si¢ w ciagu
8 gcdzin w temperaturze + 4°C, po czyn) prze-
sacza przez warstwy filtracyjne (EKS 1I). w
celu usuniecia soli;, roztwér przeprowadza sie
kolejno przez wymieniacz ksticnewy (KPS 200)
i wymieniacz anicnowy (L 150), po czym Zza-
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ge,mza W prézni w tenmeratume do 40°C.do
zawamtoém 20, frukbozy

Wydamosé 108 ml 20%—owego rozﬁworu ﬂuk-
fDL,y’.

Przyklad II. Roztworem l-nultur do szczepie-
nia otrzymanym w spos6b podany w przykia-
dzie I zaszczepia sie 3,5 litra roztworu przezna-
ezanego do syntezy o naste: )ujacym sktadzie:

210 g sacharozy

17,5 g peptcnu

- 7,5 g Na,HPO, . 12H,0
- 10,5 g NaCl

3,51 wody z sieci wcdociagowej

-pH=1,0 £ 0,2
I stopien procesu.

Kulture fermentacyjna napowietrza sie umiar-
kowanie do uzyskania ‘wartc§ci pH = 4,7 (0,3
objetosci powietrza/objetosé roztworu kultu-
ry/minutg) wciagu okolo 40 godzin. Nastepnie
kulture fermentacyjng przéprowadza sie w wa-
runkach sterylnych do drugiego naczynia reak-
cyjnego., .

II stopieni procesu.

Roztwér przeznaczony do syntezy ma w dru-

gim naczyniu reakeyjnym nastepujacy sktad:

875 g sacharozy

1,75 1 wody z sieci wodocmgowe]

Po polgczeniu roztworu z produktem. z pierw-
szego naczynia warto§é pH wynosi 5,1. Po obni-
zeniu sie wartosci pH do 41' podczas syntezy
lewanu proces jest zakcnczcny, co na ogo6l na-
stepuje po 40 god.zmac!*

Wydajno$§é: 293 g lewanu.

Wydajnosé objetos§ciowa: 5,69, (cieiar/objetoéc’).’

Tak otrzymany roztwér miesza sie z 20 litra-
mi metanclu w celu wytragcania lewanu, po
czym dekantuje, a pozostaly lewan rozpusz-
cza w 5 litrach destylowanej wody i ogrzewa
do temperatury 50°C dodajac 30 ml 1 n HCL
Po 20 minutach roztwor czigbia sie i przez do-
danie lugu sodowego.(0,1 n)} doprowadza jego
wartos¢. pH do 5 + 0,5. Roztwor odstawia sig
na noc w temperaturze + 8°C i przez odsgcze-
nie uwalnia od wytrgconego osadu, po czym
zageszcza sig W prézni do zawartesci 70%, fruk-
tozy i po- zaszczepieniu kilkema krysztatkami
fruktozy odstawia do wykrystalizewania, Lug
macierzysty usuwa sig przez odwirowanie,
Wydajnosé: 120 g krystalicznej fruktozy,

135 g fruktozy w lugu macierzystym.

Przyklad III. Sklad rozpworu przeznaczonego
do szczepienia i roztworéw przeznaczonych do
syntezy odpowiada podahy.m w przykladzie I,
tylko stezenie sacharozy roztworu przeznaczone-
go do syntezy w I-szym stopniu procesu wyno-
si 15%, zas w II-gim stopniu Wwynosi 60%.
Przebieg fermentacji odbywa si¢ w podobny
sposdb, jak w przykladzie II. Po osiagnieciu
wartoéci pH 4,0 w II-gim stopniu procesu syn-
teza jest. zakonczona, co nastepuje po lgcznym
czasie syntezy ckolo 100 godzin ’
Wydajnosé: 400 g lewanu.

Wydajno$é¢ objetosciowa: 7,69, (ciezar/objetosé).

Roztwér zadaje sie w {rakcie mieszania 25
litrami etanolu i po wytrageeniu lewanu, dekan-
tuje. Lewan rozpuszcza sie¢ w 5 litrach wody
i dodaje 2,5 litra etanolu. Otrzymany lekko
lepki roztwor ogrzé-wa sie do temperatury 40°C
i przepuszcza przez 1 metrowg kclumne silnego
wymieniacza kationcwego (KPS 200), zawiera-
jacego jony wodorowe. Temperature kolumny
utrzymuje sie przy 40°C, a czas przebywania
roztworu w kolumnie wynosi 30 minut, po
czym roztwér doprowadza sie do wartosci
pH = 5 i uwalnia w prézni cd etanolu.
Wydajnoéé: 3 litry roztworu fruktozy (129-owy).

Przyklad IV. Wytwarzanie roztworu kultur
do szczepienia prowadzi sie¢ sposobem podanym
w przykladzie I z tg réznica, ze 100 ml roz-
tworu kultur do szczepienia wprowadza sie do
900 ml roztworu pozywki o takim samym skia-
dzie. Po 24-godzinnym wstrzasaniu zaszczepia
sie tym moztworem 9 litréw rozbtworu przezma-
czonego do syntezy (I stopien procesu) o na-
stepujacym skiadzie:

1500 g sacharozy
10 g peptonu
10 g Na,HPO, .
30 g NaCl
91 wo-dy z sieci Wodomagowej
pH =17,0 % 0 2
I stopien procesu. -

Po obnizeniu sie wartosci pH roztworu kul-
tury fermentacyjnej do 5,5 wprcwadza sie roz-
twoér przéznaczony do syntezy (I stopien pro-
cesu) w sposOb cigglty w iloSci 220 mil na go-
dzine z wyjatowionego zasobnika napelnionego
40 litrami tego roztworu. '

Taka sama ilos¢ przeptywa przez od[powmd-
nio nastawiong rure przelewowsy z tego zbior-
nika fermentacyjnego do -drugiego zbiornika
fermentacyjnego.

12H,O
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II stopien procesu.
Do drugiego zbiornika fermentacyjnego wpro-
wadza sie w sposéb ciggly opréocz stalego do-

ptywu ze zbiornika I, 509,-owy roztwoér sacha-

rozy ze uzbiornika zapasowego w stosunku
1 czeS¢ objetoSciowa roztworu sacharozy na
2 czeSci objetoSciowe odcieku z pierwszego
abiornika.

Rura przelewowa w drugim zbiorniku fer-
mentacyjnym jest tak umieszczona, ze w zbior-
niku tym znajduje sie stale 23 litry poztworu
fermentacyjnego. W ten sposéb czas przeby-
wania roztworu w zbiommiku fermentacyjnym
wynosi 70 godzin. Warto§¢ pH roztworu wy-
plywajacego z pierwszego zbiornika fermenta-
cyinego wynosi 4,5, a wartos¢é pH rnoztworu
wyptywajgcego z drugiego zbiornika fermenta-
cyinego wynosi 4,0. Pierwszy zbiornik mnapo-
wietrza sie tak, ze zawanto§¢ tlehu rozpuszczo-
nego w wodzie wymosi 2—3 mg O, na litr.
Drugiego zbiornika fermentacyjnego nie mapo-
wietrza sig. Temperature w obu zbiornikach
utrzymuje si¢ na poziomie 23 * 2°C, Wszystkie
zabiegi robocze odbywaja sie w warunkach
sterylnych. Po 180 godzinach przerywa sig¢ fer-
mentacje. Po 'u.ply'wie tego rczasu z drugiego
zbiornika fermentacyjnego wodcieklo 1acznie 37
litréw. W pierwszym zbiorniku fermentacyj-
nym pozostaje 10 litréw roztworu fermentacyj-
nego, a w drugim — 23 litry. Te 23 litry spu-
szcza sie. Roztwér kultury lewanu pochodzacy
z drugiego zbiornika fermentacyjnego (lacznie
37 litrow) wprowadza sie w sposob cigglty z 200
Litrami metanolu w trakcie mieszania do kotla
do strgcania. Nastgpnie wprowadza sie tam
takze z drugiego zbiornika pozostalos¢ po za-

hezonej fermentacji. Wediug tego przykladu

adza sie do dalszej przerdbki igcznie

0 litréw roztworu lewanu. Po zakonczonym

gcaniu roztwor nad wytrgconym lewanem
igga sie. Wydajnoéé: 3,8 kg lewanu.

- Dalszy przebieg procesu jest analogiczny jak

przyktadzie I. Wydajno§é czystej glukozy:

158 kg.

Jezeli zamiast szczepu Pseudomonas sp. sto-

waé do syntezy lewanu inne szczepy wytwa-

jace lewan jak Bacillus subtilis, Bacillus
ymyxa, Aerobacter levanicus, Pseudomonas
uorescens i Pseudomomas areofaciens, to wa-

ruhki prowadzenia procesu wedilug wynalazku
beda miaty zasadniczo taki sam wplyw na ich
aktywnosé. Optimum pH, napowietrzanie, czas
przebywania roztworu fermentacyjnego w
zbiornikach fermentacyjnych, maksymailne ste-
zenie sacharozy i stosunek objetoSciowy roz-
tworéw w wobu stopniach procesu musza by¢
dostosowane do specyficznego zachowania sie
i zdolnoéci produkcyjnych szczepow.

Czas przebywania roztworéw w zbiornikach
fermentacyjnych moéna na przyktad tatwo ob-
liczy¢ z do$wiadczalnie otrzymanej krzywej
wydajno$ci i warostu (patrz wykres). Wediug
wynalazku mozna takze uzy¢ do dalszej prze-
rébki roztworu lewanu z pierwszego zbiornika
fermentacyjnego.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6éb wytwarzania fruktozy, zwlaszcza do
celow infuzyjnych, zmamienny tym, ze sto-
suje si¢ lewan otrzymany na drodze mikro-
biologicznej w sposéb periodyceny lub cigg-
ty, ktory oczyszcza sie przez wytrgcanie za
pomocyg hydrofilowych organicznych roz-
puszczalnik6w, a mnastegpnie hydrolizuje za
pomocy substancji wydzielajagcych jony wo-
dorowe przy wantoSci pH ponizej 1—6, ko-
rzystnie przy pH powyzej 2 i w temperatu-
rze 45—110°C, korzystnie ponizej 90°C i o-
trzymany roztwér fruktozy przerabia dalej
w znany sposob.

2. Spos6éb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
synteze lewanu prowadzi sie w procesie
dwustopniowym, przy czym w pierwszym
stopniu procesu zaszczepia sie roztwor kul-
tury, zawierajacy 1—20%,, korzystnie 5—15%
sacharozy i prowadzi fermentacje przy na-
powietrzaniu az do uzyskania optymalnych
warunkéw tworzenia sie lewanu, w drugim
zas stopniu procesu fermentacje prowadzi
sie madal przy dodatku sacharozy do uzy-
skania catkowitego jej stezenia 20—50%,
korzystnie 25—309%.
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