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Sposób usuwania 2-ketoglukonianu z mieszaniny zawierającej
2-ketoguloniart i 2-ketoglukonian na drodze fermentacji

Przedmiotem wynalazku jest sposób usuwania
2-ketoglukonianu z mieszaniny zawierającej 2-ke-
togulonian i 2-ketoglukonian na drodze fermentacji,
pozwalający na otrzymanie 2-ketogulonianu prak¬
tycznie wolnego od 2-ketoglukonianu.

Kwas 2-keto-L-gulonowy jest ważnym półpro¬
duktem do wytwarzania witaminy C. W wyniku
kondensacji L-sorbozy z acetonem w obecności
kwasu siarkowego, utlenienia nadmanganianem
i hydrolizy pochodnej dwuizopropylidenowej w
temperaturze wrzenia, otrzymuje się kwas 2-keto-
-L-gulonowy. Zostało to opisane w Helv. Chim.
Acts 17, 311 (1934) i w opisie patentowym St.
Zjedn. Ameryki nr 2301811. Wytwarzanie kwasu
2-keto-L-gulonowego drogą ostrożnego utleniania
L-sorbozy kwasem azotowym zostało zastrzeżone
w brytyjskim opisie patentowym nr 443901 i w ho¬
lenderskim opisie patentowym nr 59584. Selektyw¬
na redunkcja kwasu 2,5-dwuketoglukonowego, w
wyniku której otrzymuje się mieszaninę kwasu
2-ketoglukonowego i 2-ketogulonowego, oraz na¬
stępna hydroliza kwasu 2-ketogulonowego do kwa¬
su askorbinowego zostały opisane w opisie paten¬
towym nr 114409.

Przedmiotem wynalazku jest sposób usuwania
2-ketoglukonianu z mieszaniny zawierającej 2-ke-
togulonian, drogą fermentacji wybranego szczepu
z gatunku Pseudomonas, co ułatwia wyodrębnienie
i oczyszczenie kwasu askorbinowego, wytwarzane-
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go następnie drogą hydrolizy pozostałego nienaru¬
szonego 2-ketogulonianu.

Kwas 2,5-dwuketoglukonowy jest użytecznym
półproduktem w syntezie witaminy Ć. Wytwarza
się go drogą biosyntetyczną z glukozy, stosując
sposób opisany w opisie patentowym St. Zjedn.
Ameryki nr 3790444. Selektywna redukcja kwasu
•2,5-dwuketoglukonowego w brzeczce fermentacyj¬
nej w sposób opisany w opisie patentowym nr
114409 prowadził do otrzymywania mieszaniny w
stosunku 85 : 15 kwasu 2-ketogulonowego i 2-keto¬
glukonowego. Po hydrolizie otrzymuje się miesza¬
ninę kwasu askorbinowego i kwasu arytorbowego.

. Pożądane jest aby kwas 2-ketoglukonowy, obecny
w poddawanej redukcji brzeczce fermentacyjnej
opidanej powyżej, został usunięty lub aby jego
stężenie zostało znacznie zmniejszone. Pozostały
kwas 2-ketogulonowy powinien przy tym pozostać
nienaruszony, tak aby w wyniku hydrolizy po¬
wstał tylko kwas askorbinowy.

Przedmiotem wynalazku jest nowy sposób usu¬
wania 2-ketoglukonianu z mieszaniny zawierający
2-ketogulonian i 2-ketoglukonian, polegający na
działaniu na tę mieszaninę dawką wzrostową wy¬
branego drobnoustroju Pseudomonas fluorescens
szczep WRRLB 10 lub Pseudomonas fluorescens
szczep ATCG 13430 w prowadzeniu fermentacji
aż do praktycznie całkowitego usunięcia 2-keto¬
glukonianu.
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Zbadano wiele drobnoustrojów pod kątem ich
zdolności metabolizowania kwasu 2-ketoglukono-
wego do dwutlenku węgla i wody bez naruszenia
współbocznego kwasu 2-ketogulonówego. Z bada¬
nych drobnoustrojów, wyżej wymienione szczepy
należące do gatunku Pseudomonas- okazały się być
zdolne do selektywnego rozkładania kwasu 2-keto-
glukonowego. Robocze hodowle, które są powszech¬
nie dostępne, zostały zdeponowane pod nadanymi
mu numerami. Fachowiec może łatwa otrzymać
potrzebny mu szczep z odpowiedniej kolekcji. Tak
więc, numery kolekcji są wystarczającą identyfi¬
kacją danego szczepu.
. Szczepy stosowane w sposobie według wynalazku
można rozmnażać w wodnej pożywce odżywczej
zawierającej źródło przyswajalnego węgla, przy¬
swajalnego azotu i sole nieorganiczne. DoA pożywki
dla inokulum pierwszego stopu korzystne jest orga¬
niczne źródło azotu, takie jak pepton i ekstrakt
mięsny. Dla inokulum drugiego etapu korzystny
jest wyciąg naukowy kukurydzy, fosforanu jedno-
wodoroamonowy i mocznik. Składniki te korzyst¬
ne są także dla pożywek produkcyjnych.

Porcję z 24-godzinnej hodowli w kolbach odpo¬
wiedniego szczepu Pseudomonas fluorescens w
ilości wystarczającej do otrzymania 5% inokulunr
przenosi się do pożywki odżywczej znajdującej się
w fermentorze w temperaturze łaźni 28—30°C,
mieszanej- mieszadłem mechanicznym o około 1700
obrotach/minutę i napowietrznej około 0,75 obję-
tościami powietrza na objętość brzeczki na minutę.

Po upływie około 20 godzin odpowiednią porcję
hodowli do sporządzenia 5% inokulum przenosi się
do fermentatora zawierającego pożywkę z wycią¬
giem namokowym kukurydzy, nieorganicznymi so¬
lami amonowymi i mocznikiem. Zwiększenie
wzrostu uzyskuje się dodając 0,5 g/litr glukozy.
Rozmnażanie prowadzi się w temperaturze około
28—30°C, przy obrotach mieszadła 1700 obrotów na
minutę i napowietrzeniu 0,75 objętościami po¬
wietrza na objętość brzeczki na minutę. Po upły¬
wie 8 godzin dodaje się mieszaninę 2-ketogluko-
nianu i 2-ketogulohianu otrzymaną podczas
selektywnej redukcji 2,5-dwuketoglukonianiu (opis
patentowy nr 114409), Jak wspomniano fermentację
kontynuuje się aż do praktycznie całkowitego roz¬
kładu 2-ketoglukonianu, co ocenia się za pomocą
wysokociśnieniowej chromatografii cieczowej (około
24 godziny). Szybkość rozkładu 2-ketoglukonianu
można zwiększyć dodając dodatkowo 5 g/litr wy¬
ciągu namodowego kukurydzy lub 0,5—1,0 g/litr
mocznika.

Dodawaną mieszaninę 2-ketoglukpnianu i 2-keto-
gulonianu można otrzymywać drogą selektywnej
redukcji czystego lub surowego 2,5-dwuketogluko-
nianu lub korzystnie drogą redukcji brzeczki fer¬
mentacyjnej zawierającej mieszaninę otrzymaną
z 2,5-dwuketoglukonianu wytwarzanego biosynte-
tycznie z glukozy.

Zmieniając ilość borowodorku metalu alkalicznego
stosowanego na mol 2,5-dwuketoglukonianu, otrzy¬
muje się w redukowanej brzeczce fermentacyjnej
mieszaniny 2-ketogulonianu i 2-ketoglukonianu
o stosunku od 85 :15 do 45 :55.

Na ogół, brzeczki fermentacyjne zawierające wię¬
cej 2-ketogulonianu w stosunku do 2-ketoglukonia¬
nu (85: 15) są bardziej korzystne do dalszego
przerobu, to znaczy rozkładu 2-ketoglukonianu

5 podczas fermentacji Pseudomonas i następnej hy¬
drolizy pozostałego nienaruszonego k\^asu 2-keto-
gulonowego do kwasu askorbinowego.

W opisie i zastrzeżeniach określenie 2,5-dwuketo-
glukonian, 2-ketoglukonian i 2-ketogulonian doty¬
czą zarówno wolnych kwasów jak i ich soli.

Następujące przykłady ilustrują sposób według
wynalazku, przy czym przykłady I i II dotyczą
wytwarzania^ związków wyjściowych

15 Przykład I. Przygotowuje się następującą
wodną pożywkę: '

10

45

50

55

60

Składnik
Glukoza
Wyciąg namokowy kukurydzy
KH2P04
K2HP04
MgS04-7H20
CaC03

pH == 6,2

—

—

—

—

—

—

G/litr
25

5

0,5
0,5
0,2
6,3

25

Kolbę trzęsawkową zawierającą jeden litr po¬
żywki autoklawuje się w ciągu 30 minut w tem¬
peraturze 121°C. Wartość pH pożywki po ochło-

30 dzeniu wynosi 6,0. Do kolby dodaje się 5 ml ko¬
mórek drobnoustroju Acetobacter cerinus IFO 3263
ze skosów agarowych w postaci 20 ml zawiesiny
w jałowej wodzie. Kolbę wstrząsa się na trzęsawce
obrotowej w temperaturze około 28°C, w ciągu

35 około 24 godzin.
Porcję hodowli wzrostowej wystarczającą do

sporządzenia 5% inokulum dodaje się do fermen-
tora o pojemności 4 litrów, zawierającego 2 litry
pożywki produkującej o następującym składzie:

40

Składnik G/litr
Glukoza — 110

Wyciąg namokowy kukurydzy — 0,5
H(NH4)2P04 , — 0,58
KH2P04 — 1,5
MgS04-7H20 ' — 0,5
Mocznik — 0,5
CuS04-5H20 — 1 mg
Kwas nikotynowy — 300 mikrogramów

pH = 6,0

Fermentację prowadzi się w temperaturze około
28°C, przy mieszaniu 1700 obrotami na minutę
i napowietrzaniu 0,75 objętościami powietrza
na objętość brzeczki na minutę. Po upływie około
20 godzin od rozpoczęcia fermentacji dodaje się
55 g/litr wysterylizowanej glukozy. Wartość pH
utrzymuje się za pomocą dodawania wodnego roz¬
tworu wodorotlenku sodowego. Fermentację pro¬
wadzi się aż do uzyskania 95% kwasu 2,5-dwuke-
toglukonowego z glukozy.

Przykład II. Do szybko mieszanego roztworu
20 litrów przesączonej brzeczki fermentacyjnej za-

65 wierającej 10% 2,5-dwuketoglukonianu sodowego
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(0,84 mola) z przykładu I, dodaje się w tempera-
turze 0°C 42,4 ml 2,2 molarnego NaBH4 w 7 m
NaOH (0,93 mola wodoru), z szybkością 1 ml/mi¬
nutę. Wartość pH roztworu wzrasta gwałtownie
z 3,65 do 10,2. Otrzymaną zawiesinę sączy się, pH
przesączu doprowadza do 1,6 stężonym kwasem
siarczkowym, wytrącony osad odsącza się i od¬
rzuca. Wartość pH przesączu doprowadza się do
7,0 wodorotlenkiem sodowym. Stosunek 2-ketogulo-
nianu do 2-ketoglukonianu wynosi 85 : 15.

Przykład III. Przygotowuje się następującą
wodną pożywkę:

MgS04-7H20
Mocznik

KH2P04

0,5
2

1

Składnik
Wyciąg miąsny
Wyciąg drożdżowy
Pepton
Glukoza

NaCl

G/litr

4

4

4

10
2

pH = 6,2

Składnik

Wyciąg namokowy kukurydzy
(NH4)2HP04
KH2P04
MgS04-7H20
Glukoza

Mocznik

pH == 7,0

G/litr
— 8
— 1

— 1

— 0,5
— 10

— 2

Fermentację prowadzi się w temperaturze około
28—30°C, przy 1700 obrotach na minutę i przy
napowietrzaniu 0,75 objętościami powietrza na
objętość brzeczki na minutę. Fermentację prowa¬
dzi się w ciągu około 20 godzin i następnie
porcje wystarczającą do sporządzenia 5% inokulum
przenosi się do fermentora o pojemności 4 litry
zawierające 2 litry następującej pożywki.

Składnik G/litr

Wyciąg namokowy kukurydzy — 10
(NH4)2HP04 — 2

10

15

20

Kolbę trzęsawkową zawierającą jeden litr po¬
żywki autoklawuje się w ciągu 30 minut w tempe¬
raturze 121°C. Komórki Pseudomonas fluorescens 25
NRRL B10 ze skosów agarowych dodaje się do
kolby, którą następnie wstrząsa się na trzęsawce
w ciągu około 24 godzin, w temperaturze około
28°C.

Porcję hodowli wzrostowej wystarczającą dla
uzyskania 5% inokulum dodaje się do 2 litrów
mieszanej w fermentorze o pojemności 4 litry na¬
stępującej pożywki:

35

40

45

50

55

pH = 7,0

Namnażanie prowadzi się w temperaturze około
28—30°C, przy 1700 obrotach na minutę i przy
napowietrzaniu 0,75 objętościami powietrza na
objętość brzeczki na minutę. Fermentację prowadzi
się wciągu 8 godzin i następnie porcję wystarcza¬
jącą do sporządzenia 10% inokulum przenosi się
do fermentora zawierającego zredukowaną brzecz¬
kę fermentacyjną z przykładu II o pH 7,0. Fer¬
mentację kontynuuje się w temperaturze 28—30°C,
przy 1700 obrotach na minutę i napowietrzaniu
0,75 objętościami powietrza na objętość brzeczki na
minutę, aż do praktycznego zakończenia rozkładu
2-ketoglukonianu.

Przesączoną brzeczkę fermentacyjną można dalej
przerabiać dodając ksylen i stężony kwas siarkowy
i ogrzewając podczas mieszania, w temperaturze
65°C, w ciągu około 5 godzin. Kwas askorbinowy
wyodrębnia się z mieszaniny reakcyjnej i oczysz¬
cza drogą rekrystalizacji.

Przykład IV. Do roztworu 15 g 2,5-dwuketo-
glukonianu sodowego w 150 ml wody dodaje się
podczas mieszania w temperaturze 0°C 6,61 g wę¬
glanu sodowego. Wartość pH roztworu wzrasta do
9,57 Dodaje się 0,49 g borowodorku sodowego i roz¬
twór miesza w temperaturze 0QC w ciągu około
15 minut, otrzymując mieszaninę -85 : 15 2-ketogu-
lonianu i 2-ketoglukonianu.

Brzeczkę zawierającą komórki wzrostowe Pseudo¬
monas fluorescens ATCC 13430 dodaje się do po¬
wyższego zobojętnionego roztworu i rozkłada 2-ke-
toglukonian w sposób opisany.w przykładzie III.

Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób usuwania 2-ketoglukonianu z miesza¬
niny zawierającej 2-ketogulonian i 2-ketoglukonian,
znamienny tym, że na mieszaninę tę działa się
hodowlą wzrostową wybranego drobnoustroju Pseu¬
domonas fluorescens szczep NRRL B10 lub Pseudo¬
monas fluorescens szczep ATCC 13430 w wodnym
roztworze pożywki fermentacyjnej i fermentację
prowadzi się aż do praktycznie całkowitego usu¬
nięcia 2-ketoglukonianu.

2. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
stosuje się mieszaninę 2-ketoglukonianu i 2-keto-
gulonianu znajdującą się w selektywnie reduko¬
wanej brzeczce fermentacyjnej otrzymywanej dro¬
gą redukcji borowodorkiem 2,5-dwuketoglukonianu
wytwarzanego przez działanie biologiczne na glu¬
kozę.
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