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Zpisob piipravy kyseliny 2-deoxy-D-glukonové

Vyndlez se tyké zplsobu p*ipravy kyseliny
2-deoxy-D-glukonové biochemickou oxidaci
2-deoxy-D-glukosy v systému obsahujicim gluko-
sodenhydrogenézu nebo glukosooxiddzu, za pri-
b&%ného odstranovéni kyseliny ze systému ne~’
atralizec{ ve form& soli, s vyhodou soli

barnaté.
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Vynélez se tyké zpisobu pr. . avy kyseliny 2-deoxy-D-glukonové /2=-deoxy-D-arebino-hexonové/,
cukerného derivédtu, kterého we pouZivéd v biochemii a medicin pfi studiu metebolickfech pochodd,

zejména jako kompetitivnd pdsobiciho strukturniho anelogs kyseliny D—glukonové.
| Kysellna 2-deoxy-D-glukonové se dosud prlpravovala chemlckou oxidaci 2—deoxy-D-g1uk08y bro-
mem nebo jodem. Hlavnl nevihodou tohoto postupu je nizkd specifidnost reekce, nésledkem toho
nizké vjté%ky 8 déle obtiiné'odstranovéni vétdtho mnoistvi bromidu nebo jodidu z reekéni smési.
~ MoZnost b1ochemlcké dehydrogenace 2-deoxy-D-glukosy byla dosud studovéna jen s klidovymi.

bunkaml, izolovanymi po rdstu ne nékterém dob¥e asimilovatelném cukru, déle bezbuné&&nymi ‘
extrakty a enzymovjml preparéty, prevédiné v manomeblckjch pokusech na Warburgové piistroji,.pri
kterych spot¥ebe kysliku nasvéd&ovela oxideci v kyselinu 2-deoxy-D-glukonovou u Pseudomonsas
aeruglnosa /A K. Williems, R.G. Esgon: J.Bescteriol. 77, 167, 1959/, Aerobacter aerogenee /E.R.
Blekley, O.Cifferit: Cen.J.Microbiol. 7, 61, 1961/ @ u plipnové glukosoox1dézy /R.B.Mc.Comb
‘se 8p.: J.Frenklin Inst. 263, 161, 1957; M.S. Festher: Biochem. Biophys.Acta 220,127,1970/.
U Acetobacter suboxydans /J.A.Fewster: Biochem;J. 69, 582,1950/ probfihale oxidace a% v kyseliné
é—deoxy-keto-D-glukéh6vou/prévdépodobné S5-ketoderivdt/, kterd v8zk dosud nebyla izolovéna;
Tvorba kyseliny 2-déoxy-D-glukonové p¥i t&chto pokusech byla dokézéna pouze chromstografickou
enalyzou /.viz. Willisms a Eegon/, pop¥ipadé izolaci'miiigramovych mnoZstvi ; nddobek Warbur-
gove pristroje /viz Blakley & Cifferi/. é-Deoxy-D-élukosa’v§ak nebyla vhodnym zdrojem uhlfiku
pré rist -Bseudomonas aeéruginosa, pokusy o jej{ adaptaci né(tehto cukr byly bezvysledné /viz
Williems & Eegon; Eagon/. 2 uvédeného vyplyvéd, Ze ani jédna ze zminénjch metod neng ekonomicky
ﬁouﬁitelné pro ziskdvéni kyseiiny 2-deoxy-D-glukoﬁové ve vit5im mritku.
: Zpﬁaob pripravy kyseliny 2-deoxy-D-glukonové biochemickou oxideci{ 2-deoxy-D-glukosy. ve vodné
prostred!, za serobnich podminek, plsobenim eniymového systému obsahujicilib glukosodehydro-
gendzu nebo glukosooxiddzu, Pedf vynélez, jeﬁoZ'podetata spolivd v tom, Ze se pfi konverzi
vznikajfci kyselida 2-deoxy-D-glukonovéd pribé&iné odatranuje ze systému neutralizaci ve formé
soli, kterd se izoluje. v‘ " ' , i

Neutrelizace vznikajfci kyseliny 2-deoxy-D-glukonové se Gdelnd provédl ve vodé omezéné
rozpustnym uhliditanem kovu alkelickych zemin, s vyhodou uhlléitanem barnatym nebo vépenatym,
pritomnym v systému od poddtku konverze.
, Uvedené opatfeni tJ. neutralizece, umoifluje pouzits vysokych ekonomlcky vihodnych kon-
centrac{ 2-deoxy-D-glukosy, aniZ by se enzymatlcké oxidalni reskce zastavila pisobenim sniZu-
Jjici se hodnoty pH.

Jako zdroj glukosodehydrogenézy mohou slouzit bakterle Pseudomones aeruginosa, ku1t1vované
za serobnich podminek ve vodném proatredi, obsehuaicim zdroae 331m110vatelného uhlfiku & dusiku
'a minerdlnf Zivné sole; Jako zdroje glukosooxiddzy lze pouzft plisné Asperglllus niger, kulti-
vovené za gerobnich podminek ve vodném prostfedi, obsahuJicim zdroje 381m110vate1ného dusfku
v; daléich Zivin, popFipad® enzymového preparétu obohaceného glukosooxiddzou, dod4veného vyrobei
god riznymi obchodnimi nédzvy, v

V pribéhu pokusl,’ kterymi se:hledaly optimédlnf podminky pro p¥ipravu kyseliny 2-deoxy-D-
~glukonové, byly ovéfovdny rdzné mikroorganismy. Octové bakterié /Acetobscter gluconicus,
Acetomonas oxedana/ vytvérely smés kyseliny 2-deoxy~D-glukonové—a Jegiho ketoderlvétu, p¥i po-
uzitd plisné Aspergillus niger byly vyt&fky niZii.
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Byl proto zkoufen kmen Pseudomones seruginosa, o ném¥ bylo jiZ 2z drivé jdka zndmo, %e p*i rdstu
na padéch, obsehuaicich D-glukosu i ve vysokych koncentracich a ¥indlo neutralizujfc{ primédrné&
vznikejicd kysellnn D-glukonovou, vytvéfel & hromedil 2-keto-D-glukonan. P#i jeho pﬁsobeni ne
Z-deoxy-D-glukosu nedochézi ke'zméné ne uhlfku v poloze 2 & vznikd kyselina 2-deoxy-D-glukonové
ve vysokém vytdZfku. Pri pouZitf vhodného kmene a podminek fermentace, tj. koncentrace, prisedy
dob¥e asimilovetelného cukru, nap¥iklad D-glukosy, jako induktoru ristu /2-deoxy-D-glukosa
heni vhodny zdroj uhlikﬁ pro rist Pseudomones seruginoss/ & vzdudnéni, je moZno doséhnout Uplné
konverze v krdtké dobé&. Vznikéjici kyselina 2-deoxy-D-glukonovou je oviem nutno neutralizovat,
v jak Jji% bylo zﬁinéno, néjjednoduéeji prisadou mélo rozpustného uhliﬁiianu; nap¥ikled vépenatého,
horeénatého, barnsatého, mangenatého nebo Zeleznatého, a to pfimo do fermentaéni pidy, enii by
uvoln&né katlonty pisobily v pouZivanych koncentracfch na kulturu toxlcky, a pripravovet tak

| primo pF¥isludnou sil. Neutralizeci je moZno provédét také sutomatickym p¥iddvémim roztoku hydro-
xidu alkelického kovu nebo rozpustného uhliditenu epod.,‘v zévoslosti na pribéik® mefené hodnoté pH.
Fzhledem k dobré krystalizadni schopnosti byl nejdest&ji plripravovén a izolovén 2-deoxy-D-
~glokoaen barnBty,dze kterého je krom& toho moino pohodln& pripravit volnou kyselinu. Vyt&Zky
této izolovené soli dosshuji 75 e% 80 % teorie pfi fermentaci 5 %nf pddy a dobd fermentace 2
a% 3 dny. Yejvy331 udévany v§té%ek pri oxidec{ bromem je 58 % teorie. )

PQSObenim glukosooxiddzy, obsaZené v obchodnim enzymovém preperdtu s ddinnosti 750 j/ml,
byle 2-deoxy-D-glukosa v 5 %nim roztoku zcela konvertovédna b&hem 1 dne v sil kyseliny 2-deoxy-
-D-glukonové. Izolace produktu v3ak byla ztiiena belestnimi 1létkani cukerné povahy, pi{tomnymi
v enzymovém preparétu.

Nikteré moZnosti realizace zplisobu podle vyndlezu jsou uvedeny v nésledugicich prikladech
provedeni, které vyndlez pouze ilustruji, ale nijek neomezuji.
Priklad 1 |
Kulture kmene Pseudomonas seruginoss IHE Ps 5/40 byla udrZovéna pfeolkovénim na 8ikmé agarové
pad¥, obsehujici 5 g D-glukonenu vépenatého, zfiltroveny autolyzét z 2,5 g pekerského droZdi
a 2,5 g ageru ve 100 ml. Dva dny starou kulturou byla zaolkovédna pida /2,5 ml/, kterd obsahovala
2 g D-glukonenu vépenatého, 0,2 g D-glukosy ve 100 ml & stejné mno¥stvi kvesniiného sutolyzétu
‘jako v§Se. Po zaotkovéni byla plde kultivovéna 1 den na reciproké t¥epadce, pak byla pouZita k
zaodkovdn{ 100 ml sterilnt bﬁdy, kterd obsshovala 5 g 2-deoxy-D-glukosy, 6,2 g D-glukosy, zfilt-
rovany eutolyzdt z 0,5 g droZdi, 0;2 £ hydrogenfosforeénanu aﬁonného, 0,1 g dihydrogenfosfo-
renenu draselného, 0,025 g sirenu hofe¥nstého & 6 g uhli&itenu bernatého sterilizoveného zv1dsi.
Kultivace probfhals v 500 ml varngch bankéch uzavfenych vetovymi zdtkami, na t¥epacim stroji
pfl teploté 30 %Cc. Po 3 dnech kultivace byl chromatograflckou enalyzou dekationlzovaného filtrdtu
zalétén obseh pouze kyseliny 2-deoxy-D-glukonové, redukujic{ cukry nebyly pfitomny. Po ukonZeni
kultivace byla pida zahrdta na 80 OC & udrzovéna pri této teplot® 30 min., psk byla zfiltrovéna.
Hodnote pH filtrdtu byla upravena roztokem hydroxidu bsrnstého na 9,2, aby se pripadn& pfitomné
laktony pPevedly v bernatou sdl a aby se soulasné odstranil zbytek fosfétd p¥idengch do pﬁdy.
Melé mnofstvi vzniklé sreZeniny bylo odfiltrovéno a filtrédt byl zneutralizovén na pH 6,9
opatrnym pridévénim katexu v H -formé ze michdni. Po odfiltrovéni ketexu byl roztok odpafeh
za sniZeného tleku na’objeﬁ kolem 20 ml a ponechén p¥i teplot® mistnosti do druhého dne. Vy-.
krystelovend barnaté sil kyseliny 2—deoxy-D-glukonové byls odsdta, promyta 50 % methenolem
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a vysuSena ve vekuu pPi 50 °c. Bylo zfskéno 4,28 g prvniho podilu & z metedného louhu po od-
pafeni{ na msly obﬁem Jjed8t& 1,53 g druhého podflu. Celkovy vytdZfek barnaté soli kyseliny 2-
-deoxy-D-glukonové byl 5,81 g, tj. 77 % teorie. 4zolovand sil m&la odpovidajici obssh Ba a
krystelickd volnd kyselina, p¥iprafend z ni pisobenim teoreticky pot¥ebného mnoZstvi kyseliny
sirové, filfraci, zehudténim & krystslizaci, bylas podle t.t., optické otédivosti a I& spekter
totoZnd s sutentickou, chemicky pripravenou kyselinou 2-deoxy-D-glukonovou,

Prikled 2

Kulture kmene Aspergillus niger NRRL 3 byle udrZovédne na sladinovém ¥ikmém egeru. Sporovou
suspénzi ze 4 dny eteré kultury belo zsodkovédno 100 ml sterilni pidy obsahujici 5 g 2-deoxy-
~D=glukosy, eutolyzét z 2,5 g dro¥d{ e 1,75 g uhliditenu vépensetého stefilizoveného zv1435t,
Po 3 dnech nes t¥epscim stroji p¥i 30 °C pod vatovou zétkou roztok jii neobsshoval 2-deoxy-
-D-glukosu. ¥o filtraci byl veden sloupcem®ketexu v H+;fogmé o objemu 25 ml e sloupcem anexu
v OH -form& o objemu 30 ml, Po promyt{ ionexd vodou byly kyseliny zachycené na anexﬁ eluovény
2 % kyselinou sirovou. Eludt obsehujfief cukry byl odpafen za sniZeného tlaku ne objem asi 30
ml a za teplas zneutrelizovdn pevnym uhliditenem barnatym do pH 6,;5. Po odfiltrovdni sraZeniny
@ zehu3téni ne mely objem vykrystalovel 2-deoxy-D-glukonan barnaty. celkem bylo ziskéno ve

3 frekcich 1,97 g této soli,

Pi{klad 3

Smds 0,25 g 2-deoxy-D-glukosy, 0,62 ml obchodniho enzymového pI{pravku glukosooxiddzy s akti~
vitou 750 j/ml & 0,15 g uhliditenu bernatého byla doplnZne vodou na objem 5 ml a umisténa v
bance uzaviené vatovou zdtkou na t¥epacim stroji /v tomto p¥ipadé nebylo pracovdno za asep-
."tickych podminek/. Po 5 h obsshoval roztok je3té€ vychozf 2-deoxy-D-glukosu, po 24 h byla

konverze v kyselinu 2-deoxy-D-glukonovou uplné.

PREDMET  VINALEZU

1l.Zpisob p¥ipravy kyseliny 2-deoxy-D-glukonové biochemickou oxidact 2-deoxy-D-glukosy ve vod-
ném prostfedi, za serobnich podminek, pisobenim enzymového systému obsashujiciho glukoso-
dehydrogenédzu nebo glukosooxiddzu, vyznadujici se tim, Ze se p¥i konverzi vznikajici kyse-~
lina 2-deoxy-D-glukonovd prib&ind odstrefuje ze systému neutralizaci ve form& soli, kterd

se izoluje.

2+.2plsob podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze se neutralizace vznikajic{ kyseliny 2-deoxy-
-D-glukonové provdd{ ve vod¥ omezend rozpustnym uhliditenem kovu slkalickych zemin, s vy-

hodou uhliditanem barnetym nebo vépenstym, pF{tomnym v systému od poddtku konverze,
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