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' (54) Zpisob vyroby D-fruktosy

| Vynélez se tykd zptsobu viroby D-fruktosy,
l kru, jehoZ v§znam v novéjsi dob€ zna¢né stoupa.
V &isté form& se pouziva v lékafstvi pfi leébé

. rtiznych chorobnych stavi.
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Agkoliv je D-fruktosa velmi rozsifena v pnrode, !

. je jeji priumyslova vyroba zna¢né obtiZzni. Tento
~ cukr krystaluje totiz dobfe pouze z roztokil nebo
. sirupi prostych organickych i anorganickych nedis-
" tot. VE&tdina metod vyuZiva pfi isolaci tvorby mdlo
. rozpustného fruktositu (levuldtu) vapenatého,

v némZ je jeden mol fruktosy vdzén na jeden mol

kysliéniku vépenatého. Je mozZno ji ziskat téZ

- kyselou hydrolyzou inulinu, zédsobniho polysacha- :

ridu éekanky, topinambur, jifin, pampeliSek apod.,
sestdvajiciho pfevazné z fruktosy (vedle asi 5 %
~ glukosy). Nejpfistupn&jii zdroj fruktosy pro vyro-
. bu ve velkém je invertni cukr. Od glukosy se
| fruktosa oddéluje sréZenim ve formé fruktosdtu
. vapenatého. Tato metoda je v8ak pracn, izolova-

|
. né4 fruktosa je v diisledku pisobeni alkalického |
| prostfedi zne&i§téna produkty isomerizace a musi .
. byt &isténa rekrystalizaci. Nejvghodné&;jii surovinou :
~ pro pfipravu krystalické fruktosy je matedny louh ‘

~ po izolaci glukosy z invertniho cukru krystalizaci, |

' tzv. fruktosovy sirup, kterj obsahuje v susing

kolem 42 % glukosy a 58 % fruktosy a ktery byl

' pouZit k vyrob& D-fruktosy zplisobem podle toho- |

to vyndlezu.
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“Podstata zptisobu podle vyndlezu spotiva v tom,

" ¥e se ve fruktosovém sirupu, zfedéném vodou na
~ obsah suSiny 10 aZ 25 %, obsaZend D-glukosa
oxiduje za aerobnich podminek piisobenim gluko-

‘ sooxiddzy na kyselinu D-glukonovou, kterd se od -
piitomné D-fruktosy oddé€li ve formé soli s kovem -

alkalickych zemin, s vyhodou soli vapenaté, a ze
zbyvajiciho roztoku se po deionizaci izoluje krysta-
lizaci D-fruktosa.

Oxidace D-glukosy na kyselinu D-glukonovou

se provadi Géelné glukosooxiddzou, obsaZenou
v enzymovém systému mikroorganismi, zejména
plisni nebo bakterii, napf. ze skupiny &ernych
aspergilii nebo octovych bakterii, popf. za pfitom-
| nosti inhibitoru enzymﬁ blokujiciho disimilaci

pfitomné D-fruktosy, s vyhodou azidu sodného, |

v koncentraci fadové 107*M.

Oxidaci D-glukosy v kyselinu D-glukonovou pfi
plném zachovéni pfitbmné D-fruktosy je moZno
realizovat té% specificky pisobici izolovanou glu-
kosooxiddzou, nap¥. obchodnim glukosooxid4zo-
vym preparitem. Postup podle vynilezu, vyuZiva-
jici glukosooxidédzy pfitomné v enzymovém systé-
mu bundk vhodného mikroorganismu, aktivné
oxidujici glukosu v glukonovou kyselinu bez disi-
milace fruktosy ve v&tSim rozsahu, se ukézal byt
- vjhodné&jsi. Ze skupiny plisni je vhodny napf.

j
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- Aspergillus niger. Jako produkt oxidace se izoluje.
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“kyselina glukonovi, nejlépe ve formé vépenaté |
soli, kterd mé po rekrystalizaci Iékopisnou kvalitu.
| Narostlé mycelium plisné je moZno pouZit pro .
| oxidaci v dalsf ndsadg. PH poufiti octovych bakte-
ni napf. Acetobacter acetosum, miZe byt primar- |
[ n& vznikl4 Kyselina glukonov4 dile dehydro
véna v kyselinu 2-keto-, popf. i v 2,5-diketogluko-
novou.
Mikrobidlni oxidace se provadi v Zivném prostie-
| di, které miiZe obsahovat aZ 25 % sufiny fruktoso-
vého sirupu, za aseptickych podminek, za michéni
. a vzdudnéni. Vznikajici kyselina glukonovd se
neutralizuje ptisadou nejméné ekvivalentniho
mnozstvi nerozpustného kovu alkalickych zemin
do Zivného prostfedi, vfhodné& uhli¢itanu vdpena-
tého, popf. postupnym pfiddvanim roztoku roz-
pustného uhlititanu nebo hydroxidu v takovém
mno#stvi, aby pH prostfedi bylo trvale udrZovéno
 ve slabé& kyselé oblasti.
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Aby byla sni¥ena disimilace fruktosy v Zivném
prostfedi, k ni* dochézi zejména po dokondeni
oxidace glukosy, je i¢elné ptiddvat vhodny inhibi-
tor enzymi, ktery blokuje disimilaci p¥i pouZité.
’ koncentraci fruktosy, avak neovliviiuje oxidaci
| glukosy. Vzhledem k tomu, ¥e oxidace glukosy
v kyselinu glukonovou probihd bez fosforylace,
zatimco disimilace fruktosy zpravidla probih4 pfes
fosforylované meziprodukty, jsou k tomuto t&elu
vhodné inhibitory blokujici fosforylaci, jako napf.
jiZ zminény azid sodny. '

Nékteré moZnosti realizace zpiisobu podle vyn4-
lezu jsou uvedeny v nésledujicich p¥ikladech pro-
vedeni. ‘

Prkiad L.
254 g fruktosového sirupu, obsahujiciho 117
D-fruktosy a 83 g D-glukosy, se smichd s 1 g

kukufi¢ného extraktu a 8 mg azidu sodného a do-

plni vodou na 1 litr. Po sterilizaci se asepticky pfidd |

30 g sterilniho uhli¢itanu vdpenatého. Plida se

zao¢kuje sporami plisn& Aspergillus niger, spl4ach-
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i sladinovém agaru pfi 30 °C a inkubuje se ve varné |

 baiice obsahu 6 lith na reciproké tfepatce pHi

i 30 °C. Po 3 dnech poklesne celkovy obsah reduku-
jicich cukrli, politdno jako fruktosa, na 116 g

| a chromatografickou analyzou lze v katexovaném

' vzorku roztoku zjistit fruktosu a kyselinu glukono-

| vou. Roztok se zfiltruje a odpat{ pfi nizké teplotd

l\ na Fidky sirup. Pfisadou malého mnoZstvi metha-

'nolu vykrystaluje glukonan vépenaty, jehoZ vyté-

\%ek po izolaci a vysuleni je 101 g. Filtrat se po
odpaf'em methanolu ve vakuu a po zfedéni vodou

| deionizuje na katexu a pak na anexu az do dosaZen{

I pH 3,5, odbarvi a odpafi na husty sirup. Po
rozmichén{ s ethanolem a krystalizaci v chladnici se
izoluje 75 g fruktosy vyhovujici kvality. Z mated-
ného louhu Ize obdobnym zplisobem ziskat je$té

| 22 g fruktosy. Druhy mate&ny louh v4# po zahug-

| téni 32 g, obsahu]e chromatograficky éxstou fruk- |

J tosu, ale jiz nckrystaluje

; Pi'iklnd 2. - ' .
i Mikroorganismus Acetobacter acetosum CCM, ‘
12363 se nejprve dvakrit pasé¥uje v dvoudennich
intervalech na $ikmych agarech sloZeni: 5 % glu-
kosy, 12,5 % 20%niho kvasniéného autolyzitu,
2 % uhli¢itanu vipenatého a 2,5 % agaru a této
kultury se pouZije k zaotkovdni 100 ml pihdy,
obsahujici 5 % glukosy, 0,5 % kukufi¢ného ex-
traktu a 1,4 % uhli¢itanu vdpenatého, sterilizova-
ného zvlast. Po dvoudenni inkubaci na reciproké
tfepaccee pfi 30 °C se ziskanou kulturou zaoZkuje
v]eden litr pidy obsahujici 202 g fruktosového
’ s1rupu, 7,5 g kukufi¢ného extraktu a 16,5 g uhlici-
, tanu vépenatého, stenhzova.ného zvlast. Po dvou- |-
' denni inkubaci na tfepa&ce pfi 30 °C nebyla jiZ
v roztoku pfitomna glukosa. Vyfermentovana pii-
| da, obsahujici fruktosu, glukonan vdpenaty a malé
| mnoZstvi 2-ketoglukonanu vépenatého, se zpracu- |
je stejné jako v ptikladu 1. Izoluje se celkem 86 g \
vépenatych soli a've dvou frakcich celkem 59 g |
fruktosy. Druhy mateény louh v4¥i po zahu$téni
" 35 g, obsahuje fruktosu a JiZ nekrystaluje

PREDMET

VYNALEZU ;

1. Zpisob vyroby D- fruktosy z tzv. fruktosové- !
ho sirupu, obsahujictho v sufiné kolem 58 % |
fruktosy a 42 % glukosy, odpadajictho po 1zolac1!
krystalické D-glukosy zinvertntho cukru, vyznau- |
jici se tim, Ze se ve fruktosovém sirupu, zfedéném
vodou na obsah sufiny 10—25 %, obsaZen4 D-glu-
kosa oxiduje za aerobnich podminek piisobenim |
' |glukosooxidézy na kyselinu D-glukonovou, kter4
r’se od pfitomné D-fruktosy odd&l{ ve formé soli '
s kovem alkalickych zemin, s vyhodou soli vdpena-
‘ té a ze zbyvajiciho roztoku se po deionizaci lzoluje ‘
krystahzacl D-fruktosa.

2. Zpﬁsob podle bodu 1, vyznatujici se tim, Ze s¢
oxidace D-glukosy na kyselinu D-glukonovou
provadi glukosooxiddzou, obsaZenou v enzymo-
vém systému mikroorganismii, zejména plisninebo,
bakterii, napfiklad ze skupiny Sernych aspergilii
nebo octovych bakterii. _

3. Zpiisob podle bodu.1 a 2, vyznadujici se tim,
Ze se oxidace provédi za pfitomnosti inhibitoru
enzymi, blokujictho disimilaci p¥itomné D-frukto-
sy, s vfhodou azidu sodného, v koncentraci fédové |
10""M . ‘
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