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Menetelmd 2,5-diketoglukonihapon valmistamiseksi -

Forfarande for framstdllning av 2,5-diketoglukonsyra

Tdmd keksintd koskee 2,5-diketoglukonihapon valmistusta.

2,5-diketoglukonihappo on C-vitamiinisynteesin kdyttdkelpoinen
vdlituote. Tdhd&n saakka 2,5-diketoglukonihappoa on valmistettu-
useiden erilaisten bakteerilajien kuten Acetobacter melanogenurn,
Acetobacter aurantiqé, Gluconoacetobacter rubiginosus,
Gluconoacetobactér liquﬁfaciens'ja Pseudomonas sesami avulla. Mutta
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nédiden plenello&den kdvttd ei ole tdysin toivottavaa teolliselta
nakokannalté; koska viljelyssd syntyy sivutuotteina suuria mddrid
ruskeita tai keltaisenruskeita pigmenttejd, jotka alentavat samalla
syntyneen 2,5-diketoglukonihapon puhtautta.

Us- patentlssa 3 790 444 on vaadlttu patenttla 2,5-diketogluko-~
nihapon valmistukselle ilman 311hen lllttyvaa ruskeata pigmenttid

uuden lajln avulla merklnnalla Acetobacter fragum.

Tamd kek51nto koskee taloudellista menetelmdd 2,5-diketoglukoni-

hapon valmistamiseksi kdyttden helposti saatavia, julkisesti sdily-~-



tettyja Acetobacter cerinus-kantoja. Kaksi nalsta kannoista,
IFO 3263 ja 3266, . tuottaa 2,5- dlketoglukonlhappoa(gaan%gigakyll
95 %T (glukoosista laskettuna).
2,5-diketoglukonihappo on askorbllnlhappovalmlstuksen kayttdkel-
poinen vdlituote. 2,5-diketoglukonihapon ve51lluos voidaan selek-
tiivisesti pelkist#i 2—ketogu10na%;in ja 2-ketoglukonaatin seoksek-
si, joka voidaan muuttaa askorbiﬂﬁ- ja erytorbiinihapoksi.
2,5-diketoglukonihappo on helposti valmistettavissa baktgerlen

N

vaikuttaessa gluk00511n kdyttden ka51teltavana olevan kek51nnon
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meﬁeéelman mukaan Acetobacter cerinuksen helpost1 saqaﬁj}a kanto-
ja. Kalkkl Acetobacter cerinuksen luetteloidut, julklsestl sally—
tetyt kannat on tidssid tutkimuksessa testattu ja 0501tettu tuotta-
Qéﬂvﬁgzggggggja;Séantégg'SO -95 %](gluk0031sta laskettun?). Kaytet-
tdessd kantoja Acetobacter cerinus IF0Q 3263 ja 3266ftuet%btunq’keto-
happonalbq/yk51nomaan haluttg?& 5- dlketoglukonlhapp?/;aant01na

y11 95 % (glukoosista laskettuna) . Saatavissa olevat, julklsestl

e

gallytetyt Acetobacter cerinus-kannat ovat:

IFO 3262 (ATCC 12303)
3263
3264
3265
3266
3267
3268
3269

Nditd Acetobacter cerinus-kantoja viljell&ddn alustassa, jonka
pddhiilildhtesnd on glukoosi. N&mid pienelidt eivdt tarvitse kallii-
ta orgaanisia.typpiléhteit& kuten peptonia ja lihauutetta. Kdytet-
tdessd ureaa ja epdorgaanisia typpildhteitd kuten ammoniumsulfaat-
tia, ammoniumnitraattia ja ammoniumfosfaattia lis&td@&dn nikotiini-
happoa vdlttamdttomdnd kasvutekijénd.

Viljelyalustan glukoosikonsentraatio on 2,5-20 %, mieluiten
10-12 % 2,5- diketoglukonihapon saamiseksi taloudellisimmin. Fer-
ment01ntllampot11a on 20 - 35 C mieluimmin 25 - 30°C ja er1ty1—
sest1 n. 28°C. Viljelyalustan 1ldht&-pH voi olla 3,5-7,5 ja erltyl—
sestl 5-6. Fermentoinnin aikana pH pidetddn arvossa n. 5,5 llsaa—

malla natriumhydroksidiliuvosta., pH-sddd6ssd voidaan kdyttdd kal-



siumkarbonaattia, jota lisdtddn viljelyalustan kokonaismddrdan au-
toklavoinnin jédlkeen 30 g/1l10 g glukoosia.

;éfiugzgmfgén jdlkeen ferment01nt1alustaa sekoitetaan mekaa-
nisella sekoittimella n. 1700 kierr./min ja ilmastetaan suhteessa
0,5 - 1 tilavuusosaa ilmaa/tilavuusosa ravinneliuosta/minuutti.

Kdytettdessd Acetobacter cerinus-kantaa IFO 3263 tai 3266
fermentointia jatketaan kunnes 2,5- diketoglukonihapon saanto on
vdhintd4n 90 % (3#“k0031sta laskettuna, 36 40 tuntla).

&kahh@{ Osoitetfii

2,5- dlketoglukonlhapok51 seuraavasti:
glukoosi —mm > 2~ ~ketoglukonihappo ~— 2, 5 dlketoglukonlhappo
glukoosi ——> 5-ketoglukonihappo ~~-—v 2,5-diketoglukonihappo
Kéytetgi}QJWhatman-papereitaln:o 1 ja 4 ja liuotinsysteemid
metyylietyyliketoni: asetoni : muurahaishappo : vesi (80:6:2:12),.
Happotdpldt tunnistettiin suihkuttamalla 0,2 %:1la o—fenyleenidiamii-
ni-etanoliliuoksella, jossa oli 1 % typpihappoa ja kuumentamalla
n. 70°C:een (5-ketoglukonihappo = sininen, 2-ketoglukonihappo =
keltainen.ja 2,5-diketoglukonihappo = vihred) . Tunnistamisessa
voidaan myds kdyttda korkeapaineneétekromatografiaa.
2,5-diketoglukonihappo voidaan erottaa ja ottaa talteen lopul-
lisesta fermentointiravinneliuoksesta gﬁigntun§1J01den tuntemln

v R

tavanomalsln meneééln1n. Suodatettua fernent01nt1rav1nne11uosta

(VOldaan tyostdd ég:ﬁfﬁka51ttelemalla borohydridilld ja muodostunut
[ e i o W

2 ~ketoglukonihapon ja 2- ketogi%konlhapon seos hydrolysoida askor-

‘b11n1— ja eryqagbllnlhapok51.
Esimerkki 1
Valmistettiin seuraava tartuttamisravinneygsiliuos:

T

Aineosa ' g/l
Glukoosia,, . o2

5
Ma1531dﬁ£¥enestetta 5
KH2PO4. g4 0
K2HP04:é§ 0
MgSO4.7H20:ta 0
CaCOB:a 6

PH 6,2

Ravistelukolvia, jossa oli 1 litra ravinneliuosta autoklavoi-
tiin 30 minuuttia 121°C:ssa. Jddhtyneen ravinneliuoksen pH oli

5,0. Kolviin lis&dttiin Acetobacter cerinus IFO 3263:n soluja



agarvinoviljelmdstd (5 ml 20 ml:sta steriilid vesisuspensiota) ja

kolvia ravisteltiin pyorivdssd ravistimessa n.

Vilj elmasta
{-as{a%\m ]

28°C:ssa n.
’ _ Stettiin -sellainen middriosa;~ettd-voitiin Ssiir-
t/t 3 }s@dtethq’neljan litran sek01tettuun fermengiorlln,

..

jossa 011 2 litraa seuraavaa tuotantov1ljelyalustaa.

) Aineosa | g
Glukoosia - 110
Maissigﬁﬁgggnestetté 0,5
(NH,) jHPO 4 : 45 0,58
KH,PO, : &4 1,5
MgS0,.7H,0: ta 0,5 k
Ureaa 0,5 ’
CuS0,.5H,0:ta 1’_1_13‘/*&
Nikotiinihappoa 300 gammaa

pH 6,0

Fermentointi suoritettiin ldmpétilassa n.

24 tuntia.

28°C_sekoittaen

1700 kierr./min ja ilmastaen suhteessa 0,75 tilavuusosaa ilmaa/

tilavuusosa ravinneliuosta/minuutti. Noin 20 tunnin fermentoinnin

jdlkeen lis&ttiin 55 g/l steriilii glukoosia.

pH pidettiin arvossa

5,5 lis#&md114 natriumhydroksidiliuosta. Fermentointia jatkettiin

kunnes 2,5-diketoglukonihapon saanto oli yli 95 % (glukoosista

laskettuna) .

Esimerkki 2

@;m‘vua;

B¢$&ﬂ;%ﬂ&ﬁw51a Acetobacter cer1nus~kannalla IFO 3266.

Toistettiin esimerkin 1 menetelmd ja saatlln vastaav1a tulok—



Patenttivaatimukset

1, Menetelmd Lraskorbiinihapon valmistuksessa vdlituotteena
kédytettdvan 2,5~diketoglukonihapon valmistamiseksi, tunnet tu
siitd, ettd Acetobacter cerinus—kantg‘viljell&&n aerobisesti fermen-—
tointialustalla, jonka p#&hiilildhde on glukoosi.

e 2, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet tu

Jedows . A2

,siitd, ettd fermentointialustan glukoosipitoisuus on 2,5-20 %,
- fermentointild&mpstila 20-35°C ja 1&ht&~pH 3,5-7,5, ja ettd pH
pidetddn fermentoinnin aikana arvossa n. 5,5.
3, Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n -
- n et tu siitd, ettd Acetobacter cerinus on kanta IFQ 3263.
4, Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd Acetobacter cerinus on kanta IFO 3266.
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