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(54) Spbsob pripravy D-mandzy & D-arabindzy

(57) ,Rie3i sa priprava D-mandzy a D=ara-
bingzy z Dwglukdzy kombindciou biochemic-
kej metody. 10 az 60 ¥ vodny roztok zmesi
D~glukégy a D=-manozy sa submerzne kulti-
vuje s vldknijou hubou Aspergillus niger
s vyhagou kmenom CCM 8004 pri teplote 25
aZz 35 "Cy pri pH 3,0 az 7;5, pri mie3ani
200 aZ 500 otadok/min., vzdusneni 0,2 a¥
1,5 objemu vzduchu na cbjem fermental-
ného média pri tlaku 0,05 a% 0;2 MPa po
dobu 20 aZ 72 hodin., Z ieakdnej zmesi sa
izoluje kry$talizdciou ve forme prislud-
nej soli kyselina D~glukonovd, z ktorej
3a peroxidom vodika za pritomngsti Zele-
zitych ionov s vyhodou siranu Zelezito=
amonnshe, uvelni D=arabindza. Matedny ldh
obsahujici D-mandzu po separdcii Deglu~
konanovej so0li sa predisti pomocou vymie~
nata kationov a anionove
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vyn&lez sa tyka spdscbu pripravy D-manbzy a D-arabindzy z D-glukdzye

D-Mandza ako aj D=-arabindza patria medzi vzécne sacharidy aldézy, které ss nachdd-

zajd v prirede ojedinele.

D-Manéza sa moze pripravit hydrolyzsu mananov o semien palmy Phytelephas macro-
carpa /R.Rissa:Ber.22,609 (i889)/, z riasy Porthyra umbilicalis /C.S.Hudson, E.L.Jack=
son :Am<Chem.50c.56,958 {1244)/ a bunednych stien kvasiniek Saccharsmycss cerevisiae
/3.5andula,A.Vojtekovd: Folia Microbiol.:19,94((1974)/. Pripravu D-mangzy z epimerizad-
nej zmesi pomocu fenylhydrazinu, anilinu alebo delenim na keléne naplnensj isnomsnilom
s fuﬁkénymi sulfoskupinami vo vépenatej forme popisujé /V.Bilik AO. 149 u51; JeKubala,
V.Bilik;J.ﬁaploviE,F.Rendaé,M.Repéé A0, 214 431; J.Kubala,J.Rosik AC. 233 220/,

p-Arabinéza nachédzajica sa v prirode naj&astejsie va forms glykozidov tropickych
laliovitych rastlin Alce berbadensis /M.Eolégar: Am.Chim.phys. 8,265 {1917); C.5.Gib=
son; J.L.Simonson: J.Chem.Soc. 553 (1930)/ v niektorych pripadoch zo zmesi polysacha=
ridov cbsahujticich Dearabingzu. /M.N.Hawerth, P.W.Kent, M .Staeys J.Chem.Ssc. 1211,1220
(1948)/, z ktorych sa pripravuje pe izaldcii kyslou a enzymatickou hydrolyzou. TaktieZ
sa moZe pripravi? sulfonovou degraddciou disulfonu D-manitolu /Donald, L.MacDanald:
Methods in Carbghyd.Chem. Vol. I.73 (1962)/. Oxiddciou D-glukézy pomocou chldrnanu sod-
ného /R.L.Whistler, R.Schweiger: J.Am.Chem.Soc. 81;5190 (1959); R.L.Whistler,J.N.Be
Miller: Methods in Carbohyd.Chem.Vol.I, 71 (1962)/, alebo rozkladom glukonanu vipena~
tého s peroxidom vodika za pritomnosti Zelezitych idnov a mednatych idnov /0.Ruff,
G.01lendorf: Ber.33,1798 (1900): R.C.Hockeet, C.S.Hudson: J.Am.Chem.Soc. 56,1632 (1934);
G.Fletcher,J.H.W.Dichts,; G.S.Hudson: 3.Am.Chem.Soc. 72,4545 (1950); V.Bilik AC. 232 647}/
Priprava Dearablindzy sa uskutohuje z glukonanu vépenatého elektrolytickou oxidéciou
za katalytického GZinku ceridéitych iénov /J.Kubala,5.Kudér,KeLinek A0, 225 576/. Oxidéa~
cia D=-glukézy ne kyselinu D=-glukonovli bicchemickymi postupmi je popisana v précach
/S.0ga,K.5ate: Japan pat. 7461 384 (1874); T.Sonuyama,H.Tani,B.Kageyama,K.Kabayami,
TsHonja,s.Yagli: US. pat. 3 998697 {1976); A.Gruager,W.Grueger: In. Biantechnology,Vol.69,
Verlag Chemis Weinheie (1S84); M.Resenberg, E.§turdik;3.Gﬁmﬁry;S.Stanek,R.Kacina,B.ékér-

ka AU. 262 877/,

Uvedené metddy pripravy D-mandzy a D-arabindzy meli nedsstatky v tom,
va vzh¥adom na spracovanie roznych vychodzich=surovin bola dlhé, dochadzalo k nebez=-
&im priprava bola na-

2e ich pri-

pra
pe&nému zamorovaniu prostredia; vytazok medziproduktu bol nizky,

kladnd a konedné produkty nedosahevall poZadovanl Eistotu,

Uvedené nevyhody v podstatnej miere odstrafiuje spésob pripravy D=manodzy a D=arabi-
nozy podla vyndlezu tak, Ze sa pouZije ako vychodzia surovina zmes vednych roztokov
D-glukézy a Demantzy. Je zndme, Ze ked sa vodny alebo vodnoetanslicky roztok aldazy
D-glukﬁzy podrobi-zahrievaniu‘v kyslom prostredi za pritomngsti molebdenanovych fonov
dachéddza k epimerizdcii na D-mandzu /V.Bilik: Chem.Zvesti 26,372 (1972}; M.L.Hayes,
NoL.Pannige, A.S.Serianni, R.Barker: J.Am.Chem.Scc. 104,6764 (1982); E.L.Clark Jr,
M.L.Hayes; R.Barker: Carbohyd.Res. 1537263 (19856); J.Kubala: Ziverednd sprava 1865,
Chemicky Ustav CCHV SAVy Bratislava/.

Autori skdmali moZnost pripravy D-manozy a D~arabinézy zo zmesi D=glukozy a D~-ma-
nézy a dospeli k tomuto vynalezu, ked zistili lep3ie zZitkevanie vychodze]- latky a
pripravu D-manozy a D-arabingzy v jednom stupni kombinovanou metddou biochemicky ake
aj chemicky. Ako producent bel vytipavany kmen mikrocrganizmu Aspergillus niger CCM 80C4
schopny vyscke selektivne oxidoval D=glukézu na kyselinu D~glukonovd,

Spdsob podla vyndlezu spofiva v tom, %e sa 10 aZ 60 % vodny roztsk zmesi Dmglukd=
zy a D-mand&y zmieSa so zlozkami fermentadného média obvyklymi pre pestovanis mikrg=-
organizmu redu Aspergillus, zmes sa zao8kuje mikroorgsnizmom Aspergillus niger, s vy=
hodou kmefia CCM 8004, Fermentadnd zmes sa submerzne kultivuje pri teplote 25 aZ 35 %;
pri pH 3,0 aZ 7;5, za mieSania pri 200 aZ 500 ot/min,., pri prevzdusneni 0,2 aZ 1,5 ab=
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Jemu vzduchu na objem fermenta&ného média; pri tlaku 0,05 aZ 0,2 MPa, po dobu 20 a2
72 hodin. Po skenéeni fermentidcis a po separacii bunednej hmoty mikroorganizmu, sa ky~"
salina glukonové oddeli kry3talizaciou od Demandzy vo forme odpovedajicej soli s alkaw
iickym kovem alebs kovem alkalickej zeminy, z ktorej sa peroxidom vodiks za pritomnosti
felezitych inov,: s vyhodou siranu Zelezitoamdnneho, uvolni D-arabindza, Mate¥ny lih
obsahujlci Demandzu po separécii D-glukonancvej soli sa preéisti pomocou vymisiiafa ka%
tidnov a anisnov. Ofkovanie fermentadného média mikroorganizmam ‘Agpergillus niger CCM
8004 sa vykond tzk, Ze sa sporové suspenzia mutantu tohto kmefa pouZije priamo na ino~
kuldciu fermentadnséhe média alebo sa z nej priravi vegeta&né inckulum, ktorym sa naodw
kuje fermentadné médium, Separovand buneind hmota mikroarganizmu sa 8 vyhodou opakavane
poufije na konverziu vodnéhe roztoku Deglukdzy a D-maqﬁzyo

Zékladné morfologické a fyziologické charakteristiky mutantu Aspargillus niger NeXI,
ktord je ulofend v leskoslovénske] zbierke mikroorganizmov Univerzity J.&» Purkynd v Brne
pod oznadenim CCM 80C4, sU podrobne uvedend AO, 26¢ 877, Pre zaofkovanie fernentaénych
nédob je moZné poufif splrové alebo wegetativne inckulum mikroorganizmu,.

Vyhadou navrhovaného spsobu pripravy D=mandzy a Uwarabindzy oproti doterajSim spS—

. sobom pripravy je, Ze predmetny spGscb je hospodérnejsi. Technologické oparécie si jedno=

duché, nendroéné na energiu. Velmi debre nahradzuje doterajéie spdsoby izoldcie D-ma=
ndzy z epimeriza&nej zmesi pomocou aromatickych aninov, anilinu, fénylhydrazinu, ktord
st nebezpednymi jedmi, resp. karcinogénnymi latkami, odstrafiuje moZnos® rizika vzniku
choroby z povolania, nedochéddza k zamoravaniu prostredia. Z komerdne destupnej Degluko=
zy sa vyrobia velmi vzécne dva monasacharidy D=manfza a D=arabindza o vysoke] &istote,

Vynélez ilustruje nasledujice priklady prevedenia, pridom sa viak rozsah vynsdlezu
v Ziadnom smere nsomedzuje.

Priklad 1

Pripravi sa sterilné fermentalné médium, ktoré cbsahuje 5 % hmot, Denandzy a 15 %
hmot. Dwglukdzy a daliie chemikadlis: 0,11 % hmot. dusidnanu véperatdého tetrahvdritu,
0,07 % hmot.siranu aménneho, 0,03 % hmot. dihydrogénfesfore&nanu draselného; 0,025 %
hmot, siranu horednatého heptahydrétu, 0,025 % hmot. chloridu draselndho. Do média sa
pridé 3 % hmot. uhli&itanu vépenatého, ktory je sterilizovany oddelens. Fermentécia
prebleha v § dn® nerezovom fermentore s centrdlne umisstnenym mieSadlom, Ako inckulum
sa poutije suspenzia spdr plesne Aspergillus niger CCM 8004, kultivovanej 10 dni da
sladinovom agare, pri 30 °%C, ktord pripravime spléchnutim spdr prisludnym mnofstvom
0,1 % roztoku povrchovo aktivnej létky odpefiovala polyexyetylén sorbitan monsoledtu
(Tween 80), Takto pripravensu suspenziou spor sa zaotkuje 3 dm3 fermentatného média tak
aby poZiatodnd koncentrécia spér bola 10% a2 10° 1 cn® média. V prvej féze fermantscie
kli&ia spéry pri toplote 32 °c, miedani 200 ot/min.j vzdudneni 072 objemuy vzduchu na
objem fermentainého média a pri tlaku 0,05 MPa. Po 12 hodinédch dochédza k vlastnej fer=- .
mentdcii; miedanie sa zvy$i na 400 otddak/min., vzduldnenie na 1 sbjem vzduchu/objem '
fermentainéhe média, teplota sa v prisbehu fermentécie udrzuje na 3u °c* vo fermentore
Je pretlak 0,15 MPa, Hodnota pH fermentadnéhoe média udrZovansd uhliditsnom vépenatym sa
meni z pH 7,3 zg zadlatku fermentdcie aZ na pH 3.7 na Jed konci. Celkova doba fermen-
tdcie je 30 aZ 35 hodin, Fermentadné médium obsahujuce kyseliny D=glukonovi a D=mandzu,
Je po skon&eni fermentdcie zbavené mikroorganizmu filtréciou a kyselina D=glukonové- je
po neutralizdcii médis uhliditanom vépenatym odseparcvand od D-manozy vo forme vépena-
tej soli kryétalizécicu. Mate&ny lth sa perkcléciou deionizuje cez: koldnu vymienaéa
katidnov Ostisn KS v M* forme & vymiefala anidnov Wofatit SBW v OH™ formo. Roztok pri
tiaku 100 kPa a teplota 40 °C sa zahusti na sirup, za horica rozpustli v 90 % hmot, etg=
nole v pomere 1 : 3 a vykry$talizuje. Vzhladom na pouzité mnoZstve sacharidov vo fer=
mentasnom médiu Je vytaZnost Dnmanozy 92 %; /bC + 14% (co5 veda), teplota topenia
130 a2 132 %c,
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Do 50 litrového sklenenshs reakéného kotlike opatrenéhic miedadlom, chrevem a chladenim

sa pripravi vedny roztok 8,8 % hmot, glukonanu vépenatého 0/5 % hmot. siranu Zelezi~ °
toambnneho,; ktory sa vyhreje na teplotu 80 % a postupnym.pridévanim 10 % hmot, peroxi-
%¢ po dobu 4 hod. Reakdnd zmes sa noutrali-

du vodika reakcia prebigha pri teplote 48
zuje 25 % hmot. kyselinou sirovou na pH 7 a nerozpus tné soli sa odfiltrujy a Rremyjﬂ
vodou. Filtrat sa deionizuje perksldciou cez kolénu vymiehada katénov Ostion KS v w¥
forme a vymienaa“‘anidnov Wofatit SBW v Ac™ forme. Roztok pri tlaku 100 kPa a teplote
40 % zshusti na sirup; rozpusti v hordcom S6 % hmet, etansle a vykrystalizuje. D=Ara=
bingza /bCIEO f 104° (cu5 voda),; teplota tapénig_lﬁo az 151 °C sa. ziska v 46 % vytaZkue
Priklad 2 '
édium,; ktoré obsahuje 13 % hmot. Drmanﬁzy a 13 % hmot,
D-glukﬁzy'a Jalsie chemikélie: 0,19 % hmot. dusiZnanu vépenatého tetrahydratu; 0,11 %
hmot. siranu aménnehs, 0;025 % hmat, dihydrogénfosforednanu draselného, 0,025 % hmot,
siranu horednatéhs heptahydrétu; 0;025 & hmot. chloridu draselného. Do média sa prida
3,0 % hmot. uhliditan vépenaty, ktory sa sterilizuje oddelene. Sterilné inokuladné mé=
. dium o objeme 3 dma 48 naodkované spﬁrami suspenzie mikrgorganizmu Asperg;llus niger
CCM 8004 tak, aks je to popisané v prikla&e i, Kultivéciavprebieha v § dn° fermentore
pri 32 °c$ miedanie 200 ot/mine.; vzdudnenis sz objeme vzduchu/objem fermentadnéha mé=
dia, pri tlaku 0,05 MPa. Po 20 hodinove] kultivécii sa prisludny diel fermenta&ného
tanku, ktory obsahuje 12 dm3 produkdného média, gbsshujtcehs 13 % hmot, D=glukdzy a
13 % hnote D=mandzy a dalie minerdlie ako je uvedené v priklade l. Do fermenta&néha
média je pridévany 30 % hmot. uhli¥itan vépenaty, ktory udriuje pH 3/5 aZ 7, Fermen~
técia prebisha pri 30 c; mie3ani 400 ot./min., vzduineni 130 sbjemu vzduchu/objem fer-
mentadného média, pretlaku 0715 MPa po dobu 20 aZ 22 hodin, Dalsie spracovanie'ako v

priklade 1. . .
Vytaznost kyseliny D=-glukonovej je 94 %, D=Manfza /bclgo + 13:8% (c=5 voda); teplota

topenia 130 az 132 °C. VytaZnost 90 %. D~Arabindza /pc/gc-’. - 103;8° (c=5 voda), teplota .
topenia 161 aZ 162 °C, VytaZnost 44 X. .

Pripravi sz inokulaéné m

Priklad 3
Pripravi sa ingkuladné médiun; johs zloZenie je uvedsné v priklade 2, V 20 dn°

fermentors je 12 dm3 inokulaéného média zao&kovanéré§6rovou suspenziou mikroorganizmu
Aspergillus niger CCM 8004 tak, sko je to v priklade . Kultivécia prebieha pri 30 %
vzdudneni 0;5 objem vzduchu/objem fermentadného hé@ia; miedani 300 ot./mine; pH je udr=
%iavané pridavkom 15 mol/dm3 hydroxidu sodného na hodnotu 6:2, Po 20 hodinovej kultivé=
cii sa prisludny podiel takta pripravovaného inokula? postaSuje k dosighnutiu 10 % ob~
jemu inokula, vnesie do 100 dm3 fermentadného média; ktoré sbsahuje 26 % hmote D=glu=
kézy; 25 % hmot, Demanézy a daldfe minerdlne soli ako je uvedené v priklade 1. Fermen=-

técia prebieha pri teplote 30 °c: mieSani 450 ot./min.; vzdudneni 1;2 objem vzduchu/cbjem

fermentadnéhe média; pri tlaku 0,15 MPa. Hodnota pH Je udrziavand pridavkom 15 mol./dm
hydroxidu scdnéhs na hodnotu pH-§;6. Doba fermentécie nepresahuje 28 aZ 32 hodin. Po se-
purdcii mycélia & filtrdcii je kyselina D-glukénovd odséparnvané od D~-mandzy krystali=
ziciou ve forme sodnych soli. VytaZok kyseliny- D=glukonovej je 94 %. Matedny ldh po od=-
strdnoni glukondtu sodného sa perkoldciou deionizuje cez koldnu vymieﬁaéa kationov
Ostion KS v HY forme a vymiefada anifinov Ostion AD v OH™ forme. Roztok pri tlaku 100 kPa
a teplote 40 9: zshusti na sirup; za-hortca rozpusti v 90 & gtanole v pomera 1 : 3 a
vykry$talizuje. D-tandza /b(/én + 14? {c=5 voda), teplota topenia 130 aZ 132 % a ziska
sa v 88 % vytatku., - :

Do 50 1itravéhorsk;enenéha reakného kotlika opatrentho mie3anim a chladenim sa
pridé vodny roztok 8,8 % hmot. glukonanu sodného; 07 % hmot,. siranu Zelezitoamdnneho
a zo intenzivneho mie3anis postupne sa priddva 10 % hmot, peroxid vedika pri teplote

iiy
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48 % pe dobu 4 hod. Reakéni zmes sa deionizuje perkoldciou cez kolénu vymienada katid~
nov Wofatit KPS v HY forme a vymiefiada anidnov Wofatit SBV'v Ac™ forme. Pri tlaku J
100 kPa a teplote 40 °C sa roztok zahusti na sirup, rozpusti v hordcom 96 % hmot. etano-
le v pomare 1 : 4 a kryStalizuje, DeArabindza ﬁ¢</§° - 10476° {cab voda), teplota to-
penia 160 az 162 % sa ziskala v 43 % vytaZku, D=Manéza sa da ziskaf 1 temer 00 % vy~
tatku ak sa pracuje vo fermentore s objemom cca 10 litrov. Straty do 10 % st spOsobend
stratami vyroby v priemyselnom meritku o objeme cca 1500 litrgov,

D-~Manbza ako aj O=arabingza maju pouZitie v chémii a biochémii sacharidov, medi-
cine, potravindrskom a farmacsutickom priemysls,

PREOMET VYNALEZU

1. Spdsot pripravy D-manbzy a D-arabinbzy z D-glukozy; spolivajicl v tom, %e sa roztok
D=glukdzy podrobl zahrievaniu v kyslom prostredi{, priom sa Sast D=glukfzy epimeri-
zuje na D-mandzu, vyznadujici sa tym, 28 sa 10 a2 60 % hmot, roztok zmesi Deglukdzy
& D=-mangzy zmieda so zloZkami fermentainého média cbvyklymi pre pestovanie mikroore
ganizmu: rodu Aspergillus, zmes sa zaotkuje mikroorganizmom Aspergillus niger, ndsled~
ne so submorzne kultivuje pri teplote 26 aZ 35 °C; pri pH 3;0 a% 7,5; za miedania
pri 200 aZ 500 ctddok/min., pri vzdudneni 0;2 aZ 1,5 objeme vzduchu na objem fermen=-
tagného média; pri tlaku 0,05 aZ 0,2 MPa, po dobu 20 a% 72 hodin,; priSom po skonéeni,
fermentdcie a po separdcii bune&nej hmoty mikroorganizmu] sa kyselina glukonovs odde-
14 kry$talizdciou od O-mandzy vo forme odpovedajicej soli s alkalickym kovom alebo
kovom alkalickej zeminy, z-ktorej sa peroxidom vedika za pritomnosti Zelezitych i~
nov s vyhodou sirsnu Zelezitoaménneho uvolni Dearabindza a matedny luh obsahujuci-
D-manozu po separdcii D-gilukonanove] soli sa predisti pomocou vymierada katidnov g
anidnov, '

26 Spaéob pripravy podla bodu 1, vyznadujici sa tym, %e sa poufije mikroorganizmus Ase-
pergillus niger CCM 8004, .

3. SpBsob pripravy podla bodu 1; vyznadujici sa tym; Ze sa odkovanie farmentadného média
mikroorganizmom Aspergillus niger vykond tak; %e sa spérové suspenzia mutantu tchto
kmeRa poufije priamo na inckuléciu fermenta&néhe média- alebo sa z nej pripravi vege~
tainé inckulum, ktorym sa naodkuje fermenta&né médium,

4, Sp&éob pripravy pedla bodu 1, vyznasujuci sa tym, Ze sa separovand bune&nd hmota mi-
kroorganizmu opakovane poufije ns konverziu vodného roztoku D-glukdzy a Demandzy.
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