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Moznosti vyuZitia izomeraz a oxidoreduktaz na pripravu
L-hex6z a ketohexoz

VLADIMIR MASTIHUBA—MICHAL UHER

Sthrn: Prispevok uvadza poznatky o enzymovych a mikrobialnych metodach synté-
zy L-hex6z a ketohexoz vyuzitelnych ako nekaloricke, alebo nizkoenergetické sladidla.

Mnohé monosacharidy nachadzaju vyuzitie vo farmacii [1, 2] a v asymetric-
kej organickej syntéze [3, 4]. Dovodom hladania jednoduchej a lacnej syntézy
niektorych vzacnych hexdz sa stalo patentovanie ich vyuzitia ako nizkoenerge-
tickych sladidiel v potravinarstve. Ide najmd o L-hexozy, ktoré maji velmi
podobné fyzikalne a senzorické vlastnosti ako ich p-analdgy, no v Iudskom
organizme sa takmer nemetabolizuju [5—7]. V porovnani s inymi umelymi
sladidlami tieto cukry nemaju vedlajsie pachute, ich sladka chut nie je taka
koncentrovana a pritom maju vzhlad normalneho cukru, takze napriklad v pe-
karenskych a pe¢ivarenskych vyrobkoch nie je potrebné dopinat objem nahra-
deného cukru inym materialom. Vyrobky sladené L-hexozami, alebo pripravka-
mi, ktoré ich obsahuji, su odolnejsie proti mikrobialnemu rozkladu a nepodpo-
ruju vznik zubného kazu, ako je to naopak v pripade pouzitia D-glukdzy alebo
sachardzy. Patentované, alebo publikované bolo takéto vyuzitie L-fruktozy,
L-glukozy, L-galaktozy, L-tagatdzy, L-alozy, L-guldzy, L-altrozy, L-idozy, L-
-talozy a L-psikozy [S—7], ako aj D-taldzy, D-tagatozy a D-alozy [8, 9]. Okrem
toho bolo patentované aj vyuzitie vzacnych cukrov v insekticidnych priprav-
koch. Cukor, ktory neprechadza cez membranu traviaceho traktu, spdsobuje
dehydrataciu organizmu hmyzu a jeho uhynutie [10].

Shallenberger a kol. [11] porovnavali sladivost p- a L-monosacharidov s roz-
nym poc¢tom uhlikov. Na porovnavanie sladivosti pouzili pri panelovom teste
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10% roztoky a pri stanoveni pomeru sladivosti porovnavali dvojice jednotlivych
sacharidov Bergovou metodou [12]. Vysledky testu st zhrnuté v tab. 1.

Tabulka 1
Table 1
Sacharid' p-rad? L-rad’
Arabinoza® 5.2 5.6
Xyloza® 4.6 4.4
Gluko6za® 5.4 6.0
Ramnoza’ 4.6 6.5
Manéza® 49 5,0
Galaktoza’ 5.6 6.0
Fruktoza' velmi sladka'! velmi sladka''

'Saccharide; 2p-series; *L-series: *Arabinose; *Xylose: *Glucose; "Rhamnose; *Mannose; *Galacto-
se; 'Fructose; ''Very sweet.

Klasickeé sposoby pripravy hexoz sa zakladaji na predlzovani uhlikového
refazca prislusnych pentdéz Sowden-Fischerovou, nitrometanovu alebo diazo-
metanovou metodou, na redukcii laktonov aldonovych alebo aldurénovych
kyselin, alebo na epimeracii, resp. izomeracii inych hexoz [7, 13, 14]. Alternati-
vou k tymto najpouzivanej$im postupom by mohla byt enzymaticka, resp.
mikrobidlna syntéza s vyuzitim znalosti o metabolizme sacharidov v prirode.

Na produkciu monosacharidov mozno pouzit vel'kt §kalu enzymov rozneho
povodu i Géinku [15, 16]. Na syntézu nemodifikovanych hex6z pre potravinar-
ske ucely su vsak najvhodnejsie enzymy z triedy izomeraz a oxidoreduktaz,
ktoré sa uz vyuzivaju pre tonaznu vyrobu D-fruktozy a L-sorbozy, bud vo forme
izolovanych enzymov, bud celych mikrobialnych buniek [17].

Nevyhodou pouZitia izomeraz na pripravu ketoz je ustalovanie rovnovahy
reakcie s nizkou koncentraciou produktu, ¢o z praktického hladiska znamena,
Ze treba postvat tito rovnovahu napr. komplexaciou ketézy s boratmi [18],
alebo produkt separovat po ukonceni syntézy. Rovnovaha sa vsak ustaluje
pomerne rychlo a pri izomeracii mozno pouzit ovela vyssie pociato¢né koncen-
tracie substratu, ako v pripade pouzitia oxidoreduktaz.

Fyziologickou tlohou izomeraz, vyuzivanych na pripravu vzacnych cukrov,
je syntéza ketoz, ktoré sa potom fosforyluju kindzami a dalej zapajaji do
niektorej z metabolickych drah monosacharidov. Syntéza tychto izomeraz je
indukovatelny proces, ¢o sa vyuziva napriklad pri priprave L-fruktézy z L-
-manozy izomerazou z Klebsiella pneumoniae, ktorej syntéza bola indukovana
rastom organizmu na meédiu obsahujucom L-ramnozu [19, 20].
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Schéma 1

CHO CH,0H
OH (0]
OH OH
HO L-manézaizomeréza' HO
HO HO
CHo0H CH,0H
L-manéza’ L-fruktéza®

('L-mannose isomerase, >L-mannose, “L-fructose)

Horwath a Colonna [21] patentovali pripravu L-fruktdzy tym istym enzy-
mom, ale z ekonomickych dovodov (vysoka cena L-ramnodzy) uprednostiiuju
mutaciu produkéného mikroorganizmu fyzikalnymi alebo chemickymi sposob-
mi. Okrem Klebsiella aerogenes dobrymi producentmi enzymov izomerujucich
/-manozu su mutanty baktérii Escherichia coli a Lactobacillus plantarum [21].
Kvasinky Candida utilis vyrastené na médiu obsahujucom D-xyloézu produkuju
xvlozaizomerazu schopnl izomerovat D- a L-xylozu. Je zname, ze D-xyldzaizo-
merazy intenzivne izomeruju aj D-glukoézu, preto sa analogicky robili pokusy
0 izomeraciu L-glukdzy celymi bunkami aj izolovanym enzymom z uvedeného
kvasinkového kmena [18].

L-Glukoza, resp. L-manoza sa v tychto pripadoch ziskavali izolaciou zo zmesi
po syntéze z L-arabindzy. Patentovana vSak bola aj priama aplikdcia buniek
Klebsiella aerogenes na tuto zmes bez predchadzajicej separacie L-manozy [21].

Schéma 2

CHO CH,0H
HO [¢]

OH OH

HO L-glukézaizomer4za' HO
HO HO

CH,OH CH,0H
L-glukéza® L-fruktéza’

(‘'r-glucose isomerase, *L-glucose, *L-fructose)

Ak sa na syntézu monosacharidov pouziji oxidoreduktazy, produktom si
vacsinou takisto ketdzy, s vynimkou reakcii katalyzovanych oxidazami. Vycho-
diskovym materialom st bud aldozy, bud prislusné polyhydroxyalkoholy, ktoré
sa pripravuju chemickou redukciou inych hexo6z. Najvicsi zaujem je opat o pri-
pravu L-fruktozy, ktora ma spomedzi uvedenych hex6z najvyssie sladivé ucinky.

Kombinaciou enzymovej a chemickej cesty pri priprave L-fruktozy je oxida-
cia L-glukozy na L-glukoson, pomerne malo Specifickou glukoza-2-oxidazou,
produkovanou vlaknitymi hubami rodov Polyporus, Aspergillus, Oudemansiella

181




atd., nasledovnou katalytickou redukciou osénu na ketdzu. Oxidacia prebieha-
la kvantitativne, pricom sa vznikajlici peroxid vodika rozkladal pridavkom

katalazy do reakcného prostredia [22].

Schéma 3

CHO CHO
HO [0]

OH OH

HO glukéza-Z-oxidéza‘ HO
HO ] HO

CH,O0H CH,0H

L-glukéza® L-glukosén®

CH,0H
OH
H,,Pd HO
HO
CH,0H

L-fruktéza®

(‘glucose-2-oxidase, *L-glucose, L-glucosone, “I-fructose)

V roku 1956 Shaw [23] pri $tadiu tvorby adaptivnych polyoldehydrogenaz
baktériami z kmena Pseudomonas zistil, Ze tieto baktérie produkuju »p-iditolde-
hydrogenazu, indukovatelnu pritomnostou galaktitolu v rastovom médiu. Ten-
to enzym je schopny oxidovat polyoly s D-treo konfiguraciou hydroxylovych
skupin vedla primarnej hydroxylovej skupiny.

Schéma 4

CH,0H
HO
OH

D-treo!

Na zaklade tohto poznatku Horwath a Colonna patentovali pripravu L-fruk-
tozy oxidaciou L-sorbitolu bunkovymi extraktmi mutantov Pseudomonas flu-
orescens [24]. p-Iditoldehydrogenaza je pomerne nestabilny enzym, schopny
oxidovat aj p-talitol a L-xylitol na D-psikdzu a L-xylulozu.

Schéma 5

CH,OH CH,0H
HO (0]

OH OH

HO D-iditoldehydrogenéza' HO
HO HO

CHOH CH,OH
L-sorbitol® L-fruktéza®

('p-iditol dehydrogenase, “L-sorbitol, *L-fructose)
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Spolu s tymto enzymom sa indukovala aj tvorba galaktitoldehydrogenazy,
«1ora Specificky oxiduje polyoly s L-treo konfiguraciou vedla primarnej alkoho-
‘ckej skupiny a oxiduje galaktitol na D-tagatozu [23].

Dhawale a kol. [25, 26] opisuju oxidaciu D-sorbitolu na p-sorbdzu a L-mani-
tolu na L-fruktdézu pomocou Gluconobacter oxydans vo vytazkoch nad 60 %.

Schéma 6
CH,0H CH,0H
OH 0
OH OH
HO Gluconobacter oxydans HO
OH OH
CH,0H CH,0H
D-sorbitol D-sorbéza’

(' p-sorbose)

Arena a Bruckner zasa patentovali oxidaciu Z-manitolu bunkami Glucono-
bacter oxydans suboxydans a Acetobacter pasteurianus [27].

Schéma 7
CH,0H CH,0H
OH 0
OH OH
HO Gluconobacter oxydans suboxydans HO
HO HO
CH,0H CH,0H
L-manitol’ L-fruktéza®

('-mannitol, *z-fructose)

Moznym rieSenim pripravy D-tagatozy je oxidacia galaktitolu podnymi bak-
tériami vyrastenymi na L-sorboze. Izumori a kol. [28, 29] tak s pouzitim celych
buniek Mycobacterium smegmatis dosiahli 60% a s Arthrobacter globiformis
dokonca az 85% vytazky tohto cukru. Zaujimave je, ze indukcia danych enzy-
mov bola vyvolana substratom, ktory sa sam osebe nemetabolizuje v tej istej
drahe ako galaktitol. Premena galaktitolu sa vSak nemusi zastavit pri tvorbe
D-tagatozy, ale po dalSej redukcii a dehydrogenacii sa cez talitol moze tvorit az
D-psikoza, ako sa to az v 70 % vytazku podarilo pri Alcaligenes sp. 701B.
Premena tagatozy dosahovala 80 % [30].
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Schéma 8

CH,OH CH,0H

CH,0H CH,0H

OH 0 HO HO
HO HO HO HO
HO HO HO HO
OH OH OH 0

CH,OH CH,0H

galaktitol' D-tagatéza®

CH,0H CH,0H

D-talitol D-psikoza’

('galactitol, *p-tagatose, *p-psicose)

Naproti tomu v pripade pouzitia Acetobacter suboxydans sa talitol oxidoval

na D-tagatodzu [31].

Schéma 9

CH,0H CH,0H
HO 0]
HO HO
HO HO

—_—
OH OH

CH,0H CH,0H

D-talitol D-tagatéza'
('p-tagatose)

Galaktozaoxidaza, produkovana niektorymi hubami z rodov Giberella, Dac-
tylium, Beltraniella, Polyporus a Fusarium [32—36], okrem toho, ze oxiduje
D-galaktozu na galakto-1,6-dialdehyd, katalyzuje aj oxidaciu niektorych polyo-
lov s rovnakou konfiguraciou hydroxylovych skupin. Takto sa pripravila okrem
inych aj L-glukoza, L-galaktoza a L-xyloza [37]. Nevyhodou je, ze galaktoza-
oxidaza neoxiduje ani svoje prirodzené substraty kompletne [38] a vytazky
uvedenych cukrov st nizke [37].

Schéma 10
CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H
OH OH OH OH
OH OH HO HO
HO HO HO HO
——é ——.——9
OH OH OH OH
CH,OH CHO CH,0H CHO
D-sorbitol L-glukéza' galaktitol2 L-galaktéza3
10-15 % 10-15 %
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CH,O0H CH.0H

OH OH
HO HO
OH ’ OH
CH,0H CHO

xylitol L-xyléza®*
50 %

('L-glucose, *galactitol, *-galactose, ‘L-xylose)

Zaver

V praci sme opisali metddy enzymovej a mikrobidlnej syntézy vzacnych

hex6z so zameranim na syntézy L-fruktozy, L-galaktozy, L-glukdzy, D-tagatozy
a D-psikozy. Tieto monosacharidy st vyuzitelné predovsetkym ako nizkoener-
getické sladidla v potravinarskej vyrobe.

18.
19.
20.

Literatura

. NICOLOU, K. C.—DAINES, R. A—UENISHI, J.—LI, W. S.—PAPAHATIIS, D. P.—

CHAKRABORTY, T. K., J. Am. Chem. Soc., 109, 1987, s. 2205

. MINSTER, D. K..—HECHT, S. H., J. Org. Chem., 43, 1978, s. 3987.
. GIANNIS, A.—HENK, T., Tetrahedron Lett., 1990, s. 1253.

KUNZ, H-—PFRENGLE, W., J. Am. Chem. Soc., 110, 1988, s. 651.

SZAREK, W.A—HAY,G.W.—VYAS,D. M.—ISON. E. R.—HRONOWSKI, L.J.J., Can.
J. Chem., 62, 1984, s. 671.

LEVIN, G. V., Food. Sci. Technol., 77, 1986, s. 155.

. USA patent 4,262,032 (1981).

. USA patent 4,963,382 (1990) [Chem. Abstr., 774, 100204 (1991)].

. Europska patentova prihlaska 257 626 (1988) [Chem. Abstr., 7109, 36888 (1988)].

. Europska patentova prihlaska 397027 (1990) [Chem. Abstr., /74, 242827 (1991)].

. SHALLENBERGER, R. S—ACREE, T. E—LEE, C. Y., Nature, 221, 1969, s. 555.

. BERG,, C. P., Physiol. Rev., 33, 1953, s. 145.

. SOWDEN, J. C—FISCHER, H. O. L., J. Am. Chem. Soc., 69, 1947, s. 1963.

. USA patent 4,371,616 (1983).

. DRUECKHAMMER, D. G.—HENNEN, W. J—PEDERSON, R. L.—BARBAS, C. F.—

GAUTHERON, C. M.—KRACH, T.—WONG, C. H., Synthesis, 1991, s. 499.
TOONE, E. J.—SIMON, E. S.—BEDNARSKI, M. D.—WHITESIDES, G. M., Tetrahedron,
45,1989, s. 5365.

. PELECHOVA, J—KULHANEK, M.-——~GRAMANOVA, I.—KRAJCI, J-—HERMANKO-

VA, V.—STANEK, J., Jr., Acta Biotechnol., 9, 1989, s. 211.

USA patent 4,463,093 (1984.

MAYO, J. W-—ANDERSON, R. L., J. Biol. Chem., 243, 1968, s. 6330.
MAYO, J. W—ANDERSON, R. L., Carbohydr. Res., 8, 1968, s. 344.

185




21. USA patent 4,492,755 (1985).

22. USA patent 4,440,855 (1984).

23. SHAW, D. R. D., J. Biol. Chem., 64, 1956, s. 394.

24. USA patent 4,467,033 (1984).

25. DHAWALE, M. R.—KROPINSKI, A. M. B.—HAY., G. W.-—-SZAREK, W. A., FEMS
Microbiol. Lett., 25, 1984, s. 5.

26. DHAWALE, M. R.—SZAREK, W. A.-—HAY. G. W.—KROPINSKI, AM. M. B., Carbohy-
dr. Res., 155, 1986, s. 262.

27. USA patent 4,734,366 (1988) [Chem. Abstr., 109, 21648 (1989)].

28. IZUMORI, K.-—TSUZAKI, K., J. Ferment. Technol., 66, 1988, s. 225.

29. IZUMORI, K.——MIYOSHI, T.-TOKUDA, S.-—YAMABE, K., Appl. Environ. Microbiol.,
46, 1984, s. 1055.

30. IZUMORI, K.—YAMAKITA, M. TSUMURA, T..-KOBAYASHI, H., J. Ferment. Bio-
eng., 70, 1990, s. 26.

31. TOTTON, E. L.—LARDY, H. A., J. Am. Chem. Soc., 7/, 1949, s. 3076.

32. AISAKA, K.—UWAIJIMA, T.—TERADA, O., Agric. Biol. Chem., 48, 1984, s. 1425.

33. PEDROSA, F. O.-—ZANCAN, G. T., Exp. Mycol., 10, 1986, s. 126.

34. KOROLEVA. O. V.--RABINOVIC, M. L.—BUGLOVA, T. T—JAROPOLOV, A. ., Prikl.
Biochim. Mikrobiol., /9. 1983, s. 632.

35. Jap. patent 106,590 (1981) [Chem. Abstr., 96, 33374 (1982)].

36. AVIGAD, G.—BRETONES., C. A.-—~AMARAL. D.-HORECKER, B. L., Biochem. Biop-
hys. Res. Commun., 4. 1961, s. 474.

37. ROOT, R. L—DURRWACHTER, J. R—WONG. C. H., J. Am. Chem. Soc., 107, 1985,
s. 2997.

38. MATSUMURA, S..—KURODA, A.—HIGAKI, N.-—HIRUTA, Y.--YOSHIKAWA, S.,
Chem. Lett., 1988, s. 1747.

Do redakcie doslo: 24. 2. 1992

Possibilities of use of isomerases and oxidoreductases
for the preparation of L-hexoses and ketohexoses

Summary
The paper reviews information about enzymatic and microbial ways of synthesis of z-hexoses

and ketohexoses, possibly applicable as alternative non- or low-calorie sweeteners.

Bo03M0XHOCTH HCNOJIb30BaHHS H30Mepa3 H OKCHAOpeayKTa3
JJIA NOAroTOBKH L-IreKC03 H KeTOrexkcos

Pe3rome
B pabore mpuBeaeHbl 3HAHUS O YH3UMATUYECKUX U MUKPOOMOIOrMYECKMX METOMAX CHHTE3a

L-T€KCO3 U KETOTCKCO3, KOTOPBIE MOXKHO MPUMEHATH B KA4YE€CTBE HeKaﬂOpHﬁHle HIIK HU3KOZHEpre-
THYECKUX TIOJCIACTUTEICH.
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