Витамин С – жизненно важное соединение, чьи биологические функции связаны с участием в биосинтезе стероидов и реакциях гидроксилирования и, в частности, в превращении пролина в оксипролин (биосинтез коллагена). Участвует в биологическом окислении в тканях, синтезе гормонов, предохраняет адреналин от окисления, способствует повышению свертываемости крови и регенерации тканей, влияет на процесс биосинтеза межклеточного вещества — гиалуроновой кислоты.

При недостатке витамина С  нарушается обмен в соединительной ткани, понижается проницаемость капилляров, что ведет к кровоизлияниям и цинге.
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Витамином С (аскорбиновой кислотой) называют (-лактон –2,3-дегидро-L-(+)-гулоновой кислоты. Формулу аскорбиновой кислоты изображают двояко:

Аскорбиновая кислота обратимо переходит в дегидроформу:
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Ввиду наличия в молекуле двойной связи возможно существование геометрических цис- и транс-изомеров кислоты аскорбиновой. Однако пока известен только один из них – цис-изомер. Два ассиметрических атома углерода обусловливают существование четырех оптических изомеров. Все они получены синтетически, однако только l-изомер является физиологически активным. 

Существование витамина С было доказано в результате научных экспериментов на морских свинках в 1907 – 1912 гг. Эти работы показали, что известное с давних времен заболевание цинга вызывается отсутствием в пище некоторого фактора, который получил название антицинготного (антискорбутного) фактора или витамина С. Химическое строение витамина С было установлено в 1930 – 1932 гг. в результате работ Альберта Сент-Дьерди, Нормана Хэворса и  Глена Кинга. В 1933 г. Таудеуш Райхштайн впервые синтезировал аскорбиновую кислоту, используя в качестве исходного продукта L-ксилозу. Промышленное производство аскорбиновой кислоты начато в 1936 г.

Кислоту аскорбиновую можно выделить из растительного сырья, в частности из плодов шиповника. Промышленный способ получения кислоты аскорбиновой основан на сочетании химического и микробиологического синтеза из D-глюкозы. Глюконовая кислота и ее (-лактон – простые продукты окисления (дегидрогенизации) глюкозы. Еще в начале 20-х гг. было налажено производство этой кислоты из глюкозы при участии Asperillus nigeг. Нейтрализация кислоты позволяла получать большой выход продукта. В погруженных культурах за 48 ч. конверсии субстрата он составлял 90%: исследования  на полупромышленных установках показали, что если ферментацию вести при повышенном давлении, то выход кислоты за 24 ч. составляет 95% от теоретического при использовании раствора глюкозы с концентрацией 150-200 г/л. Процесс можно вести и в полунепрерывном режиме заново используя мицелий (до 9 раз подряд).

В настоящее время применяют метод синтеза аскорбиновой кислоты, основанный на использовании Gluconobacter (старое название – Acetobacter) suboxydans.

1. На первой стадии D-глюкозу восстанавливают в D-сорбит каталитическим гидрированием. Истользуют никелевые катализаторы.

2. Микробиологическая стадия – окисление D-сорбита до L-сорбозы. D-сорбит подвергают глубокому биохимическому окислению Gluconobacter suboxydans. Фермент, непосредственно осуществляющий процесс окисления – сорбитолдегидрогеназа. Для использования на следующей стадии продукт выделяют в кристаллическом виде.

3. L-сорбозу подвергают ацетонированию (чтобы не допустить окисления четырех гидроксилов).

4. Полученную диацетон L-сорбозу окисляют до диацетонгулоновой кислоты, в присутствии NaOCl и никелевого катализатора.

5. Процесс омыления и лактонизацию 2-кето-L-гулоновой кислоты до кислоты аскорбиновой.

6. Очистка аскорбиновой кислоты пропусканием через колонну активированного угля и кристаллизация.


Остановимся подробнее на стадии ферментации D-сорбита культурой Gluconobacter suboxydans. Процесс ферментации – аэробный, протекает с выделением энергии и требует постоянного охлаждения. Посевной материал хранится при -70(С. Пересеивают на чашки, либо колбы на 750 мл. с широким отверстием для максимальной аэрации. Чистота исходного материала должна быть не менее 99,5%. Необходима ежедневная проверка на заражение дрожжами. Среда – 77,5% глюкозы (в т.ч. 90% - жидкой и 10% кристаллической), 20% сорбита, 2% остальных сахаров, 0,5% кукурузы (как источник азота и углерода) и NH4PO4. Вода должна отвечать стандартам GLP (good laboratory practice). pH удерживается около 4,0, для чего добавляют уксусную кислоту. В качестве пеногасителей используют олеиновую кислоту и силикон.

Питательную среду стерилизуют одним из двух способов:

1) термическая стерилизация – 10 мин. при 135(С с последующим ступенчатым или непрерывным охлаждением до 37(С;

2) стерилизация фильтрованием;

Воздух очищается прохождением через фильтры с диаметром отверстия 0,8 мм., затем 0,2 мм. и подается вентилятором в ферментер. Непрерывно охлаждается, чтобы поддержать температуру 35(С. Поддерживается избыточное давление, чтобы предотвратить обратный засос воздуха.

Процесс ферментации проходит последовательно в нескольких ферментерах, пока не достигается выход 50% (1 кг. сорбита из 2 кг. исходной глюкозы). Реакция останавливается охлаждением. Может быть продлена до 14 дней. Побочные продукты используются в стекольной промышленности, а также регенерируются для повторного использования.   

Процесс образования глюконовой кислоты при участии бактерий достаточно широко распространен. Например, так называемый «чайный гриб» (ассоциация дрожжей, уксуснокислых. глюконововокислых бактерий) превращают подслащенный заваренный чай в напиток, содержащий смесь этих кислот. Малая эффективность реакций окисления глюкозы, идущих при участии бактерий, определяется тем, что одновременно с главным процессом идет образование 2-оксоглюконовой, 5-оксоглюконовой и диоксоглюконовой кислот. Для выработки этих кислот, которые могут служить субстратами для дальнейшей биологической или химической переработки, были разработаны специальные   процессы. Так, 5-оксоглюконовую   кислоту   можно гидрогенизировать в ходе химической реакции и получить (-идоновую кислоту. которая в свою очередь служит субстратом в ферментативной реакции синтеза 2-оксогулоновой кислоты. Такие превращения можно осуществлять и чисто биологическим путем: при помощи видов Acetobacter глюкозу переводят в 2,5-диоксоглюконовую кислоту, которая превращается в 2-оксогулоновую при участии Corynebacterium или Brevibacterium в ходе двух- или одностадийного процесса на основе смешанных культур этих бактерий. Выход продукта, правда, невелик. 2-оксогулоновая кислота – весьма ценный продукт, т.к. ее метиловый эфир в щелочных условиях легко превращается в аскорбиновую кислоту.

Современные разработки в этой области связаны с исследованием возможности применения двухстадийного процесса для упрощения производства аскорбиновой кислоты. 

1. Глюкоза превращается в 2,5-дикето-D-глюконовую кислоту путем микробиологического окисления Erwinia sp.

2. 2,5-дикето-D-глюконовая кислота превращается в 2-кето-L-глюконовую кислоту. Процесс осуществляется с помощью Corynebacterium sp. Коринебактерий выращивают в течении 16 ч., затем добавляют простерилизованный бульон из первой стадии ферментации. Инкубация – в течении 66 ч., во время которых субстрат подвергается воздействию фермента 2,5-дикетоглюконатредуктазы (2,5-ДКГ-редуктаза).
2-кетогулоновая кислота затем химически преобразуется в аскорбиновую кислоту. Выход – 60%.

В настоящее время ученые пытаются перенести ген ДКГ-редуктазы из Corynebacteriun sp. в Erwinia sp., с целью добиться протекания процесса в одну стадию. Однако, пока что:

а) гибридные клетки проявляют низкую толерантность к высоким концентрациям глюкозы;

б) гибридные клетки дают низкий выход конечного продукта;

в) происходит превращение 2,5-дикетоглюконовой кислоты в L-идоновую кислоту под действием цитоплазматического фермента.

Этот метод получения аскорбиновой кислоты нуждается в дальнейшей доработке.

Исследования продвигаются также по следующим направлениям:

1) Разработка сред, позволяющих обходиться без предварительного замачивания кукурузы перед добавлением в среду, а также позволяющих оптимизировать процесс в целом.

2) Использование ферментов, иммобилизированных на полиакриламиде.

Характеристика Gluconobacter suboxydans. Ацетобактерии относятся к грамотрицательным организмам. В природе найдены на цветах и плодах. Обычно яйцеобразной или прутовидной формы, размером до 0,8 х 4,2 мм. По наличию жгутиков – безжгутиковые или лофотрихи (т.е. имеют один пучок жгутиков). Каталазоположительные; облигатные аэробы. Колонии около 3 мм. в диаметре, приподнятые или выпуклые, с гладкими краями, белые или желтые, иногда с коричневым центром. Оптимальная температура для роста 25 – 30(С, при 37(С рост невозможен. Предпочитают рН 5,5 – 6,0. G. suboxydans вместе с родственными микроорганизмами ответственны за образование уксуса (окисление этанола до уксусной кислоты).

Витамин С применяется очень широко в лечебной практике как средство, повышающее тонус организма. Этот витамин является специфическим средством против цинги, при носовых и легочных кровотечениях, при инфекционных заболеваниях, особенно при болезнях печени, при болезни Аддисона (туберкулез надпочечников), при вяло заживающих ранах, при усиленной физической и умственной работе. Витамин С является профилактическим средством против атеросклероза.

При заболеваниях, связанных с явлениями аллергии, аскорбиновая кислота оказывает положительный терапевтический эффект, а исследование обмена ее обнаруживает гиповитаминоз. Это имеет место при бронхиальной астме, сенной лихорадке, нефрозах, сывороточной болезни.

В стоматологической практике гиповитаминоз С является спутником гингивитов и множественного кариеса.

Выпускается витамин С в виде порошка, таблеток, драже и в ампулах для внутривенных, подкожных и внутримышечных инъекций.
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