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глюкозы и фруктозы, а также способы их разделения. Подробно обсуж-
дается хроматографическое разделение на катионитах в кальциевой фор-
ме. Описана теория комплекеообразования углеводов с катионами метал-
лов, подробно обсуждается механизм разделения глюкозы и фруктозы на
катионитах в кальциевой форме. Рассмотрены также факторы, влияющие
на процесс хроматографического разделения глюкозы и фруктозы на суль-
фокатионитах.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Использовавшиеся ранее (до середины 70-х годов) технологии по-
лучения фруктозы были основаны на применении дефицитного и доро-
гостоящего сырья — инулина, полимера фруктозы. Это препятствовало
широкому использованию фруктозы в пищевой и медицинской промыш-
ленности. Лишь в последние десятилетия применение хроматографичес-
ких методов сделало возможным крупномасштабное производство фрук-
тозы путем ее выделения из глюкозо-фруктозных сиропов, получаемых
либо за счет инверсии сахарозы, либо за счет конверсии глюкозы с по-
мощью глюкозоизомеразы.

В некоторых странах уже налажено промышленное производство
фруктозы, основанное на хроматографическом разделении глюкозо-фрук-
тозных сиропов на катионообменных смолах в кальциевой форме. Фир-
ма «Суомен Сокери» (Финляндия) является крупнейшим в мире произ-
водителем фруктозы. Ее заводы в Финляндии и США производят около
7з всей выпускаемой в мире фруктозы, т. е. 20 тыс. т. в год. Второе место
по производству фруктозы занимает Франция, далее следуют ФРГ и
Австрия [1 ].

В связи с активной разработкой технологий получения фруктозы на
основе хроматографических методов важно знать свойства и особенно-
сти поведения глюкозы и фруктозы в различных условиях, а также меха-
низм их хроматографического разделения.

II. СТРУКТУРА И СВОЙСТВА ГЛЮКОЗЫ И ФРУКТОЗЫ

В растворах глюкоза и фруктоза подвергаются мутаротации, что при-
водит к установлению равновесия между пятью структурными формами
каждого из этих соединений, как показано на схеме 1.
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На состав равновесной смеси прежде всего влияют природа раство-
рителя и температура. В случае D-глюкозы при 20° в водном растворе
равновесная смесь состоит из 63,8% β-ΰ-глюкопиранозы, 36,2% a-D-
глюкопиранозы и следовых количеств (0,0026%) открытой ациклической
структуры [2, 3].

Для D-фруктозы в водном растворе при 20° устанавливается следую-
щее равновесное соотношение: 76,4% р-/)-фруктопиранозы, 19,5% β-Ζ)-
фруктофуранозы и 4,1 % «--О-фруктофуранозы [4].

Увеличение температуры приводит к линейному увеличению содер-
жания фруктофураноз и соответствующему уменьшению содержания β-
D-фруктопиранозы [5]. Например, при 0° в водном равновесном раство-
ре D-фруктозы содержится 84,8% β-.Ο-фруктопиранозы, 11,1% β-ΰ-фрук-
тофуранозы и 4,1% a-D-фруктофуранозы, а при 50° — соответственно
55,8, 31,9 и 12,3% [6].

Эти данные согласуются с полученной в работе [7] температурной
зависимостью равновесного состава раствора D-фруктозы в воде (рису-
нок). В этой же работе приведены уравнения позволяющие рассчиты-
вать содержание каждой из форм D-фруктозы в водном растворе в за-
висимости от температуры (t):

Cl =— 0,48ί + 86,72
С2 = 0,26^+14,32
с3 = 0,23/ —0,55
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где cl,c2 и с3—содержание р-Д-фруктопиранозы, β-,Ο-фруктофуранозы
и a-D-фруктофуранозы соответственно (мол. % ) .

Величину удельного вращения равновесной смеси D-фруктозы при
температуре t можно рассчитать по следующей формуле [7]:

aD = 0,56/— 102,6

Скорость мутаротации тем больше, чем выше температура. При 20° в
водном растворе процесс мутаротации практически заканчивается через
20 мин [4].

Температурная зависимость равновесного состава D-глюкозы имеет
несколько иной характер, чем у £>-фруктозы. Содержание а-О-глюкопи-
ранозы и β-,Ο-глюкопиранозы равно соответственно 36 и 64% при тем-

пературах от 5 до 30°, а при тем-
пературе 80° оно составляет 46 и
54% [3, 8]. К сожалению, в литера-
туре нет данных о соотношении тлю-
копираноз в интервале 30—80°.

Концентрация водных растворов
как глюкозы, так и фруктозы прак-
тически не оказывает влияния на
равновесный состав; наблюдается
лишь слабо выраженная тенденция

с, мол. %
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Рисунок. Температурная зависимость
равновесного состава D-фруктозы в вод-

к увеличению содержания a-D-глю-
копиранозы с увеличением концент-

ном растворе: / — β-Ο-фруктопираноза, рации £>-глюкозы в водном растворе,
2-Э-Д-фруктофураноза a-o-D-фрук- п 0 к р а й н е й мере в интервале кон-
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г „гп, кп . πп L J центрации от 5 до 65% [8, 9] . По-
добным образом с увеличением концентрации £)-фруктозы от 5 до 80%
доля р-/)-фруктопнранозы немного уменьшается и соответственно уве-
личивается содержание фруктофураноз [9, 10]. Указанные тенденции
приводят к различию в равновесных составах .D-глюкозы и D-фруктозы
всего в 3—4%-

Доля всех форм, присутствующих в растворе, зависит от их относи-
тельной свободной энергии. Д л я D-фруктозы более стабильна та форма
«кресла», в которой аномерная ОН-группа находится в аксиальном по-
ложении [11, 12] т.е. конформация 1С. Эту конформацию ^-D-φργκτο-
пираноза имеет и в кристаллическом состоянии. Вообще у любой кето-
гексозы более стабильна та фуранозная форма, в которой атомы 0 ( 2 )
и 0 ( 3 ) находятся в цыс-положении. В этом случае взаимодействие меж-
ду О(3) и оксиметильной группой ослабляется. Поэтому в случае D-
фруктозы более стабильна р-/)-фруктофураноза, присутствующая в вод-
ных растворах в большем количестве, чем α-β-фруктофураноза. Ста-
бильность фураноз увеличивается в растворе диметилсульфоксида, пи-
ранозы более стабильны в воде [12].

Состав равновесной смеси D-фруктозы при 20° в зависимости от при-
роды растворителя представлен в таблице. Из нее можно сделать вывод,
что с увеличением полярности растворителя содержание фруктопираноз
увеличивается, а содержание фруктофураноз уменьшается. Это отчасти
связано с гидратацией гидроксильных групп, поскольку массивные соль-
ватированные группы испытывают меньше пространственных затрудне-
ний, если углевод находится в растворе в виде пиранозы в конформации
«кресла», а не в виде фуранозного кольца. В неводных растворителях
этот эффект имеет меньшее значение, поскольку сольватирование в них
является не столь значительным, как в воде, гидроксильные группы за-
нимают меньший объем, и преимущества пиранозных конформации по
сравнению с фуранозными уменьшаются [14].

Большинство альдопираноз, в том числе и глюкопиранозы, в водном
растворе существуют в конформации типа С1, поскольку она энергети-
чески более выгодна. Например, в случае а-О-глюкопиранозы свободная
энергия конформашш С1 равна 2,4 ккал/моль, а энергия конформации
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Таблица

Влияние природы растворителя на состав равновесной смеси
/>-фруктозы при 20°

Растворитель

Диметилсульфоксид
Этанол (90%)-;-вода (10%)
Этанол (80%)-Ь вода (20%)
Пиридин *
Вода

Содержание, мол.%

пнранизы

18,5
43
49
53
76

фуранозы

81,5
57
51
42
24

Ссылки

[12]
[2]
[2]

[13]
[4,12]

* В растворе пиридина содержится 5% кетоформы.

1С равна 6,55 ккал/моль, в случае р-/)-глюкопиранозы свободные энер-
гии этих конформаций составляют 2,05 и 8,0 ккал/моль соответственно
[15]. Таким образом, у D-глюкозы преобладает конформация типа С\
(см. схему 1).

Свободная энергия α-Ο-глюкопиранозы несколько выше, чем β-β-глю-
копиранозы из-за аксиального расположения аномерной ОН-группы.
Поэтому в водном растворе обнаруживается меньшее количество a-D-
глюкопиранозы (36%) по сравнению с β-ΰ-глюкопиранозой (64%), у ко-
торой все ОН-группы экваториальны [2]. В водных растворах £>-фрукто-
за существует в конформации типа 1С [12] (схема 1).

Равновесный водный раствор D-глюкозы имеет a D

2 0 =+52,7°, а для
раствора ΰ-фруктозы в тех же условиях aD

2u = —92,4° [16].
/)-Глгокоза и D-фруктоза — моносахара, легко подвергающиеся хи-

мическим изменениям. Под действием оснований они претерпевают
взаимоизомеризацию через промежуточный енол с образованием ман-
нозы. Так, из D-глюкозы в очень слабом растворе щелочи получается
смесь ΰ-глюкозы, D-фруктозы и £>-маннозы [14]. В водных растворах
щелочей при более высоких р Н ^ 9 происходит комплексообразование
сахара с щелочью, затем щелочная трансформация и разложение [17].
В работе [18], где изучали кинетику разложения фруктозы и глюкозы
в щелочной среде при нагревании, отмечено, что фруктоза разлагается
значительно быстрее глюкозы.

Вообще фруктоза значительно менее устойчива химически по срав-
нению с глюкозой. Так, нагревание при 80° в течение 20 мин щелочного
раствора /)-фруктозы, при рН 8 приводит к сильному пожелтению раст-
вора, и с увеличением рН цветность быстро возрастает [19].

Изучение трансформации Сахаров в растворе пиридина показало, что
двойная связь может перемещаться по ендиольному механизму вдоль
всей углеродной цепи. Этот же механизм лежит в основе разнообразных
превращений моносахаров, в частности их расщепления под действием
сильных кислот и оснований [20]. К действию кислот глюкоза и фрукто-
за проявляют большую устойчивость, особенно глюкоза. Таким образом,
в мягких условиях возможны реакции взаимной конверсии Сахаров, а в
жестких условиях происходит дегидратация, приводящая к образованию
фурфурола и близких ему соединений.

Нагревание D-глюкозы в разбавленном растворе серной кислоты при
100° приводит к образованию .D-фруктозы, D-арабинозы, небольших ко-
личеств D-маннозы и D-ксилозы. Фруктоза в тех же условиях подверга-
ется альдозо-кетозной изомеризации [21].

Продуктами конверсии /)-глюкозы под действием различных разбав-
ленных кислот являются D-фруктоза, £)-манноза, изомальтоза, гентио-
биоза и др. Состав смеси зависит от природы применяемого катализато-
ра [22]. Аналогичные результаты получены в работе [23], где однако,
подчеркивается, что олигомеры образуются только в 10%-ных растворах
глюкозы при использовании 0,01—0,2 N раствора соляной кислоты.

В более жестких условиях преобладающим процессом становится де-
гидратация. Дегидратация гексоз в кислой водной среде приводит к об-
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разованию не только 5-оксиметилфурфурола, но и 2-оксиацетилфурана
[24]. Кроме того, может образовываться дифуриловый эфир [25].

Фруктоза подвергается конденсации в кислой среде в основном при
умеренных температурах (~60°) и рН 1,3—3,5 с образованием левано-
биозы, инулобиозы и других продуктов [26]. При рН^З,9 дегидратация
D-фруктозы проходит без образования 5-оксиметилфурфурола, а при
рН>4,5 происходит ее изомеризация в £>~глюкозу [27].

Таким образом, при конверсии глюкозы и фруктозы в щелочных и
кислых средах могут образовываться самые разнообразные продукты,
состав которых зависит от значения рН среды, длительности реакции,
температуры, природы катализатора, концентрации моносахарида и ка-
тализатора.

Процесс дегидратации D-глюкозы при нагревании в водном раство-
ре может быть описан схемой 2 [28]:

Схема 2
Н О - О НС=О

С—ОН С=О

II I

с—н с—н
I II

D-глюкоза £» 1,2-ендиол — Ζ Η 7 Ϊ ~ * НС—ОН » С—Η —тт^^>-
l l 2 w ι —Н2О j —ПгО

НС—ОН НС—ОН
СН2ОН СН2ОН

нон 2 с / ч о / Ч ч сно
5-оксиметилфурфурол

Из D-глюкозы может также образовываться 2,3-ендиол, который в
конечном счете превращается в 2-оксиацетилфуран.

Процесс дегидратации /)-фруктозы при нагревании в водном раство-
ре может быть описан схемой 3 [29]:

Схема 3
,011 А)Ц

СОН | С=О

D-фруктоза < * 1,2-ендиол >- ОН <> >• СИ О
НГ_\ ( i u J
''ν ι 5-оксиметилфурфурол

СН,<)1[ СН„ОН

D-Фруктоза чрезвычайно легко подвергается химическим превраще-
ниям, что продемонстрировано в работе [30]. После выдерживания D-
фруктозы в абсолютном эталоне при комнатной температуре через не-
которое время в растворе обнаруживаются метилглиоксаль, дифрукто-
зоангидриды, дигетеролевулозаны, β-метилфруктопиранозид и два про-
изводных глюкозы. Таким образом, в этих условиях £>-фруктоза подвер-
гается ангидридизации, изомеризации, димеризации и разложению на
фрагменты, содержащие по три углеродных атома. /З-Глюкоза в тех же
условиях не претерпевает никаких изменений [30].

Фруктоза в холодном водном растворе обладает в 1,6 раза большей
сладостью, чем сахароза; однако в горячем водном растворе сладость
фруктозы заметно снижается. В работах [2, 4] показано, что сладость
фруктозы зависит от соотношения таутомерных форм. Фруктофуранозы
практически не имеют сладкого вкуса, носителем его является именно
β-.Ο-фруктопираноза. Если принять сладость сахарозы за 100%, то сла-
дость β-Л-фруктопиранозы равна 180—200%, а фруктофураноз — О°/о-
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Сладкий вкус β-,Ο-фруктопиранозы определяется наличием тройной груп-
пировки, включающей аномерную гидроксильную группу, атом кислоро-
да в первичной спиртовой группе и кольцевой метиленовый атом угле-
рода [31]. Поскольку показано [7], что с повышением температуры ко-
личество β-Д-фруктопиранозы снижается и соответственно возрастает
количество фураноз, то становится понятным ослабление сладкого вку-
са фруктозы в горячем водном растворе.

III. СПОСОБЫ РАЗДЕЛЕНИЯ

Существует много способов разделения глюкозо-фруктозных смесей.
Можно выделить пять основных групп методов.

1. Методы, основанные на диализе с использованием ионообменных
мембран [32, 33]. Эти методы требуют применения очень сложного обо-
рудования, а также больших затрат электроэнергии [33]. Поэтому они
являются чрезвычайно дорогостоящими.

2. Методы, основанные на химических реакциях с одним из компо-
нентов смеси (глюкозой или фруктозой). При этом используют окисле-
ние глюкозы до глюконовой кислоты с последующим осаждением ее соля-
ми кальция и удалением из фруктозного раствора [34,35], образование
гидразонов с одним из Сахаров и последующий их гидролиз [36, 37],
взаимодействие Сахаров с карбонильными соединениями металлов и по-
следующий гидролиз одного из полученных продуктов [38], образование
химических соединений фенолсодержащих смол с глюкозой [39] и т.д.
Получаемая этими методами фруктоза требует тщательной очистки, а
такой ценный сахар, как глюкоза, превращается в отходы.

3. Методы, основанные на раздельной кристаллизации глюкозы и
фруктозы. Существует большое число этих методов. Применяют, напри-
мер, охлаждение инвертного сиропа с последующим внесением затравоч-
ных кристаллов глюкозы, кристаллизацией глюкозы и ее отделением от
фруктозного раствора [40]; образование комплекса глюкозы с хлоридом
натрия, кристаллизующегося из раствора [41]; предварительную раз-
дельную кристаллизацию глюкозы и фруктозы с последующим разделе-
нием на катионите [42]; раздельную кристаллизацию в метаноле с ис-
пользованием разницы температур кристаллизации глюкозы и фруктозы
[43, 44]. Однако с помощью этих методов не удается получить совершен-
но чистых глюкозы и фруктозы.

4. Методы, основанные на выделении фруктозы в виде комплексов с
каким-либо соединением кальция, например, С а ( О Н ) 2 [45—47] или
СаС12 [48—52]. Эти методы малоэффективны из-за небольшого выхода
конечного продукта (10—20 % ) .

5. Группа ионообменных хроматографических методов, которую мож-
но в свою очередь подразделить на три основные подгруппы:

а) хроматографическое разделение глюкозы и фруктозы на цеолитах,
в том числе цеолите X, содержащем катионы К + и селективно сорбирую-
щем глюкозу [53—56]; на цеолите, содержащем катионы NH 3

+ , K+, N a +

Са 2 +, Ва 2 + и селективно сорбирующем фруктозу [57]; на цеолитах X, У
или L, содержащих катионы Li+, Na + , K+, Cs + , Be+, Mg 2 + , Ca 2 + , Ba 2 + и
др. [58—60], а также на минеральном сорбенте типа «Сорбекс» [61].

б) разделение глюкозы и фруктозы на анионообменных смолах. Раз-
деление обычно ведут при 40—60° на анионитах, чаще всего типа Дауэкс
I, в бисульфитной или сульфитной формах, элюентом служит вода [62—
76]. Однако использование анионита в указанных формах приводит к то-
му, что в получаемых глюкозе и фруктозе содержатся ионы SO 3H~ и
SO3

2~, поскольку они легко вымываются водой [65]. Чтобы избавиться
от этих примесей, приходится применять добавочные очистные колонки
с анионитом в ОН-форме, а это вызывает дополнительное разбавление
растворов Сахаров. В работе [77] использована смесь анионита в би-
сульфитной форме с 5% катеонита в натриевой и водородной формах,
что позволило улучшить разделение глюкозо-фруктозной смеси.
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в) разделение глюкозы и фруктозы на катионообменных смолах.
Обычно используют полнстиролсульфонатные смолы, поперечно сшитые
дивинилбензолом (ДВБ) и содержащие катионы щелочного или щелоч-
ноземельного металла. Применяют и другие формы. При разделении
глюкозы и фруктозы на катионите Дауэкс 50X4 в Ва-форме пики глю-
козы и фруктозы оказались сильно размытыми, на Ag-форме наблюда-
лось слабое, а на Sr-форме довольно хорошее разделение [78]. Исполь-
зование натриевой формы катионита [79] не позволяет разделить глюко-
зо-фруктозные смеси, однако наблюдалось частичное разделение моно-,
ди- и трисахаридов. Сравнение эффективности различных форм катио-
нитов приводит к заключению, что для разделения глюкозы и фруктозы
наиболее благоприятен катион Са2+. Такой же вывод следует из работы
[80].

В большинстве работ [81—97] используют катиониты в Са-форме со
степенью сшивки, равной 2—8% ДВБ, элюентом служит вода, разделе-
ние ведут при 50—70°, концентрация вводимого сиропа в расчете на су-
хие вещества составляет 50% и более. Обычно применяют смолу в виде
зерен размером 0,2—0,5 мм, причем стараются использовать как можно
более узкую фракцию. Немаловажным фактором, влияющим на эффек-
тивность хроматографического разделения, является плотность и равно-
мерность упаковки слоя смолы β колонке. Этому вопросу посвящена ра-
бота [98], в которой предложен способ достижения плотной упаковки
смолы в Са-форме зернением 0,3—0,6 мм, основанный на свойстве поли-
стиролсульфонатных смол набухать в концентрированном растворе СаСЦ
(20%) в меньшей степени, чем в воде. Суспензию смолы подают в колон-
ку в растворе хлористого кальция, а затем промывают водой.

В работах [81—98] использованы катиониты типа Дауэкс 50. Однако
пргшеняют и другие катиониты, например Дуолит С20Х4 [99], Лмбер-
лш-lR—120 В [100], Пермутит Q [111 ], Дуолит С25 [102], в кальциевой
форме в условиях, аналогичных указанным выше.

В ряде работ [103—107] для разделения глюкозы и фруктозы исполь-
зовали полунепрерывные процессы: метод «моделированного движуще-
гося слоя» [103] на сульфокатионите в Са-форме; метод «кипящего
слоя» [104] на сильнокислотном катионите в Са-форме; метод «цикли-
ческого зонального разделения» [105] на производном аминоэтилцеллю-
лозы; метод «движущегося 1ввода» [106] на катионите в Са-форме. Раз-
работан также способ, в котором используется колонка, содержащая по-
следовательно чередующиеся реакционные и адсорбционные зоны [107].
При этом в реакционной зоне глюкоза изомеризуется во фруктозу, а в
адсорбционной зоне адсорбируется фруктоза.

IV. ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОГО
РАЗДЕЛЕНИЯ ГЛЮКОЗЫ И ФРУКТОЗЫ

Фруктоза, глюкоза, сахароза, другие углеводы образуют с основа-
ниями молекулярные комплексы состава 1:1. Редуцирующие сахара, к
которым относятся глюкоза и фруктоза, дают более прочные комплексы,
чем нередуцирующие, например сахароза [108—110]. Катионы металлов
обладают различной комплексообразующей способностью, зависящей от
их валентности и размеров. Так, согласно [111], по своей комплексооб-
разующей способности одновалентные катионы металлов располагаются
в ряды: для глюкозы N a + > K + > L i + , для фруктозы K + > N a + > L i + . По-
рядок расположения двухвалентных катионов следующий: для глюкозы
S r 2 + > M g 2 + > C a 2 + > B a 2 + , для фруктозы Ca 2 + >Sr 2 + >Ba 2 + >Mg 2 + . Од-
нако не все углеводы образуют комплексы с катионами в водном раст-
воре, а сами комплексы имеют разную степень прочности. С помощью
методов ЯМР и электрофореза удалось доказать, что комплексообразо-
вание с катионами металлов возможно при наличии трех ОН-групп, на-
ходящихся в благоприятном стерическом положении. Такое положение
возникает, когда три соседних ОН-группы располагаются в последова-
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тельности аксиальная — экваториальная — аксиальная (а—е—а) [112—
115].

В 1975 г., основываясь на данных ЯМР и электрофореза, Гоулдинг
[116] предложил свою теорию комплексообразования углеводов с катио-
нами металлов. Наиболее прочные комплексы образуются при наличии
а — е — а последовательности трех соседних ОН-групп β пиранозном
кольце или цис-цис последовательности трех ОН-групп в фуранозном
кольце:

НО

Константа устойчивости (Ку) таких комплексов равна 1-
В случае а — е (цис) последовательности /Су=0,1 моль"1. Последователь-
ность е — а — е дает менее прочный комплекс. Наконец, е—е последова-
тельность еще менее благоприятна, чем а — е, и при а — а последова-
тельности комплексы вообще не образуются. Отсюда следует важный
вывод: чем больше в молекуле углевода число благоприятно ориентиро-
ванных пар ОН-групп, тем прочнее комплексы. Например, a-D-глюко-
и a-D-фруктопиранозы имеют по одной паре расположенных в а-е после-
довательности ОН-групп, jl-D-фруктопираноза — 2 пары, а p-D-глюко-
пираноза таких пар не имеет.

В работе [112] на примере аллозы показано, что комплексы фураноз
всегда менее стабильны, чем комплексы пираноз.

Оптимальный для комплексообразования радиус катиона составляет
•— 1,0 А. Чем больше заряд катиона, тем легче образуется комплекс: Na+

имеет размер 0,97Λ, Са2+ — 0,99 А и La 3 +— 1,02 А [112].
Из данных Гоулдинга [116], который определил коэффициенты ем-

кости Сахаров (k') на катионнте Аминекс А-5 с размером частиц 11±
± 2 мкм при использовании различных катионов, следует, что фруктоза
образует довольно прочные комплексы с К+, Ag+, T1+, Са2+ и чуть менее
прочные с Sr2+. В то же время на катионите, содержащем катионы К+,
Ag+, Tl+, значения k' для глюкозы также довольно высоки и, следова-
тельно, при использовании этих катионов нельзя добиться хорошего раз-
деления глюкозо-фруктозных смесей. Поскольку стронций токсичен,
можно сделать вывод, что наиболее подходящим катионом для селектив-
ного комплексообразования с фруктозой в присутствии глюкозы являет-
ся кальций.

Механизм разделения глюкозы и фруктозы скорее всего основан на
наличии у β-,Ο-фруктофуранозы двух цис-ОН-групп на пятичленном коль-
це [117]. Две пары а — е расположенных ОН-групп у ^-.О-фруктопира-
нозы вряд ли существенно влияют на разделение, поскольку могут обес-
печить образование только очень слабых комплексов с катионами. Глю-
коза, для которой из всех возможных изомеров только a-D-глюкопира-
ноза имеет одну пару а — е расположенных ОН-групп, образует еще
более слабый комплекс. В процессе разделения в колонке происходит
мутаротация Сахаров. Связывание β-,Ο-фруктофуранозы с кальцием вы-
зывает сдвиг мутаротационного равновесия в жидкой фазе. Чем быст-
рее идет этот процесс, тем уже пик элюируемой фруктозы.

Аналогичное явление происходит и с глюкозой. При неблагоприятных
условиях, когда мутаротация протекает медленно, пики глюкозы и осо-
бенно фруктозы могут быть сильно размыты; это объясняется тем, что
вначале элюирустся p-D-глюкопираноза, затем a-D-глюкопираноза, да-
лее p-D-фруктопираноза и наконец р-£>-фруктофураноза. Подтвержде-
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нием могут служить известные данные о заметном сужении пиков угле-
водов при повышении температуры [83, 84, 118]. В случае фруктозы
повышение температуры, во-первых, ускоряет сам процесс мутаротации,
а во-вторых, сдвигает равновесие в сторону фураноз [7]. Однако при
этом начинает действовать и другой фактор — устойчивость комплекса
фруктозы с катионом; повышение температуры уменьшает устойчивость
комплекса. Для наилучшего разделения необходимо подобрать такую
температуру, при которой достигается оптимальное соотношение между
устойчивостью комплекса, скоростью мутаротации и составом первона-
чальной равновесной смеси. Кроме того, имеются и другие факторы, о
которых будет сказано ниже.

Наличие ионов Н+, а также ОН~ резко ускоряет процесс мутаротации,
и они способствуют разделению глюкозы и фруктозы [92]. Интересно
отметить, что при переводе 'катионита в кальциевую форму по стандарт-
ной методике 10%-ным раствором хлористого кальция часть смолы обя-
зательно остается в Н+-форме (3—5%). Если же смола полностью пере-
ведена в Са-форму (а это возможно при повышенной температуре или
при использовании щелочного раствора хлористого кальция), то разде-
ление глюкозы и фруктозы ухудшается. Это доказывает важность мута-
ротационных процессов, происходящих в хроматографических колонках.
Кроме ионов Н + и ОН~ мутаротацию резко ускоряют триэтил- и триме-
тиламины. Добавление очень малых количеств триэтиламина в элюент
(воду) приводит к сужению пиков фруктозы и особенно глюкозы [119].
Действие триэтиламина, по-видимому, объясняется тем, что он придает
раствору слабую щелочность и это резко ускоряет мутаротацию.

Отмечено также, что на прочность комплексов Сахаров с катионами
металлов оказывает влияние природа элюента. Известно, что константы
стабильности комплексов в этаноле значительно выше, чем в воде [120,
121]; однако из-за близости коэффициентов распределения глюкозы и
фруктозы в этаноле обычно не удается достичь их удовлетворительного
разделения.

Использование анионитов для разделения глюкозо-фруктозных сме-
сей приводит к нежелательным превращениям индивидуальных Сахаров
[122, 123]. На сильноосновных анионитах, например на Амберлите IRA-
400, наблюдался даже распад глюкозы и фруктозы с образованием гли-
колевой и лимонной кислот [124].

При хроматографии на зернистых материалах, в том числе на катио-
нитах, определяющим процессом является диффузия сахара в частицах
смолы [125], в свою очередь зависящая от скорости подвижной фазы,
температуры, размера зерен смолы, степени ее сшивки, природы раство-
рителя и сахара.

Увеличение температуры ускоряет диффузию [126], но, приводя к
сужению пиков разделяемых компонентов, не всегда улучшает разделе-
ние смеси, так как одновременно уменьшается k' [127]. С другой сторо-
ны, при низких температурах сахара адсорбируются более сильно и, сле-
довательно, разрешение может быть улучшено, если влияние снижения
скорости'Массопереноса мало, а влияние мутаротации подавляется [119].
В работах [117, 128] отмечено, что понижение температуры улучшало
разделение глюкозы и фруктозы на катионите в Са-форме.

Одним из важных факторов в процессе хроматографического разде-
ления Сахаров является скорость подвижной фазы. Она ограничивается
диффузией Сахаров внутрь частиц смолы [129—131]. При большой ско-
рости движения подвижной фазы пики разделяемых веществ становятся
ассиметричными, появляются длинные «хвосты», наличие которых объяс-
няется тем, что часть Сахаров продолжает диффундировать из частиц
смолы в подвижную фазу.

Уменьшение размера частиц смолы увеличивает скорость массопере-
носа. Например, в работе [129] изменение зернения смолы Дауэкс 21
(К) от 45—75 до 15—40 мкм улучшало разделение глюкозы, сахарозы
и рафинозы более чем в 3 раза, резко сужая пики веществ. Большая эф-
фективность катионита Дауэкс 50X8 в Ва-форме [132] по сравнению с
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Са-формой [133] объясняется меньшим размером использованных час-
тиц смолы в первом случае (0,038—0,075 мм против 0,15—0,30 мм).
В работе [134] обнаружена зависимость между размером зерен катиони-
та и выходом чистой фруктозы: чем меньше зернение, тем больше выход.
Кроме того, использование более узких гранулометрических фракций
смолы дополнительно улучшает разделение веществ, что в значительной
степени, видимо, связано с более равномерной упаковкой зерен в слое.
Использование смолы крупного зернения вынуждает применять очень
низкие скорости подвижной фазы из-за малой скорости массопереноса в
крупных зернах смолы и не позволяет добиться удовлетворительного
разделения глюкозо-фруктозной смеси [135].

Поскольку молекулы Сахаров имеют сложную пространственную кон-
фигурацию и для комплексообразования с активным центром катионита
им необходимо занять определенное положение, которое обеспечивает
возникновение связей примерно равной длины между металлом и комп-
лексообразующими ОН-группами углевода [114, 136], то ясно, что прост-
ранственная структура катионита должна влиять на хроматографическое
разделение. В свою очередь, пространственная структура катионита оп-
ределяется степенью поперечной сшивки. Степень поперечной сшивки
катионита не должна превышать определенный предел [79, 84, 88, 90,
92, 101, 137]. В то же время анализ указанных работ приводит к заклю-
чению, что степень поперечной сшивки не должна быть ниже определен-
ного предела. Наиболее благоприятные условия, по-видимому, обеспе-
чивает степень сшивки ДВБ, равная 4—8%. Применение катионитов с
меньшей степенью сшивки, например катионита КУ-2-2 (Са), имеющего
степень сшивки 2% [138], снижает эффективность разделения глюкозы
и фруктозы, что показано в работе [137]. Причины этого не совсем яс-
ны, однако главный недостаток катионитов с малой степенью сшивки
(2% ДВБ и ниже) заключается в их низкой механической прочности.

Итак, при создании различных технологий производства фруктозы,
основанных на хроматографических методах разделения глюкозо-фрук-
тозных смесей на катионообмеиных смолах, следует учитывать несколько
наиболее важных моментов.

Во-первых, глюкоза и особенно фруктоза являются крайне нестабиль-
ными в химическом отношении углеводами и любые операции с ними
требуют использования мягких условий (рН 5—7, температура ^60°) .
Во-вторых, катионы кальция наиболее пригодны для селективного ком-
плексообразования с фруктозой в присутствии глюкозы, а механизм их
разделения на катионитах в Са-форме скорее всего основан на образова-
нии относительного прочного комплекса β-,Ο-фруктофуранозы с кальци-
ем. В-третьих, степень сшивки катионита, равная 4—8% ДВБ, по-види-
мому, обеспечивает наилучшее разделение глюкозы и фруктозы. И, нако-
нец, при обработке катионита раствором хлористого кальция не следует
стремиться к 100%-ному его переводу в Са-форму; не менее 3—5% суль-
фогрупп катионнта должны оставаться в Н-форме.

При оптимизации условий хроматографического разделения глюко-
зы и фруктозы необходимо учитывать, что повышение температуры про-
цесса в данном случае приводит не только к ускорению массообмена уг-
леводов в зернах катионита, но и к сдвигу мутаротационного равновесия
Сахаров в жидкой фазе и к уменьшению прочности комплексов моноса-
харидов с кальцием. Существенного повышения эффективности процес-
са разделения глюкозы и фруктозы можно добиться за счет использо-
вания зерен катионита минимально возможного размера. Последнее поз-
волит улучшить разрешение пиков глюкозы и фруктозы, увеличить ско-
рость подвижной фазы и нагрузку на колонку.
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