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1. Uvod

Maleinanhydrid a kyselina maleinova su polyfunkéné che-
mikdlie, ktoré su svojim komerénym vyuZitim v centre pozor-
nosti uZ mnoho rokov. Doposial sd délezitymi surovinami
najmé v nepotravindrskych segmentoch priemyslu a to vo
vyrobe alkydovych a polyesterovych Zivic, povrchovych na-
terov, prisad do maziv, zmikcovadiel, kopolymérov a rozli¢-
nych polnohospoddrskych chemikdlii. S rozvojom biotech-
noldgii sa zvysuje snaha vyuzivat netradicné, lahko dostupné
suroviny na biosyntézu potravindrsky a farmaceuticky vy-
znamnych latok. V poslednom obdobi sa uvazuje o anhydride
kyseliny maleinovej ako o dobrom Startovacom materidli pre
chemicku a biotechnologicku pripravu viacerych organickych
kyselin s roz§irujicim sa uplatnenim najmi v potravinarskom
a farmaceutickom priemysle. Sti¢asné moznosti vyuzitia ma-
leinanhydridu na syntézu, resp. biosyntézu tychto latok su
schematicky zndzornené na obr. 1. Niektoré kyseliny je mozné
pripravit mikrobidlne priamo z kyseliny maleinovej (kyselina
D-jabl¢nd, kyselina L-jabl¢nd, kyselina fumarovad), iné sa daji
pripravit zatial len kombindciou chemickej a mikrobidlnej
syntézy (vSetky izoméry kyseliny vinnej), pripadne iba che-
mickou syntézou (kyselina cis- a trans-epoxyjantarova). Ne-
ustdle vSak silnie snaha nahrddzat chemické postupy mikro-
bidlnymi fermentdciami.

2. Kyselina epoxyjantdrova

Tato kyselina bola doposial velmi mdlo pouzivanou suro-
vinou v priemyselnych odvetviach. V 80. a 90. rokoch bola
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popisand priprava roznych derivdtov tejto kyseliny a ich vy-
uzitie vo farmaceutickom priemysle. Vyhodou tychto zlicenin
je ich extrémne nizka toxicita. V roku 1983 bolo synteti-
zovanych niekolkych derivdtov Kyseliny trans-epoxyjantd-
rovej, ktoré sa ukdzali byt dobrymi inhibitormi tiolprotedzovej
aktivity'. Priaznivy u&inok bol potvrdeny aj pri lie¢be svalo-
vych chorob?. Kyselina trans-epoxyjantarova sa Tahko trans-
formuje na kyselinu B-hydroxy-L-aspardgovu, ktord md vyni-
kajtice antibakteridlne i¢inky a pouziva sa na pripravu (3-lak-
tdmovych antibiotik’.

Kyselina epoxyjantdrova sa vyskytuje v dvoch konfigu-
rdcidch, a to ako cis- a trans-forma. Obidve je mozné pripravit
z malefnanhydridu, resp. kyseliny maleinovej. Kyselina cis-
-epoxyjantdrovd sa pripravuje zatial iba chemickou syntézou
— oxiddciou kyseliny maleinovej za pritomnosti katalyzdtora.
Ako katalyzdtor boli spociatku pouzivané rozpustné soli pa-
lddia alebo vanddu. Oxidujicim ¢inidlom bol kyslik, mednaté
soli, kyselina dusi¢nd, pripadne dusi¢nany alkalickych kovov.
Takouto oxiddciou sa v minulosti pripravovala kyselina D,L-
-vinna, pricom ako medziprodukt vznikala kyselina cis-epo-
xyjantdrovd. Vhodnou tipravou reakénych podmienok je vsak
mozné ziskat velmi Cistd kyselinu cis-epoxyjantairovﬁ4. Ma-
lefnanhydrid sa zmieSa v destilovanej vode s CaCOj,, peroxi-
dom vodika a katalyzdtorom — wolfrimanom, resp. molybdé-
nanom sodnym. Maleinan vdpenaty ndsledne konvertuje na
cis-epoxyjantaran vdpenaty pri teplote 60-70 °C a hodnote pH
4-6 v priebehu 4 hodin. Vytazok reakcie je 96 %. Takto
pripraveny cis-epoxyjantaran sa dalej pouZzivana vyrobu kyse-
liny vinnej. Neskor bol popisany postup pripravy vysoko-
¢istych soli kyseliny cis-epoxyjantdrovej z maleinanhydridu,
ked epoxiddcia prebiehala vo vodno-alkoholickom roztoku
(30-90 % vodny roztok alkoholu — metanolu, etanolu, propa-
nolu a pod.)’.

Kyselina cis-epoxyjantdrovd sa pripravuje iba chemickou
syntézou, doteraz nie je zndmy mikroorganizmus, ktory by
dokdzal syntetizovat tito kyselinu, prip. jej soli.

Kyselinu trans-epoxyjantdrovu je mozné pripravit dvoma
sposobmi, bud epoxiddciou kyseliny fumarovej (D,L-forma)
alebo mikrobidlnou cestou (L-forma). Priebeh epoxiddcie je
podobny ako pri priprave cis-formy tejto kyseliny, zdsadny
rozdiel je iba v mnozstve pridaného katalyzatora. Na dosiah-
nutie 80-86 % konverzie je potrebnd 5-ndsobne vyssia kon-
centrédcia wolframanu, resp. molybdénanu®. Teplota je udrzia-
vand v rozmedz{ 65-75 °C.

Mikrobidlne sa kyselina trans-epoxyjantarova pripravuje
z glukdzy alebo etanolu pomocou vldknitych hib Paecilomy-
ces varioti, Penicillium vineferum, Aspergillus fumigatus’.
Stidia mechanizmu biosyntézy ukazali, Ze kyselina trans-
-epoxyjantdrova je syntetizovand z dvojuhlikatych zlicenin
cez cyklus glyoxalovej kyseliny a uhlikovd kostra fumaranu
je transformovanad na trans-epoxyjantaran. Epoxidovy kyslik
trans-epoxyjantaranu sodného pochddza priamo z moleku-
lového kyslika®. Fermentaénou pripravou kyseliny trans-L-
-epoxyjantdrovej sa zaoberala aj japonskd pracovnd skupina
Yamaguchi a kol. V prdci boli pouzité nové kmene vlaknitych
hub Aspergillus clavatus, A. fumigatus, Neosartorya fischeri,
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Obr. 1. Moznosti pripravy kyseliny epoxyjantiarovej, fumarovej, vinnej a jablénej z anhydridu kyseliny maleinovej

Paecilomyces elegans, Talaromyces wortamannii a Bysso-
chlamys nived’.

Obe formy kyseliny trans-epoxyjantarovej (D,L- aj L-for-
ma) je v stcasnosti mozné pouzit na chemicku alebo mikro-
bidlnu pripravu kyseliny mezo-vinne;.

3. Kyselina fumarova

Kyselina fumarova je prirodzenou latkou, pritomnou v mno-
hych mikroorganizmoch, rastlinich i zivo¢ichoch. Je pome-
novand podla rodu Fumaria. Spolu s kyselinou jabl¢nou je
sicastou Krebsovho cyklu a cyklu kyseliny glyoxdlovej. Po-
uziva sa v potravindrstve ako prisada do prdaskovych ndpo-
jovych zmesi, do Zelatinovych dezertov, pudingov a naplni do
koldcov. V misovom priemysle sa pridava do konzervované-
ho mésa a do hydinovych produktov na urychlenie stabilizdcie
farby. V nepotravindrskych odvetviach sa pouziva kyselina
fumarova pri vyrobe polyesterovych zZivic, naterov na nabytok
a rychloschntcich farieb. Okrem toho je vychodiskovym ma-
teridlom pre priemyselnu produkciu kyseliny L-jabl¢nej a ky-
seliny L-aspardgovej. Komercne sa kyselina fumarova pripra-
vuje chemicky-katalytickou izomerizdciou kyseliny malei-
novej od roku 1932. Mikrobidlne moze byt produkovand
z glukézy pouzitim vldknitych hib z rodu Rhizopus. Za po-
tencidlnych producentov mozno povazovat hlavne dva druhy
Rhizopus arrhizus a R. nigrigans. Mikrobidlne bola kyselina
fumarovd vyrabana v 40. rokoch firmou Pfizer (4000 ton/rok),
ale ekonomicky vyhodnejsia chemickd syntéza postupne do-
nuitila tito firmu zastavit fermentaéni vyrobu'®. Okrem sacha-
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ridickych substrdtov pre priamu konverziu na fumaran su
v literatire zmienky o moznom vyuziti odpadovych sulfito-
vych vyluhov'!, resp. etanolu'>. V roku 1986 vyslo doposial
najucelenejsie vysvetlenie biochemizmu syntézy kyseliny fu-
marovejlz.

Kyselina fumarovd mozZe byt pripravovand z Kyseliny
malefnovej nielen chemicky ale aj mikrobidlne prostrednic-
tvom baktérii rodov Arthrobacter, Pseudomonas a Alcalige-
nes. Z kmena Arthrobacter sp. TPU 5446 bola izolovand
a charakterizovand maledt cis-trans-izomeraza. Tento enzym
bol velmi nestabilny a pri jeho purifikacii doslo k vysokej
strate aktivity”.

V roku 1997 bol uskutoc¢neny screening baktérif utilizuju-
cich kyselinu maleinovu zo 600 Pédnych vzoriek odobratych
na roznych miestach Japonska'®. 20 z nich bolo schopnych
premienat kyselinu malefnovi na iné organické kyseliny. 4 znich
mali zvySenu aktivitu maledt cis-trans-izomerdzy, teda enzy-
mu, ktory katalyzuje izomerizdciu maleinanu na fumaran.
Najvyssiu aktivitu vykazoval kmen Pseudomonas alcaligenes
XD-1, u ktorého bol moldrny vytazok kyseliny fumarovej
priblizne 70 % po Siestich hodindch inkubdcie. Na druhej
strane, za tento Cas vzniklo asi 18,4 % kyseliny L-jabl¢nej ako
vedlajSieho produktu. Koncentrdcia kyseliny maleinovej mus{
byt vsak niz§ia ako 100 g™, pri vyssich koncentricidch
dochddza k inhibicii produkcie kyseliny fumarovej. Autori
uvadzajd, ze produktivita kyseliny fumarovej bola az 27x
vysS§ia v porovnani s vysledkami produkcie kyseliny fumaro-
vej fermentdciou s vldknitymi hubami rodu Rhizopus'®. Vy-
skumy v tejto oblasti stdle pokracuju a v budicnosti moze byt
tento spdsob pripravy kyseliny fumarovej velmi atraktivnym.
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4. Kyselina jabl¢na

Kyselina jabl¢nd je dikarboxylova kyselina vyskytujica sa
v troch modifikdcidch — D(+)-, L(—)-formy su opticky aktivne
a D,L-forma je opticky inaktivna. V prirode sa nachddza iba
L-forma a to hlavne v jablkach, melénoch, Ceresniach, grape-
fruitoch, slivkéch, brokolici, mrkve a v dalSich druhoch ovocia
a zeleniny. Kyselina jabl¢na (D,L-forma) sa pouziva v potravi-
narskom priemysle ako okyslovadlo nealko-ndpojov a prirod-
nych §tiav. Na dosiahnutie pozadovanej kyslosti sa priddva aj
do roznych potravin ako napr. kandizované ovocie, Zelatina,
jogurty, pudingy a $alatové ndlevy. Vo farmdcii sa pouziva do
prostriedkov proti kaSlu a na liecbu hyperanémie. Kyselina
jabl¢nd sa priddva aj do umelych sladidiel, ¢im sa potldca ich
horkd chut. V kozmetike sa mieSa spolu s AHA-kyselinami do
krémov na vyhladzovanie vrdsok a tieZ sa pouZiva vo vyrobe
tazkych sladkych parfémov. V nepotravinarskych odvetviach
sa pouziva kyselina jablénd pri vyrobe zmikcovadiel; jej
chelatac¢né vlastnosti sa vyuzivaju pri odstranovani hrdze a ne-
ziaddcich kovovych iénov.

Kyselina jabl¢nd sa pripravuje chemickou syntézou (race-
mickd zmes) alebo mikrobidlnou cestou (bud D- alebo L-forma
v zdvislosti od pouzit¢ého mikroorganizmu). Chemicky sa
kyselina jabl¢nd syntetizuje hydratdciou kyseliny maleinovej
alebo fumarovej za vysokého tlaku a teploty. Cena kyseliny
D,L-jabl¢nej je porovnatelnd s cenou kyseliny citrénovej. Preto
nové technoldgie pocitaji s moznostou pouzivania kyseliny
D,L-jabl¢nej ako ndhrady kyseliny citréonovej v ndpojov a po-
travindch. Na druhej strane, rastici trend pouZivania prirod-
nych potravindrskych zloziek by mohol zvySsif dopyt po pri-
rodnej L-forme kyseliny jabl¢nej, pripravovanej biotechno-
logickymi postupmi. Kyselinu jabléni je mozné pripravit
fermentacne alebo biokonverziou kyseliny fumarovej16.

Fermentacnym spdsobom je mozné pripravif kyselinu L-
-jabl¢énd zo sacharidickych substratov (glukéza, sacharéza
a pod.) hlavne pomocou vldknitych hib rodov Aspergillus
(Aspergillus flavus, A. oryzae a A. parasiticus)"”. S kmefiom
A. flavus boli dosiahnuté vytazky okolo 50 % (z teor. vytazku).
V roku 1991 Batat a kol. uskuto¢nili dopliiujicu optimalizadciu
niektorych zloziek fermenta¢ného média a podarilo sa im
zvysit produktivitu z 0,3 g1".hod™" na 0,59 g hod™" a aj
vytazok na 60 % (cit.'®). Ako autori porovnavaji z 1 mol
glukézy vznikd teoreticky 268 g k?/seliny L-jabl¢nej, pricom
kyseliny citrénovej iba 192 g (cit.'”). Okrem sacharidickych
substrdtov bola popisand u vldknitych hib aj tvorba kyselin
L-jablénej fermenticiou etanolu (Schizophyllum commune)™,
n-parafinov, acetdt (Paecilomyces varioti)*'. Nevyhodou po-
stupov pripravy kyseliny jabl¢nej je v§ak dlhy ¢as fermentdcie,
vznik vedlajsich produktov (napr. polyolov), ktoré stazuju
samotnu izoldciu produktu. Okrem toho je zndme, Ze skupina
vldknitych hib Aspergillus flavus je zndma tvorbou mykoto-
xinov.

Podstatne vyhodnej$im spésobom pripravy tejto kyseliny
je konverziou kyseliny fumarove;j.

Sved¢i o tom aj fakt, Ze v sucasnosti sa 13 % s celkovej
svetovej produkcie kyseliny jablénej pripravuje enzymovou
konverziou kyseliny fumarovej prostrednictvom baktérii Bre-
vibacterium flavum imobilizovanych do k-karagénanu'®. Jed-
nou z nevyhod tejto konverzie je tvorba vedlajsieho produktu
— kyseliny jantdrovej. Tu je vSak mozZné uspes$ne zastavif
inkubovanim buniek pred imobilizdciou v roztoku fumaranu
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s pridavkom Zl¢ového extraktu®”. Tym dojde nielen k inhibicii
jantarandehydrogendzy ale aj k niekolkondsobnému zvySeniu
aktivity fumardzy. Dobré vysledky v potld¢ani tvorby kyseliny
jantdrovej sa dosiahli aj pri pouziti kyseliny cholovej, deoxy-
cholovej a inych detergentov. Biokonverzia prebieha na 80—
86 % a nezreagovany fumaran je naspit recyklovany. Okrem
rodu Brevibacterium je produkcia kyseliny jabl¢nej popisand
aj u druhov Lactobacillus™>*, Corynebacterium25 a Escheri-
chia®. Aviak posledné price v tejto oblasti sa venuju rodu
Brevibacterium, zvySovaniu aktivity fumardzy u tychto kme-
fiov a imobilizacii do vhodnych nosi¢ov>"*®. Konverzia kyse-
liny fumarovej na kyselinu L-jabl¢nu bola popisand aj u nie-
ktorych rodov kvasiniek. Nag]'viac prestudované su kvasink
Saccharomyces cerevisiae®° a kvasinky rodu Candida®"**.
U kvasiniek je tvorba kyseliny jantdrovej u¢inne potld¢ana
pridavkom kyseliny malénovej*. Podobne ako u baktérii aj
u kvasiniek je mozné zvysit aktivitu fumardzy pridavkom
detergentov. Na zvySenie permeability membrdny kvasiniek
S. cerevisiae bol ispesne pouZity dodecylsiran sodny a aktivita
fumardzy imobilizovanych buniek sa zvysila az 60x (cit.*")
oproti povodnej aktivite 0,94 mmol.hod'.g™" imobilizova-
nych buniek?. Zvy3end aktivita fumardzy bola pozorovand aj
u kvasiniek rodu Dipodascus, pricom v priebehu konverzie
fumaranu na jablénan nedochddza k tvorbe kyseliny jantdro-
vej. Aktivita fumardzy intaktnych aj dezintegrovanych buniek
bola 8—10x vyssia v porovnani s kvasinkami S. cerevisiae™.

Okrem konverzie kyseliny fumarovej na kyselinu L-jabl¢-
nu sd zndme mikroorganizmy, ktoré konvertuji priamo kyse-
linu maleinovd na kyselinu L-jabl¢nu (rod Alcaligenes) alebo
na kyselinu D-jablénu (rody Pseudomonas, Ustilago, Arthro-
bacter), pripadne dokazu selektivne utilizovat L-formu z race-
mickej zmesi kyseliny jabl¢nej (Acinetobacter, Serratia, Co-
rynebacterium).

Konverzia kyseliny maleinovej na kyselinu L-jabl¢nt bola
podrobne Studovand u baktérii Alcaligenes sp. T501 (cit.*).
Moldrny vytazok konverzie 20 % roztoku malefnanu vdpena-
tého na jabl¢nan vdpenaty bol 98,4 % a po precisteni bol
moldrny vytazok cistej kyseliny L-jabl¢nej 83,1 %. Zistilo sa,
Ze tdto transformadcia si vyZaduje u mikroorganizmov pritom-
nost dvoch enzymov a to maledtizomerdzy a fumardzy. V pr-
vom stupni je kyselina maleinovd konvertovand na kyselinu
fumarovdu a ta je ndsledne d¢inkom fumardzy trasformovand
na kyselinu L-jablénd. Enzym, ktory by bol schopny katalyzo-
vaf priamu konverziu maledtu na L-jabl¢nan bez tvorby fuma-
ranu ako intermedidtu, nebol ndjdeny. Doteraz bol tento en-
zym (maledthydratdza) detegovany iba u Pseudomonas sp.
a v cicavéich oblickach. Hydrata¢nym produktom bola vS§ak
kyselina D-jabl¢n4.

O priprave kyseliny D-jabl¢nej z kyseliny maleinovej pro-
strednictvom baktérii bolo publikovanych niekolko prac. Ttto
schopnost maju baktérie rodov Brevibacterium, Corynebacte-
rium, Acinetobacter. V roku 1993 bola urobend stidia, v ktorej
boli ndjdené prvy krat aj eukaryotické mikroorganizmy schog-
né konvertovat kyselinu maleinovii na kyselinu D-jabléni”’.
Vysoku aktivitu maledthydratazy vykazovali kmene rodov
Ustilago, Saccharomycopsis a Rhodotorula. Najlepsi z nich,
kmen Ustilago sphaerogena S402, bol schopny konvertovat
roztok malefnanu disodného na 50 %, po pridavku 1 % Tritonu
X-100. Okrem toho sa zistilo, Ze tento kmen dokaze konver-
tovat kyselinu fumarovu na kyselinu L-jabl¢nu, avSak nie je
schopny premienat maleinan na fumaran. Nevyhodou tohto
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sposobu pripravy D-formy kyseliny jabl¢nej nie je len nizky
stupen konverzie ale aj velmi nizka opticka Cistota produktu
a potreba pridavku drahého induktora do kultiva¢ného média.

Schopnost konvertovat malefnan na jabl¢nan s 50-70 %
moldrnym vytazkom majud aj kmene Sg)orosarcina ureae, My-
coplana dimorpha, Vibrio tyrogenes>".

Kyselinu D-jabl¢énd je mozné pripravit aj z racemickej
zmesi kyseliny jabl¢nej a to pomocou mikroorganizmov, ktoré
utilizuju L-formu tejto kyseliny. Do tejto skupiny radime bak-
térie rodov Klebsiella, Acinetobacter, Serratia, Pseudomo-
nas®. Aviak ani touto metédou nedosiahneme uspokojivé
vytazky a Cistotu produktu.

Doteraz najefektivnejsi sposob mikrobidlnej pripravy ky-
seliny D-jabl¢énej konverziou kyseliny maleinovej bol
popisany v roku 1993, ked boli na konverziu pouzité bunky
Arthrobacter sp.*’. Vytazky boli 70-72 % kyseliny D-jabl¢nej
a optickd cistota bola 100 %.

5. Kyselina vinna

Tato dikarboxylova organickd kyselina sa radi do skupiny
dolezitych ldtok s rozsirujicim sa pouzitim najmi v potravi-
narskom a farmaceutickom priemysle. Vyskytuje sa v Styroch
roznych modifikdcidch, ako L-, D-forma, mezo-forma a D,L-
-forma. V prirode sa prirodzene vyskytuje iba L-forma tejto
kyseliny a to najmé v ovoci.

Najviac sa kyselina vinna vyuZiva v potravindrstve, kde
slizi ako acidifikacné ¢inidlo do dzisov, praskovych napojov
a inych potravindrskych produktov (zelatina, cukrovinky, pu-
dingy, ...). V pekdrenstve sa pouZiva vo forme tzv. datem
esterov (diacetyl ester monoglyceridov mastnych kyselin),
ktoré zlepSuju kvalitu muky a tym aj celkovi chuf peciva. Vo
farmaceutickom priemysle su soli kyseliny vinnej dolezitymi
intermedidtmi pri priprave antacid, antibiotik a chirdlnych
zlicenin. Technickd kyselina vinna sa pouziva hlavne vo
fotografickom, metalurgickom a keramickom priemysle.

Prirodnd L-forma kyseliny vinnej sa ziskava izoldciou
z vinneho kameria a kalu ako vedlajsi produkt pri vyrobe vina.
vacsim vindrskym priemyslom (Taliansko, Francizsko, Por-
tugalsko). Z vinneho kamena sa pripravuje vinan vapenaty,
z ktorého sa izoluje kyselina vinna. Nevyhodou tejto zatial
jedinej komer¢nej vyroby kyseliny vinnej je sezonnost zdklad-
ného materidlu, ¢im je mnozstvo vyrobenej kyseliny limitova-
né. Preto bola snaha vyvintf iné ¢i uz chemické alebo mikro-
bidlne sposoby produkcie tejto kyseliny. Jednym z chemic-
kych spdsobov je aj epoxiddcia kyseliny maleinovej resp.
kyseliny fumarovej pricom vznikd kyselina D,L-, resp. mezo-
-vinna. Do reakcie vstupuje peroxid vodika, CaCOj; (alebo
NaOH v zavislosti od pripravovanej soli) a katalyzator, ktorym
si najéastejsie wolframany alebo molybdénany*'. Reakcia
prebieha pri teplote 60-75 °C a pH 4,5-5,5. Vytazok kyseliny
D,L-vinnej je 95-97 %.

Doposial este nie komer¢ne pouzitym sposobom pripravy
kyseliny vinnej je fermentacnd vyroba. V nej maju z mikroor-
ganizmov vyznam iba niektoré druhy baktérii. VSeobecne ich
mdzno rozdelif do Styroch skupin v zdvislosti od formy kyse-
liny vinnej, ktord chceme pripravit (obr. 2).

Jednou z moznosti pripravy kyseliny L-vinnej je fermen-
tacia zo sacharidickych substratov, najcastejsie z glukodzy,
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prostrednictvom baktérii z rodu Acetobacter. V roku 1972 bol
ukdzany pravdepodobny biochemizmus tvorby kyseliny vin-
nej u tychto baktérii. Glukdza je oxidovand na kyselinu 5-keto-
-D-glukonovd, ktord sa premiena dalej na kyselinu 1,2-dihy-
droxyetylhydrogénvinnu*?. Z nej vznik4 kyselina L-vinna. Re-
akcia moze byt urychlend pridavkom katalyzatora — vanadic-
nych soli. Nevyhodou tohto postupu sd vSak malé vytazky
kyseliny vinnej a tvorba vedlajsich produktov (hlavne kyseli-
na glykolovd). V 80. rokoch boli pripravené mutantné
kmene Acetobacter suboxydans, ktoré produkovali dvo-
jndasobné mnozstvo Kyseliny vinnej v porovnani s povodnym
kmenom®.

Klasen a kol. poukdzal vo svojej praci na neschopnost
kmeda Gluconobacter oxydans produkovat kyselinu vinnu**,
Tento kmen oxiduje gluk6zu na kyselinu D-glukénovi a z nej
dalej tvori kyselinu 5-keto-D-glukénovi a kyselinu 2-keto-D-
-glukénovd, ktoré su vylucované do média. Kyselina 2-keto-
-D-glukonovd je dalej konvertovand na kyselinu 2,5-diketo-D-
-glukénovd. Predchddzajice Stidie ukdzali, Ze kyselina 5-
-keto-D-glukénovd je vhodnym prekurzorom pre tvorbu kyse-
liny L(+)-vinnej. Vysledky tejto prace vSak ukdzali, Ze kmen
G. oxydans, hoci produkuje kyselinu 5-keto-D-glukénov, nie
je schopny produkovat samotnu kyselinu L(+)-vinnu.

Dalgie experimenty s kmefiom G. oxydans boli zamerané
na sledovanie vplyvu koncentriacie sorbitolu a kvasni¢ného
extraktu v kultivatnom médiu na produkciu kyseliny vinnej*.
Zistilo sa, Ze pre rast baktérii a produkciu kyseliny vinnej je
optimdlny obsah sorbitolu v médiu 20 g.l’1 a kvasni¢ného
extraktu 2 g.I™".

KedZe ani vysledky kontinudlnej pripravy kyseliny vinnej
zo sacharidickych substratov nepriniesli ocakdvané zlepsenie
vo vytazkoch a navySe dochddzalo k tvorbe vedlajSich pro-
duktov, stal sa tento proces pre priemyselné vyuZzitie ekono-
micky madlo atraktivny.

Atraktivnej$im sposobom pripravy prirodnej, L-formy ky-
seliny vinnej je biokonverzia kyseliny cis-epoxyjantarovej,
resp. jej soli na kyselinu vinnu pomocou niektorych dru-
hov baktérii rodov Rhizobium, Agrobacterium, Acinetobacter
a Nocardia. Biokonverzie prebiehaju v nesterilnych podmien-
kach, pri teplote 10-50 °C, hodnote pH 6-10, v batch-rezime,
semikontinudlne alebo kontinudlne. Velmi dobré vytazky boli
dosiahnuté u kmenov Rhizobium validum, ktoré sa pohybovali
v rozmedzi 80-85 % s Cistotou produktu 98 % (cit.***". Este
lepsie vysledky boli dosiahnuté u kmenov Nocardia tartari-

fermentdcia zo sacharidickych zdrojov

/ (Acetobacter)
L-izomér
\‘ biokonverzia cis-epoxyjantaranu
(Rhizobium, Nocardia)
biokonverzia cis-epoxyjantaranu
(Alcaligenes, Achromobacter)
D-izomér

N

utilizdcia L-formy z racemickej zmesi
(Klebsiella, Trichosporon)

mezo-forma —— fermentdcia z trans-expoxyjantaranu
(Flavobacterium)

Obr. 2. Moznosti mikrobiilnej pripravy izomérov kyseliny vinnej
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cans ATCC 311 90 a ATCC 311 91, kde boli vytazky 95 az
99,5 % (cit.***.). Bunky su po kultivécii separované z kulti-
vacného média, premyté a kontaktované s kvapalnym rozto-
kom cis-epoxyjantaranu sodného (pripadne inej soli). Reak-
¢nd rychlost je ovplyviiovand pridavkom roznych detergentov
(Tween 80, Triton X-100, SDS a pod.), pricom nevznikd
ziadny vedlaj§i produkt*®. Na biokonverziu je mozné pouzit
intaktné, dezintegrované alebo imobilizované bunky, pripad-
ne ¢isty enzym cis-epoxyjantaranhydroldzu. V poslednych
rokoch sa pracuje intenzivne s kmenom N. tartaricans SW
13-57, ktory bol imobilizovany do Zelatiny. Dosiahnuté mo-
larne vytazky boli 92-93 % a po 9-tich opakovanych konver-
zidch nebola pozorovand strata enzymovej aktivityso’s% Bun-
ky N. tartaricans ATCC 311 91 imobilizované do pektatového
gélu vykazovali po 450 ditoch este cca 30 % pdvodnej aktivity
cis-epoxyjantaranhydrolazy>>. Pri pouZiti baktérii z rodov Al-
caligenes a Achromobacter sa vytazky pohybuju v rozmedz{
91-93 % (cit.™).

Priprava kyseliny vinnej konverziou kyseliny cis-epoxy-
jantdrovej bola odskuisanad aj u kmenov Acetobacter a Coryne-
bacterium, ale vyt’aikg/ kyseliny vinnej boli vel'mi nizke a ¢as
konverzie prili§ dlhy*>? 6

Okrem L-izoméru je mozné ucinkom enzymu D-vinan
epoxiddzy pripravit biokonverziou kyseliny cis-epoxyjantdro-
vej aj D-izomér kyseliny vinnej. Tejto reakcie sa zicastiiuju
baktérie z rodov Alcaligenes a Achromobacter. Podmienky
konverzie si podobné ako v pripade L-formy kyseliny vinnej
a vytazky D-izoméru sa pohybuji v rozmedzi 91-93 % (cit.*®).
V 80. rokoch bol popisany sposob pripravy kyseliny D-vinnej
zalozeny na utilizdcii L-formy tejto kyseliny z racemickej
zmesi t¢inkom mikroorganizmov z rodov Klebsiella, Tricho-
sporon, Cryptococcus a Pseudomonas®’. Koncentrécia kyseli-
ny D,L-vinnej v kultivaénom médiu je 30-150 g.I"". Po skon-
Ceni fermentdcie su baktérie odseparované z média a do zmesi
je pridany chlorid vdpenaty, ¢im sa vyzrdza D(-)-vinan vd-
penaty. PouZitim kmena Trichosporon cutaneum sa ziskalo
2 36,4 g.1I"" kyseliny D,L-vinnej 19,3 g kyseliny D-vinnej, pri
kmeni Cryptococcus laurentii sa ziskalo z 72,2 17" kyseliny
D,L-vinnej 45,1 g kyseliny D-vinne;j.

Kyselinu mezo-vinnu je mozné pripravit chemickou syn-
tézou alebo mikrobidlne biotransformdciou kyseliny frans-
-epoxyjantdrovej ucinkom enzymu trans-epoxyjantaranhy-
droldzy, ktorej zvySend aktivita bola ndjdend u baktérif Flavo-
bacterium sp.’ Tieto baktérie dokdzu premienat nizke koncen-
tracie soli kyseliny trans-epoxyjantdrovej (6 g.l’l) namezo-vi-
nan s vytazkom 100 %. Na konverziu sa vSak pouzivaju iba
bezbunkové extrakty enzymu, pretoze pri pouziti intaktnych
buniek bola pozorovand dlhd pociatocnd fiza reakcie. Pre
priemyselnu vyrobu kyseliny mezo-vinnej je v§ak tento spdsob
madlo perspektivny, pretoZe pri vysSich koncentracidach sub-
stratu je reak¢ny ¢as velmi dlhy.

6. Zaver

Chemické sposoby pripravy roznych litok sd postupne
nahrddzané novymi biotechnologickymi postupmi. Maleinan-
hydrid, resp. kyselina maleinovd je perspektivnym zdrojom
pre biotechnologicku pripravu niekolkych organickych kyse-

foriem kyseliny vinnej a jabl¢nej. Oblast pouZitia tychto ky-
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selin a ich derivdtov sa v poslednom case velmi rozsirila.
Kyselina jabl¢nad je uz z Casti vyrdband mikrobidlne a je iba
otdzkou ¢asu kedy bude zavedend mikrobidlna vyroba kyseli-
ny vinnej. Vyhoda biotechnologického sposobu pripravy tych-
to kyselin spoc¢iva v jednostupniovej konverzii substratu na
produkt v nerastovych, Casto nesterilnych podmienkach po-
mocou volnych, permeabilizovanych buniek, pripadne enzy-
mov z nich izolovanych. Tieto jednoduché biotransformacné
reakcie st idedlnym modelom pre imobilizaciu producenta, co
vyrazne zleSuje stabilitu buniek a umoziiuje kontinualizdciu
procesu. VSeobecne biotransformacné reakcie sa pre svoju
jednoduchost, efektivnost stdvaji v stcasnosti predmetom
zvy$eného zdujmu vyskumnej aj vyrobnej sféry.

Tdto prdca bola uskutocnend s prispenim grantu VEGA
evid. ¢. 1-6252/99.

LITERATURA

1. Sawada J., Hanada K., Tamai M., Morimoto S., Omura
S.: DE 2809 036 (1978); Chem. Abstr. 90, 87233 (1979).

2. Murata M., Yokoo Ch., Hanada K.: EP 407 017 (1991);
Chem. Abstr. 115, 92954 (1991).

3. Yamaguchi T., Nogami [.: EP 236 760 (1987); Chem.
Abstr. 108, 110877 (1988).

4. Petritsch K., Korl P.: DE 25 55 699 (1976); Chem. Abstr.
85, 143406 (1976).

5. Sato K., Murayama K., Ida K.: WO 94 17 049 (1994);
Chem. Abstr. 121, 255626 (1994).

6. Payne G. B., Williams P. H.: J. Org. Chem. 24, 54 (1959).

7. Martin W. R., Foster J. W.: J. Bacteriol. 70, 405 (1955).

8. Wilkoff L. J., Martin W. R.: J. Biol. Chem. 238, 843
(1963).

9. Miall L. M.: Organic Acids 2., str. 108. Academic Press,
London 1978.

10. Romano A. H., Bright M. M., Scott W. E.: J. Bacteriol.
93, 600 (1967).

11. FosterJ. W., Waksman S. A.: J. Am. Chem. Soc. 61, 127
(1939).

12. Kenealy W., Zaady E., Du Preez J. C., Stieglitz B.,
Goldberg I.: Appl. Environ. Microbiol. 52, 128 (1986).

13. Kato Y., Yamagishi J., Asano Y.: J. Ferment. Bioeng. 80,
610 (1995).

14. Nakajima-Kambe T., Nozue T., Mukouyama M., Naka-
hara T.: J. Ferm. Bioeng. 84, 165 (1997).

15. Petruccioli M., Angiani E., Federici F.: Process Biochem.
31,463 (1996).

16. Chibata I., Takata I.: Trends Biotechnol. 7, 9 (1983).

17. SamsonR. A.: Biology and Industrial Applications (Ben-
nett J. W., Klich M. A., ed.), str. 355. Buterworth-Heine-
mann, Stoneham 1992.

18. Batat E., Peleg Y., Bercovitz A., Rokem J. S., Goldberg
I.: Biotechnol. Bioeng. 37, 1108 (1991).

19. Goldberg I., Peleg Y., Rokem J. S.: Biotechnology and
Food Ingredients (Goldberg 1., Williams R. A., ed.), str.
349. Van Nostrand Reinhold., New York 1991.

20. Tachibana S., Murakami T.: J. Ferment. Technol. 52,511
(1974).

21. Cambell S. M., Todd J. R., Anderson J. G.: Biotechnol.
Lett. 9, 393 (1987).

22. Yamamoto K.: Eur. J. Appl. Microbiol. 3, 169 (1976).



Chem. Listy 95, 28 — 33 (2001)

23.

24.
25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.
44.

Veryovkin A. N., Yakovleva V. I.: Prikl. Biokhim. Bio-
tekhnol. 26, 19 (1990).

Avsyuk I. V.: Prikl. Biokhim. Mikrobiol. 27, 658 (1991).
Kucerovd H., Spagek B. Cerny J.: Kvas. Prum. 36, 101
(1990).

Veryovkin A.N., ZuevaN. N., Yakovleva V.., Sokolova
E. N.: Prikl. Biokhim. Biotekhnol. 24, 35 (1988).

Wang X., HU Y., Ouyang P.: CN 1 093 752 (1994);
Chem. Abstr. 122, 185544 (1995).

Wu W., Tang W.: CN 1 081 206 (1994); Chem. Abstr.
122,29890 (1995).

Figueiredo Z. M. B., Carvalho L. B.: Appl. Biochem.
Biotechnol. 30, 217 (1991).

Oliveira E. A., Costa A. A. R., Figueiredo Z. M. B.,
Carvalho L. B.: Appl. Biochem. Biotechnol. 47, 65
(1994).

Kalis V. E., Skordelis O. E.: SU 1254004 (1986); Chem.
Abstr. 107, 5722 (1987).

Skordelis O. E., Kalis V. E., Viesture Z. A.: Prikl. Bio-
khim. Mikrobiol. 25, 498 (1989).

Godbole S. S., Kaul R.: Biotechnol. Bioeng. 25, 217
(1983).

Mikova H., Rosenberg M., Kristofikova L., Liptaj T.:
Biotechnol. Lett. 20, 833 (1998).

Kimura T., Kawabata Y., Sato E.: Agric. Biol. Chem. 50,
89 (1986).

Nakayama K., Kobayashi Y.: JP 03 53 888 (1991); Chem.
Abstr. 115,90697 (1991).

Nakajima T., Manzen S., Shigeno T., Nakahara T.: Bio-
sci. Biotech. Biochem. 57, 490 (1993).

Ohnishi N., Niwa Ch., Yokozeki K.: US 582 44 49
(1997); Chem. Abstr. 127, 330444 (1997).

Nakayama K., Miyama M.: JP 02 242 699 (1990); Chem.
Abstr. 114, 80110 (1991).

Yamada H., Asano Y., Sashita R.: JP 05 103 680 (1993);
Chem. Abstr. 119, 47619 (1993).

Oludipe J. O., Koiki K. K., Litvintsev I. U., Sapunov V.
N.: J. Chem. Tech. Biotechnol. 55, 103 (1992).

Kotera U., Kodama T., Minoda Y.: Agr. Biol. Chem. 36,
1315 (1972).

Bhat H. K., Qazi G. N.: Res. Ind. 31, 148 (1986).
Klasen R., Bringer-Meyer S., Sahm H.: Biotechnol. Bio-
eng. 40, 183 (1992).

33

Referaty

45. Mantha D., BashaZ. A., Panda T.: Bioproc. Eng. 19, 285
(1998).

Kamatani Y., Hisayoshi O.: DE 26 19 311 (1976); Chem.
Abstr. 86, 105953 (1977).

Huang T., Qian X.: Gongye Weishengwu 20, 14 (1990);
Chem. Abstr. 115,6912 (1991).

Miura Y., Yutani K., Takesue H.: DE 26 05 921 (1976);
Chem. Abstr. 86, 70103 (1977).

Rosenberg M., Mikovd H., Kristofikovad L.: Lett. Appl.
Microbiol. 29, 221 (1999).

Zheng P., Sun Z.: Gongye Weishengwu 24, 12 (1994);
Chem. Abstr. 122, 29814 (1995).

Sun Z., Zheng P.: Shengwu Gongcheng Xuebao /1, 372
(1995); Chem. Abstr. 124, 287155 (1996).

Sun Z., Zheng P.: Weishengwu Xuebao 36, 109 (1996);
Chem. Abstr. 125, 165755 (1996).

Rosenberg M., Mikovad H., Kristofikova L..: Biotechnol.
Lett. 6, 491 (1999).

Tsurumi Y., Fujioka T., Tsuyuki K., Isshiki T., Miura M.:
DE 26 16 673 (1976); Chem. Abstr. 86, 105949 (1977).
Zhang J., Huang T.: Gongye Weishengwu 20, 7 (1990);
Chem. Abstr. 113, 57368 (1990).

Sato E., Yanai A.: US 3957 579; 1975; Chem. Abstr. 84,
89630 (1976).

Sato H.: EP 0 311 835; 1989; Chem. Abstr. /11, 172503
(1989).

46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.

H. Mikova, M. Rosenberg, and L. Kristofikova (De-
partment of Biochemical Technology, Faculty of Chemical
Technology, Slovak Technical University, Bratislava, Slovak
Republic): Production of Dicarboxylic Acids Important for
Technology

Maleic anhydride is a suitable and easily available sub-
strate for preparation of organic acids for pharmaceutical and
food industries. The paper describes preparation, based on
maleic acid, of tartaric, malic, fumaric and epoxysuccinic
acids by chemical synthesis or microbial transformation. In
biotransformations, pure cultures of microorganisms, immo-
bilized cells, enzyme solutions or immobilized enzymes are
used. Production of tartaric and malic acids can be accom-

plished by typical biotransformations with immobilized cells
in high yields.



