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1. ⁄vod

MaleÌnanhydrid a kyselina maleÌnov· s˙ polyfunkËnÈ che-
mik·lie, ktorÈ s˙ svojim komerËn˝m vyuûitÌm v centre pozor-
nosti uû mnoho rokov. Doposiaæ s˙ dÙleûit˝mi surovinami
najm‰ v nepotravin·rskych segmentoch priemyslu a to vo
v˝robe alkydov˝ch a polyesterov˝ch ûivÌc, povrchov˝ch n·-
terov, prÌsad do mazÌv, zm‰kËovadiel, kopolymÈrov a rozliË-
n˝ch poænohospod·rskych chemik·liÌ. S rozvojom biotech-
nolÛgiÌ sa zvyöuje snaha vyuûÌvaù netradiËnÈ, æahko dostupnÈ
suroviny na biosyntÈzu potravin·rsky a farmaceuticky v˝-
znamn˝ch l·tok. V poslednom obdobÌ sa uvaûuje o anhydride
kyseliny maleÌnovej ako o dobrom ötartovacom materi·li pre
chemick˙ a biotechnologick˙ prÌpravu viacer˝ch organick˝ch
kyselÌn s rozöiruj˙cim sa uplatnenÌm najm‰ v potravin·rskom
a farmaceutickom priemysle. S˙ËasnÈ moûnosti vyuûitia ma-
leÌnanhydridu na syntÈzu, resp. biosyntÈzu t˝chto l·tok s˙
schematicky zn·zornenÈ na obr. 1. NiektorÈ kyseliny je moûnÈ
pripraviù mikrobi·lne priamo z kyseliny maleÌnovej (kyselina
D-jablËn·, kyselina L-jablËn·, kyselina fumarov·), inÈ sa daj˙
pripraviù zatiaæ len kombin·ciou chemickej a mikrobi·lnej
syntÈzy (vöetky izomÈry kyseliny vÌnnej), prÌpadne iba che-
mickou syntÈzou (kyselina cis- a trans-epoxyjant·rov·). Ne-
ust·le vöak silnie snaha nahr·dzaù chemickÈ postupy mikro-
bi·lnymi ferment·ciami.

2. Kyselina epoxyjant·rov·

T·to kyselina bola doposiaæ veæmi m·lo pouûÌvanou suro-
vinou v priemyseln˝ch odvetviach. V 80. a 90. rokoch bola

popÌsan· prÌprava rÙznych deriv·tov tejto kyseliny a ich vy-
uûitie vo farmaceutickom priemysle. V˝hodou t˝chto zl˙ËenÌn
je ich extrÈmne nÌzka toxicita. V roku 1983 bolo synteti-
zovan˝ch niekoæk˝ch deriv·tov kyseliny trans-epoxyjant·-
rovej, ktorÈ sa uk·zali byù dobr˝mi inhibÌtormi tiolprote·zovej
aktivity1. Priazniv˝ ˙Ëinok bol potvrden˝ aj pri lieËbe svalo-
v˝ch chorÙb2. Kyselina trans-epoxyjant·rov· sa æahko trans-
formuje na kyselinu β-hydroxy-L-aspar·gov˙, ktor· m· vyni-
kaj˙ce antibakteri·lne ˙Ëinky a pouûÌva sa na prÌpravu β-lak-
t·mov˝ch antibiotÌk3.

Kyselina epoxyjant·rov· sa vyskytuje v dvoch konfigu-
r·ci·ch, a to ako cis- a trans-forma. Obidve je moûnÈ pripraviù
z maleÌnanhydridu, resp. kyseliny maleÌnovej. Kyselina cis-
-epoxyjant·rov· sa pripravuje zatiaæ iba chemickou syntÈzou
ñ oxid·ciou kyseliny maleÌnovej za prÌtomnosti katalyz·tora.
Ako katalyz·tor boli spoËiatku pouûÌvanÈ rozpustnÈ soli pa-
l·dia alebo van·du. Oxiduj˙cim Ëinidlom bol kyslÌk, meÔnatÈ
soli, kyselina dusiËn·, prÌpadne dusiËnany alkalick˝ch kovov.
Takouto oxid·ciou sa v minulosti pripravovala kyselina D,L-
-vÌnna, priËom ako medziprodukt vznikala kyselina cis-epo-
xyjant·rov·. Vhodnou ˙pravou reakËn˝ch podmienok je vöak
moûnÈ zÌskaù veæmi Ëist˙ kyselinu cis-epoxyjant·rov˙4. Ma-
leÌnanhydrid sa zmieöa v destilovanej vode s CaCO3, peroxi-
dom vodÌka a katalyz·torom ñ wolfr·manom, resp. molybdÈ-
nanom sodn˝m. MaleÌnan v·penat˝ n·sledne konvertuje na
cis-epoxyjantaran v·penat˝ pri teplote 60ñ70 ∞C a hodnote pH
4ñ6 v priebehu 4 hodÌn. V˝ùaûok reakcie je 96 %. Takto
pripraven˝ cis-epoxyjantaran sa Ôalej pouûÌva na v˝robu kyse-
liny vÌnnej. NeskÙr bol popÌsan˝ postup prÌpravy vysoko-
Ëist˝ch solÌ kyseliny cis-epoxyjant·rovej z maleÌnanhydridu,
keÔ epoxid·cia prebiehala vo vodno-alkoholickom roztoku
(30ñ90 % vodn˝ roztok alkoholu ñ metanolu, etanolu, propa-
nolu a pod.)5.

Kyselina cis-epoxyjant·rov· sa pripravuje iba chemickou
syntÈzou, doteraz nie je zn·my mikroorganizmus, ktor˝ by
dok·zal syntetizovaù t˙to kyselinu, prÌp. jej soli.

Kyselinu trans-epoxyjant·rov˙ je moûnÈ pripraviù dvoma
spÙsobmi, buÔ epoxid·ciou kyseliny fumarovej (D,L-forma)
alebo mikrobi·lnou cestou (L-forma). Priebeh epoxid·cie je
podobn˝ ako pri prÌprave cis-formy tejto kyseliny, z·sadn˝
rozdiel je iba v mnoûstve pridanÈho katalyz·tora. Na dosiah-
nutie 80ñ86 % konverzie je potrebn· 5-n·sobne vyööia kon-
centr·cia wolfr·manu, resp. molybdÈnanu6. Teplota je udrûia-
van· v rozmedzÌ 65ñ75 ∞C.

Mikrobi·lne sa kyselina trans-epoxyjant·rov· pripravuje
z glukÛzy alebo etanolu pomocou vl·knit˝ch h˙b Paecilomy-
ces varioti, Penicillium vineferum, Aspergillus fumigatus7.
ät˙di· mechanizmu biosyntÈzy uk·zali, ûe kyselina trans-
-epoxyjant·rov· je syntetizovan· z dvojuhlÌkat˝ch zl˙ËenÌn
cez cyklus glyox·lovej kyseliny a uhlÌkov· kostra fumaranu
je transformovan· na trans-epoxyjantaran. Epoxidov˝ kyslÌk
trans-epoxyjantaranu sodnÈho poch·dza priamo z moleku-
lovÈho kyslÌka8. FermentaËnou prÌpravou kyseliny trans-L-
-epoxyjant·rovej sa zaoberala aj japonsk· pracovn· skupina
Yamaguchi a kol. V pr·ci boli pouûitÈ novÈ kmene vl·knit˝ch
h˙b Aspergillus clavatus, A. fumigatus, Neosartorya fischeri,
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Paecilomyces elegans, Talaromyces wortamannii a Bysso-
chlamys nivea9.

Obe formy kyseliny trans-epoxyjant·rovej (D,L- aj L-for-
ma) je v s˙Ëasnosti moûnÈ pouûiù na chemick˙ alebo mikro-
bi·lnu prÌpravu kyseliny mezo-vÌnnej.

3. Kyselina fumarov·

Kyselina fumarov· je prirodzenou l·tkou, prÌtomnou v mno-
h˝ch mikroorganizmoch, rastlin·ch i ûivoËÌchoch. Je pome-
novan· podæa rodu Fumaria. Spolu s kyselinou jablËnou je
s˙Ëasùou Krebsovho cyklu a cyklu kyseliny glyox·lovej. Po-
uûÌva sa v potravin·rstve ako prÌsada do pr·ökov˝ch n·po-
jov˝ch zmesÌ, do ûelatÌnov˝ch dezertov, pudingov a n·plnÌ do
kol·Ëov. V m‰sovom priemysle sa prid·va do konzervovanÈ-
ho m‰sa a do hydinov˝ch produktov na ur˝chlenie stabiliz·cie
farby. V nepotravin·rskych odvetviach sa pouûÌva kyselina
fumarov· pri v˝robe polyesterov˝ch ûivÌc, n·terov na n·bytok
a r˝chloschn˙cich farieb. Okrem toho je v˝chodiskov˝m ma-
teri·lom pre priemyseln˙ produkciu kyseliny L-jablËnej a ky-
seliny L-aspar·govej. KomerËne sa kyselina fumarov· pripra-
vuje chemicky-katalytickou izomeriz·ciou kyseliny maleÌ-
novej od roku 1932. Mikrobi·lne mÙûe byù produkovan·
z glukÛzy pouûitÌm vl·knit˝ch h˙b z rodu Rhizopus. Za po-
tenci·lnych producentov moûno povaûovaù hlavne dva druhy
Rhizopus arrhizus a R. nigrigans. Mikrobi·lne bola kyselina
fumarov· vyr·ban· v 40. rokoch firmou Pfizer (4000 ton/rok),
ale ekonomicky v˝hodnejöia chemick· syntÈza postupne do-
n˙tila t˙to firmu zastaviù fermentaËn˙ v˝robu10. Okrem sacha-

ridick˝ch substr·tov pre priamu konverziu na fumaran s˙
v literat˙re zmienky o moûnom vyuûitÌ odpadov˝ch sulfito-
v˝ch v˝luhov11, resp. etanolu12. V roku 1986 vyölo doposiaæ
najucelenejöie vysvetlenie biochemizmu syntÈzy kyseliny fu-
marovej12.

Kyselina  fumarov·  mÙûe byù  pripravovan·  z kyseliny
maleÌnovej nielen chemicky ale aj mikrobi·lne prostrednÌc-
tvom baktÈriÌ rodov Arthrobacter, Pseudomonas a Alcalige-
nes. Z kmeÚa Arthrobacter sp. TPU 5446 bola izolovan·
a charakterizovan· male·t cis-trans-izomer·za. Tento enz˝m
bol veæmi nestabiln˝ a pri jeho purifik·cii doölo k vysokej
strate aktivity13.

V roku 1997 bol uskutoËnen˝ screening baktÈriÌ utilizuj˙-
cich kyselinu maleÌnov˙ zo 600 pÙdnych vzoriek odobrat˝ch
na rÙznych miestach Japonska14. 20 z nich bolo schopn˝ch
premieÚaù kyselinu maleÌnov˙ na inÈ organickÈ kyseliny. 4 z nich
mali zv˝öen˙ aktivitu male·t cis-trans-izomer·zy, teda enz˝-
mu, ktor˝ katalyzuje izomeriz·ciu maleÌnanu na fumaran.
Najvyööiu aktivitu vykazoval kmeÚ Pseudomonas alcaligenes
XD-1, u ktorÈho bol mol·rny v˝ùaûok kyseliny fumarovej
pribliûne 70 % po öiestich hodin·ch inkub·cie. Na druhej
strane, za tento Ëas vzniklo asi 18,4 % kyseliny L-jablËnej ako
vedæajöieho produktu. Koncentr·cia kyseliny maleÌnovej musÌ
byù vöak niûöia  ako 100 g.lñ1, pri vyööÌch koncentr·ci·ch
doch·dza k inhibÌcii produkcie kyseliny fumarovej. Autori
uv·dzaj˙, ûe produktivita kyseliny fumarovej bola aû 27◊
vyööia v porovnanÌ s v˝sledkami produkcie kyseliny fumaro-
vej ferment·ciou s vl·knit˝mi hubami rodu Rhizopus15. V˝-
skumy v tejto oblasti st·le pokraËuj˙ a v bud˙cnosti mÙûe byù
tento spÙsob prÌpravy kyseliny fumarovej veæmi atraktÌvnym.

Obr. 1. Moûnosti prÌpravy kyseliny epoxyjant·rovej, fumarovej, vÌnnej a jablËnej z anhydridu kyseliny maleÌnovej
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4. Kyselina jablËn·

Kyselina jablËn· je dikarboxylov· kyselina vyskytuj˙ca sa
v troch modifik·ci·ch ñ D(+)-, L(ñ)-formy s˙ opticky aktÌvne
a D,L-forma je opticky inaktÌvna. V prÌrode sa nach·dza iba
L-forma a to hlavne v jablk·ch, melÛnoch, Ëereöniach, grape-
fruitoch, slivk·ch, brokolici, mrkve a v ÔalöÌch druhoch ovocia
a zeleniny. Kyselina jablËn· (D,L-forma) sa pouûÌva v potravi-
n·rskom priemysle ako okysæovadlo nealko-n·pojov a prÌrod-
n˝ch ötiav. Na dosiahnutie poûadovanej kyslosti sa prid·va aj
do rÙznych potravÌn ako napr. kandizovanÈ ovocie, ûelatÌna,
jogurty, pudingy a öal·tovÈ n·levy. Vo farm·cii sa pouûÌva do
prostriedkov proti kaölu a na lieËbu hyperanÈmie. Kyselina
jablËn· sa prid·va aj do umel˝ch sladidiel, ËÌm sa potl·Ëa ich
hork· chuù. V kozmetike sa mieöa spolu s AHA-kyselinami do
krÈmov na vyhladzovanie vr·sok a tieû sa pouûÌva vo v˝robe
ùaûk˝ch sladk˝ch parfÈmov. V nepotravin·rskych odvetviach
sa  pouûÌva kyselina  jablËn· pri v˝robe  zm‰kËovadiel; jej
chelataËnÈ vlastnosti sa vyuûÌvaj˙ pri odstraÚovanÌ hrdze a ne-
ûiad˙cich kovov˝ch iÛnov.

Kyselina jablËn· sa pripravuje chemickou syntÈzou (race-
mick· zmes) alebo mikrobi·lnou cestou (buÔ D- alebo L-forma
v  z·vislosti od pouûitÈho  mikroorganizmu).  Chemicky sa
kyselina jablËn· syntetizuje hydrat·ciou kyseliny maleÌnovej
alebo fumarovej za vysokÈho tlaku a teploty. Cena kyseliny
D,L-jablËnej je porovnateæn· s cenou kyseliny citrÛnovej. Preto
novÈ technolÛgie poËÌtaj˙ s moûnosùou pouûÌvania kyseliny
D,L-jablËnej ako n·hrady kyseliny citrÛnovej v n·pojov a po-
travin·ch. Na druhej strane, rast˙ci trend pouûÌvania prÌrod-
n˝ch potravin·rskych zloûiek by mohol zv˝öiù dopyt po prÌ-
rodnej L-forme kyseliny jablËnej, pripravovanej biotechno-
logick˝mi postupmi. Kyselinu jablËn˙  je  moûnÈ  pripraviù
fermentaËne alebo biokonverziou kyseliny fumarovej16.

FermentaËn˝m spÙsobom je moûnÈ pripraviù kyselinu L-
-jablËn˙ zo sacharidick˝ch substr·tov (glukÛza, sacharÛza
a pod.) hlavne pomocou vl·knit˝ch h˙b rodov Aspergillus
(Aspergillus flavus, A. oryzae a A. parasiticus)17. S kmeÚom
A. flavus boli dosiahnutÈ v˝ùaûky okolo 50 % (z teor. v˝ùaûku).
V roku 1991 Batat a kol. uskutoËnili doplÚuj˙cu optimaliz·ciu
niektor˝ch zloûiek fermentaËnÈho mÈdia a podarilo sa im
zv˝öiù produktivitu z 0,3 g.lñ1.hodñ1 na 0,59 g.lñ1.hodñ1 a aj
v˝ùaûok na 60 % (cit.18). Ako autori porovn·vaj˙ z 1 mol
glukÛzy vznik· teoreticky 268 g kyseliny L-jablËnej, priËom
kyseliny citrÛnovej iba 192 g (cit.19). Okrem sacharidick˝ch
substr·tov bola popÌsan· u vl·knit˝ch h˙b aj tvorba kyseliny
L-jablËnej ferment·ciou etanolu (Schizophyllum commune)20,
n-parafÌnov, acet·t (Paecilomyces varioti)21. Nev˝hodou po-
stupov prÌpravy kyseliny jablËnej je vöak dlh˝ Ëas ferment·cie,
vznik vedæajöÌch produktov (napr. polyolov), ktorÈ sùaûuj˙
samotn˙ izol·ciu produktu. Okrem toho je zn·me, ûe skupina
vl·knit˝ch h˙b Aspergillus flavus je zn·ma tvorbou mykoto-
xÌnov.

Podstatne v˝hodnejöÌm spÙsobom prÌpravy tejto kyseliny
je konverziou kyseliny fumarovej.

SvedËÌ o tom aj fakt, ûe v s˙Ëasnosti sa 13 % s celkovej
svetovej produkcie kyseliny jablËnej pripravuje enz˝movou
konverziou kyseliny fumarovej prostrednÌctvom baktÈriÌ Bre-
vibacterium flavum imobilizovan˝ch do κ-karagÈnanu16. Jed-
nou z nev˝hod tejto konverzie je tvorba vedæajöieho produktu
ñ kyseliny jant·rovej. T˙ je vöak moûnÈ ˙speöne zastaviù
inkubovanÌm buniek pred imobiliz·ciou v roztoku fumaranu

s prÌdavkom ûlËovÈho extraktu22. T˝m dÙjde nielen k inhibÌcii
jantarandehydrogen·zy ale aj k niekoækon·sobnÈmu zv˝öeniu
aktivity fumar·zy. DobrÈ v˝sledky v potl·ËanÌ tvorby kyseliny
jant·rovej sa dosiahli aj pri pouûitÌ kyseliny cholovej, deoxy-
cholovej a in˝ch detergentov. Biokonverzia prebieha na 80ñ
86 % a nezreagovan˝ fumaran je nasp‰ù recyklovan˝. Okrem
rodu Brevibacterium je produkcia kyseliny jablËnej popÌsan·
aj u druhov Lactobacillus23,24, Corynebacterium25 a Escheri-
chia26. Avöak poslednÈ pr·ce v tejto oblasti sa venuj˙ rodu
Brevibacterium, zvyöovaniu aktivity fumar·zy u t˝chto kme-
Úov a imobiliz·cii do vhodn˝ch nosiËov27,28. Konverzia kyse-
liny fumarovej na kyselinu L-jablËn˙ bola popÌsan· aj u nie-
ktor˝ch rodov kvasiniek. Najviac preötudovanÈ s˙ kvasinky
Saccharomyces cerevisiae29,30 a kvasinky rodu Candida21,22.
U kvasiniek je tvorba kyseliny jant·rovej ˙Ëinne potl·Ëan·
prÌdavkom kyseliny malÛnovej33. Podobne ako u baktÈriÌ aj
u kvasiniek je moûnÈ zv˝öiù aktivitu fumar·zy prÌdavkom
detergentov. Na zv˝öenie permeability membr·ny kvasiniek
S. cerevisiae bol ˙speöne pouûit˝ dodecylsÌran sodn˝ a aktivita
fumar·zy imobilizovan˝ch buniek sa zv˝öila aû 60◊ (cit.30)
oproti pÙvodnej aktivite 0,94 mmol.hodñ1.gñ1 imobilizova-
n˝ch buniek29. Zv˝öen· aktivita fumar·zy bola pozorovan· aj
u kvasiniek rodu Dipodascus, priËom v priebehu konverzie
fumaranu na jablËnan nedoch·dza k tvorbe kyseliny jant·ro-
vej. Aktivita fumar·zy intaktn˝ch aj dezintegrovan˝ch buniek
bola 8ñ10◊ vyööia v porovnanÌ s kvasinkami S. cerevisiae34.

Okrem konverzie kyseliny fumarovej na kyselinu L-jablË-
n˙ s˙ zn·me mikroorganizmy, ktorÈ konvertuj˙ priamo kyse-
linu maleÌnov˙ na kyselinu L-jablËn˙ (rod Alcaligenes) alebo
na kyselinu D-jablËn˙ (rody Pseudomonas, Ustilago, Arthro-
bacter), prÌpadne dok·ûu selektÌvne utilizovaù L-formu z race-
mickej zmesi kyseliny jablËnej (Acinetobacter, Serratia, Co-
rynebacterium).

Konverzia kyseliny maleÌnovej na kyselinu L-jablËn˙ bola
podrobne ötudovan· u baktÈriÌ Alcaligenes sp. T501 (cit.35).
Mol·rny v˝ùaûok konverzie 20 % roztoku maleÌnanu v·pena-
tÈho na jablËnan v·penat˝ bol 98,4 % a po preËistenÌ bol
mol·rny v˝ùaûok Ëistej kyseliny L-jablËnej 83,1 %. Zistilo sa,
ûe t·to transform·cia si vyûaduje u mikroorganizmov prÌtom-
nosù dvoch enz˝mov a to male·tizomer·zy a fumar·zy. V pr-
vom stupni je kyselina maleÌnov· konvertovan· na kyselinu
fumarov˙ a t· je n·sledne ˙Ëinkom fumar·zy trasformovan·
na kyselinu L-jablËn˙. Enz˝m, ktor˝ by bol schopn˝ katalyzo-
vaù priamu konverziu male·tu na L-jablËnan bez tvorby fuma-
ranu ako intermedi·tu, nebol n·jden˝. Doteraz bol tento en-
z˝m (male·thydrat·za) detegovan˝ iba u Pseudomonas sp.
a v cicavËÌch obliËk·ch36. HydrataËn˝m produktom bola vöak
kyselina D-jablËn·.

O prÌprave kyseliny D-jablËnej z kyseliny maleÌnovej pro-
strednÌctvom baktÈriÌ bolo publikovan˝ch niekoæko pr·c. T˙to
schopnosù maj˙ baktÈrie rodov Brevibacterium, Corynebacte-
rium, Acinetobacter. V roku 1993 bola uroben· öt˙dia, v ktorej
boli n·jdenÈ prv˝ kr·t aj eukaryotickÈ mikroorganizmy schop-
nÈ konvertovaù kyselinu maleÌnov˙ na kyselinu D-jablËn˙37.
Vysok˙ aktivitu male·thydrat·zy vykazovali kmene rodov
Ustilago, Saccharomycopsis a Rhodotorula. NajlepöÌ z nich,
kmeÚ Ustilago sphaerogena S402, bol schopn˝ konvertovaù
roztok maleÌnanu disodnÈho na 50 %, po prÌdavku 1 % Tritonu
X-100. Okrem toho sa zistilo, ûe tento kmeÚ dok·ûe konver-
tovaù kyselinu fumarov˙ na kyselinu L-jablËn˙, avöak nie je
schopn˝ premieÚaù maleÌnan na fumaran. Nev˝hodou tohto
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spÙsobu prÌpravy D-formy kyseliny jablËnej nie je len nÌzky
stupeÚ konverzie ale aj veæmi nÌzka optick· Ëistota produktu
a potreba prÌdavku drahÈho induktora do kultivaËnÈho mÈdia.

Schopnosù konvertovaù maleÌnan na jablËnan s 50ñ70 %
mol·rnym v˝ùaûkom maj˙ aj kmene Sporosarcina ureae, My-
coplana dimorpha, Vibrio tyrogenes38.

Kyselinu D-jablËn˙ je moûnÈ pripraviù aj z racemickej
zmesi kyseliny jablËnej a to pomocou mikroorganizmov, ktorÈ
utilizuj˙ L-formu tejto kyseliny. Do tejto skupiny radÌme bak-
tÈrie rodov Klebsiella, Acinetobacter, Serratia, Pseudomo-
nas39. Avöak ani touto metÛdou nedosiahneme uspokojivÈ
v˝ùaûky a Ëistotu produktu.

Doteraz najefektÌvnejöÌ spÙsob mikrobi·lnej prÌpravy ky-
seliny D-jablËnej konverziou kyseliny maleÌnovej bol
popÌsan˝ v roku 1993, keÔ boli na konverziu pouûitÈ bunky
Arthrobacter sp.40. V˝ùaûky boli 70ñ72 % kyseliny D-jablËnej
a optick· Ëistota bola 100 %.

5. Kyselina vÌnna

T·to dikarboxylov· organick· kyselina sa radÌ do skupiny
dÙleûit˝ch l·tok s rozöiruj˙cim sa pouûitÌm najm‰ v potravi-
n·rskom a farmaceutickom priemysle. Vyskytuje sa v ötyroch
rÙznych modifik·ci·ch, ako L-, D-forma, mezo-forma a D,L-
-forma. V prÌrode sa prirodzene vyskytuje iba L-forma tejto
kyseliny a to najm‰ v ovocÌ.

Najviac sa kyselina vÌnna vyuûÌva v potravin·rstve, kde
sl˙ûi ako acidifikaËnÈ Ëinidlo do dû˙sov, pr·ökov˝ch n·pojov
a in˝ch potravin·rskych produktov (ûelatÌna, cukrovinky, pu-
dingy, Ö). V pek·renstve sa pouûÌva vo forme tzv. datem
esterov (diacetyl ester monoglyceridov mastn˝ch kyselÌn),
ktorÈ zlepöuj˙ kvalitu m˙ky a t˝m aj celkov˙ chuù peËiva. Vo
farmaceutickom priemysle s˙ soli kyseliny vÌnnej dÙleûit˝mi
intermedi·tmi pri prÌprave antacÌd, antibiotÌk a chir·lnych
zl˙ËenÌn. Technick· kyselina vÌnna sa pouûÌva hlavne vo
fotografickom, metalurgickom a keramickom priemysle.

PrÌrodn· L-forma kyseliny vÌnnej  sa zÌskava izol·ciou
z vÌnneho kameÚa a kalu ako vedæajöÌ produkt pri v˝robe vÌna.
Preto aj najv‰ËöÌ v˝robcovia sa nach·dzaj˙ v krajin·ch s naj-
v‰ËöÌm vin·rskym priemyslom (Taliansko, Franc˙zsko, Por-
tugalsko). Z vÌnneho kameÚa sa pripravuje vÌnan v·penat˝,
z ktorÈho sa izoluje kyselina vÌnna. Nev˝hodou tejto zatiaæ
jedinej komerËnej v˝roby kyseliny vÌnnej je sezÛnnosù z·klad-
nÈho materi·lu, ËÌm je mnoûstvo vyrobenej kyseliny limitova-
nÈ. Preto bola snaha vyvin˙ù inÈ Ëi uû chemickÈ alebo mikro-
bi·lne spÙsoby produkcie tejto kyseliny. Jedn˝m z chemic-
k˝ch spÙsobov je aj epoxid·cia kyseliny maleÌnovej resp.
kyseliny fumarovej priËom vznik· kyselina D,L-, resp. mezo-
-vÌnna. Do reakcie vstupuje peroxid vodÌka, CaCO3 (alebo
NaOH v z·vislosti od pripravovanej soli) a katalyz·tor, ktor˝m
s˙ najËastejöie wolfr·many alebo molybdÈnany41. Reakcia
prebieha pri teplote 60ñ75 ∞C a pH 4,5ñ5,5. V˝ùaûok kyseliny
D,L-vÌnnej je 95ñ97 %.

Doposiaæ eöte nie komerËne pouûit˝m spÙsobom prÌpravy
kyseliny vÌnnej je fermentaËn· v˝roba. V nej maj˙ z mikroor-
ganizmov v˝znam iba niektorÈ druhy baktÈriÌ. Vöeobecne ich
mÙûno rozdeliù do ötyroch skupÌn v z·vislosti od formy kyse-
liny vÌnnej, ktor˙ chceme pripraviù (obr. 2).

Jednou z moûnostÌ prÌpravy kyseliny L-vÌnnej je fermen-
t·cia zo sacharidick˝ch substr·tov, najËastejöie z glukÛzy,

prostrednÌctvom baktÈriÌ z rodu Acetobacter. V roku 1972 bol
uk·zan˝ pravdepodobn˝ biochemizmus tvorby kyseliny vÌn-
nej u t˝chto baktÈriÌ. GlukÛza je oxidovan· na kyselinu 5-keto-
-D-glukÛnov˙, ktor· sa premieÚa Ôalej na kyselinu 1,2-dihy-
droxyetylhydrogÈnvÌnnu42. Z nej vznik· kyselina L-vÌnna. Re-
akcia mÙûe byù ur˝chlen· prÌdavkom katalyz·tora ñ vanadiË-
n˝ch solÌ. Nev˝hodou tohto postupu s˙ vöak malÈ v˝ùaûky
kyseliny vÌnnej a tvorba vedæajöÌch produktov (hlavne kyseli-
na glykolov·). V 80. rokoch boli pripravenÈ mutantnÈ
kmene Acetobacter suboxydans,   ktorÈ produkovali dvo-
jn·sobnÈ mnoûstvo kyseliny vÌnnej v porovnanÌ s pÙvodn˝m
kmeÚom43.

Klasen a kol. pouk·zal vo svojej pr·ci na neschopnosù
kmeÚa Gluconobacter oxydans produkovaù kyselinu vÌnnu44.
Tento kmeÚ oxiduje glukÛzu na kyselinu D-glukÛnov˙ a z nej
Ôalej tvorÌ kyselinu 5-keto-D-glukÛnov˙ a kyselinu 2-keto-D-
-glukÛnov˙, ktorÈ s˙ vyluËovanÈ do mÈdia. Kyselina 2-keto-
-D-glukÛnov· je Ôalej konvertovan· na kyselinu 2,5-diketo-D-
-glukÛnov˙. Predch·dzaj˙ce öt˙die uk·zali, ûe kyselina 5-
-keto-D-glukÛnov· je vhodn˝m prekurzorom pre tvorbu kyse-
liny L(+)-vÌnnej. V˝sledky tejto pr·ce vöak uk·zali, ûe kmeÚ
G. oxydans, hoci produkuje kyselinu 5-keto-D-glukÛnov˙, nie
je schopn˝ produkovaù samotn˙ kyselinu L(+)-vÌnnu.

œalöie experimenty s kmeÚom G. oxydans boli zameranÈ
na sledovanie vplyvu koncentr·cie sorbitolu a kvasniËnÈho
extraktu v kultivaËnom mÈdiu na produkciu kyseliny vÌnnej45.
Zistilo sa, ûe pre rast baktÈriÌ a produkciu kyseliny vÌnnej je
optim·lny obsah sorbitolu v mÈdiu 20 g.lñ1 a kvasniËnÈho
extraktu 2 g.lñ1.

KeÔûe ani v˝sledky kontinu·lnej prÌpravy kyseliny vÌnnej
zo sacharidick˝ch substr·tov nepriniesli oËak·vanÈ zlepöenie
vo v˝ùaûkoch a navyöe doch·dzalo k tvorbe vedæajöÌch pro-
duktov, stal sa tento proces pre priemyselnÈ vyuûitie ekono-
micky m·lo atraktÌvny.

AtraktÌvnejöÌm spÙsobom prÌpravy prÌrodnej, L-formy ky-
seliny vÌnnej je biokonverzia kyseliny cis-epoxyjant·rovej,
resp. jej solÌ na kyselinu vÌnnu pomocou niektor˝ch dru-
hov baktÈriÌ rodov Rhizobium, Agrobacterium, Acinetobacter
a Nocardia. Biokonverzie prebiehaj˙ v nesteriln˝ch podmien-
kach, pri teplote 10ñ50 ∞C, hodnote pH 6ñ10, v batch-reûime,
semikontinu·lne alebo kontinu·lne. Veæmi dobrÈ v˝ùaûky boli
dosiahnutÈ u kmeÚov Rhizobium validum, ktorÈ sa pohybovali
v rozmedzÌ 80ñ85 % s Ëistotou produktu 98 % (cit.46,47). Eöte
lepöie v˝sledky boli dosiahnutÈ u kmeÚov Nocardia tartari-

ferment·cia zo sacharidick˝ch zdrojov
(Acetobacter)

L-izomÈr

biokonverzia cis-epoxyjantaranu
(Rhizobium, Nocardia)

biokonverzia cis-epoxyjantaranu
(Alcaligenes, Achromobacter)

D-izomÈr

utiliz·cia L-formy z racemickej zmesi
(Klebsiella, Trichosporon)

mezo-forma ferment·cia z trans-expoxyjantaranu
(Flavobacterium)

Obr. 2. Moûnosti mikrobi·lnej prÌpravy izomÈrov kyseliny vÌnnej
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cans ATCC 311 90 a ATCC 311 91, kde boli v˝ùaûky 95 aû
99,5 % (cit.48,49.). Bunky s˙ po kultiv·cii separovanÈ z kulti-
vaËnÈho mÈdia, premytÈ a kontaktovanÈ s kvapaln˝m rozto-
kom cis-epoxyjantaranu sodnÈho (prÌpadne inej soli). Reak-
Ën· r˝chlosù je ovplyvÚovan· prÌdavkom rÙznych detergentov
(Tween 80, Triton X-100, SDS a pod.), priËom nevznik·
ûiadny vedæajöÌ produkt48. Na biokonverziu je moûnÈ pouûiù
intaktnÈ, dezintegrovanÈ alebo imobilizovanÈ bunky, prÌpad-
ne Ëist˝ enz˝m cis-epoxyjantaranhydrol·zu. V posledn˝ch
rokoch sa pracuje intenzÌvne s kmeÚom N. tartaricans SW
13-57, ktor˝ bol imobilizovan˝ do ûelatÌny. DosiahnutÈ mo-
l·rne v˝ùaûky boli 92ñ93 % a po 9-tich opakovan˝ch konver-
zi·ch nebola pozorovan· strata enz˝movej aktivity50ñ52. Bun-
ky N. tartaricans ATCC 311 91 imobilizovanÈ do pekt·tovÈho
gÈlu vykazovali po 450 dÚoch eöte cca 30 % pÙvodnej aktivity
cis-epoxyjantaranhydrol·zy53. Pri pouûitÌ baktÈriÌ z rodov Al-
caligenes a Achromobacter sa v˝ùaûky pohybuj˙ v rozmedzÌ
91ñ93 % (cit.54).

PrÌprava kyseliny vÌnnej konverziou kyseliny cis-epoxy-
jant·rovej bola odsk˙öan· aj u kmeÚov Acetobacter a Coryne-
bacterium, ale v˝ùaûky kyseliny vÌnnej boli veæmi nÌzke a Ëas
konverzie prÌliö dlh˝55,56.

Okrem L-izomÈru je moûnÈ ˙Ëinkom enz˝mu D-vÌnan
epoxid·zy pripraviù biokonverziou kyseliny cis-epoxyjant·ro-
vej aj D-izomÈr kyseliny vÌnnej. Tejto reakcie sa z˙ËastÚuj˙
baktÈrie z rodov Alcaligenes a Achromobacter. Podmienky
konverzie s˙ podobnÈ ako v prÌpade L-formy kyseliny vÌnnej
a v˝ùaûky D-izomÈru sa pohybuj˙ v rozmedzÌ 91ñ93 % (cit.56).
V 80. rokoch bol popÌsan˝ spÙsob prÌpravy kyseliny D-vÌnnej
zaloûen˝ na utiliz·cii L-formy tejto kyseliny z racemickej
zmesi ˙Ëinkom mikroorganizmov z rodov Klebsiella, Tricho-
sporon, Cryptococcus a Pseudomonas57. Koncentr·cia kyseli-
ny D,L-vÌnnej v kultivaËnom mÈdiu je 30ñ150 g.lñ1. Po skon-
ËenÌ ferment·cie s˙ baktÈrie odseparovanÈ z mÈdia a do zmesi
je pridan˝ chlorid v·penat˝, ËÌm sa vyzr·ûa D(ñ)-vÌnan v·-
penat˝. PouûitÌm kmeÚa Trichosporon cutaneum sa zÌskalo
z 36,4 g.lñ1 kyseliny D,L-vÌnnej 19,3 g kyseliny D-vÌnnej, pri
kmeni Cryptococcus laurentii sa zÌskalo z 72,2 g.lñ1 kyseliny
D,L-vÌnnej 45,1 g kyseliny D-vÌnnej.

Kyselinu mezo-vÌnnu je moûnÈ pripraviù chemickou syn-
tÈzou alebo mikrobi·lne biotransform·ciou kyseliny trans-
-epoxyjant·rovej ˙Ëinkom enz˝mu trans-epoxyjantaranhy-
drol·zy, ktorej zv˝öen· aktivita bola n·jden· u baktÈriÌ Flavo-
bacterium sp.7 Tieto baktÈrie dok·ûu premieÚaù nÌzke koncen-
tr·cie solÌ kyseliny trans-epoxyjant·rovej (6 g.lñ1) na mezo-vÌ-
nan s v˝ùaûkom 100 %. Na konverziu sa vöak pouûÌvaj˙ iba
bezbunkovÈ extrakty enz˝mu, pretoûe pri pouûitÌ intaktn˝ch
buniek bola pozorovan· dlh· poËiatoËn· f·za reakcie. Pre
priemyseln˙ v˝robu kyseliny mezo-vÌnnej je vöak tento spÙsob
m·lo perspektÌvny, pretoûe pri vyööÌch koncentr·ci·ch sub-
str·tu je reakËn˝ Ëas veæmi dlh˝.

6. Z·ver

ChemickÈ spÙsoby prÌpravy rÙznych l·tok s˙ postupne
nahr·dzanÈ nov˝mi biotechnologick˝mi postupmi. MaleÌnan-
hydrid, resp. kyselina maleÌnov· je perspektÌvnym zdrojom
pre biotechnologick˙ prÌpravu niekoæk˝ch organick˝ch kyse-
lÌn, z nich vöak najv‰ËöÌ v˝znam m· prÌprava prÌrodn˝ch
foriem kyseliny vÌnnej a jablËnej. Oblasù pouûitia t˝chto ky-

selÌn a ich deriv·tov sa v poslednom Ëase veæmi rozöÌrila.
Kyselina jablËn· je uû z Ëasti vyr·ban· mikrobi·lne a je iba
ot·zkou Ëasu kedy bude zaveden· mikrobi·lna v˝roba kyseli-
ny vÌnnej. V˝hoda biotechnologickÈho spÙsobu prÌpravy t˝ch-
to kyselÌn spoËÌva v jednostupÚovej konverzii substr·tu na
produkt v nerastov˝ch, Ëasto nesteriln˝ch podmienkach po-
mocou voæn˝ch, permeabilizovan˝ch buniek, prÌpadne enz˝-
mov z nich izolovan˝ch. Tieto jednoduchÈ biotransformaËnÈ
reakcie s˙ ide·lnym modelom pre imobiliz·ciu producenta, Ëo
v˝razne zleöuje stabilitu buniek a umoûÚuje kontinualiz·ciu
procesu. Vöeobecne biotransformaËnÈ reakcie sa pre svoju
jednoduchosù, efektÌvnosù st·vaj˙ v s˙Ëasnosti predmetom
zv˝öenÈho z·ujmu v˝skumnej aj v˝robnej sfÈry.

T·to pr·ca bola uskutoËnen· s prispenÌm grantu VEGA
evid. Ë. 1-6252/99.
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H. Mikov·, M. Rosenberg, and º. KriötofÌkov· (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.
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