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ENZYMATICKA OXYDACIA KYSELINY ITAKONOVEJ NA KYSELINU
ITAVINNU

JAN ARPAI

Oddelenie mikrobiolégie a biochémie Vyskumného tistavu mraziarenského
v Bratislave

Uvod

Glykolytickym procesom optimalnej, t. j. v prevaznej miere homofermen-
tativnej biosyntézy kyseliny itakénovej sme sa po stranke kvalitativnej
a kvantitativnej, ako aj z hladiska kinetiky enzymatickej premeny uz v pred-
chadzajucich pracach zaoberali [1, 2]. Pri mutadénej selekcii aktivnych kmetiov
producentov kyseliny itakénovej sme viak nasli aj vyrazne heterofermenta-
tivine kmene Aspergillus terreus Thom, ktoré popri kyseline itakénovej vytva-
rali aj iné kyseliny, a to najmé kyselinu oxalov{, citrénovi, fumarova a jan-
tarova [1]. V literatire sa uvadza i vyskyt dalsich &kyselin v metabolizme
kmenov Aspergillus terreus, ako mnapr. produkecia kyseliny fumarovej [3].
Osobitne zaujimava je zprava, Ze u genetickych mutantov ziskanych vplyvom
ultrafialového (UV) Ziarenia sa ako jeden z metabolitov zistila kyselina ita-
vinna [4]. Biosyntetickd tvorba tohto homoléga kyseliny vinnej sa dosial
pozorovala — pokial je ndm zname — vyluéne v tomto jedinom pripade, t. j.
v metabolizme niz$ej huby vystavenej mutacnej davke UV-zZiarenia. Vedie to
k predpokladu, Ze vyskyt tejto kyseliny ako produktu latkovej premeny, resp.
vyskyt enzymu, ktory katalyzuje biosyntézu kyseliny itavinuej, mozno hod-
notit ako $pecificky, resp. traumaticky znak fyziolégie, na zaklade ktorého
mohla by sa u aspergilov produkujicich kyselinu itakénova vykonat bio-
chemickd detekeia zmien dediénych vlastnosti vyvolanych silne pdsobiacimi
faktormi.

Sledovanie a hodnotenie vzajomného vztahu kyseliny itakénovej a kyseliny
itavinnej z hladiska mechanizmu ich enzymatickej premeny, ako aj v ramei
procesov prebiehajucich pri latkovej premene ich mikrébnych producentov
musi vychddzat z chemickej Struktiry tychto latok.

Z porovnania §truktirnych vzorcov I a II je zrejmé, Ze kyselina itavinna
mdze vznikniit oxydaciou kyseliny itakénovej. T4to mo¥nost sa uz na sklonku
minulého storoéia realizovala manganistanovou oxydéciou [5]. O tom, Ze by
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sa bol niekto pokisil o podobni reakciu enzymatickou cestou, nemime
zpravy. Tak isto sme sa nestretli s opisom prislu§ného enzymu, ktorému podla
povahy katalyzovaného chemického procesu by prislichalo oznadenie ,,itakén-
oxydaza“ [6]. Vychadzajic v8ak zo skutodnosti, Ze v niektorych pripadoch
mutanty producentov kyseliny itakénovej biosyntetizuji kyselinu itavinnu,
ako aj z poznatkov o biochemizme metabolizmu producentov, predpokladali
sme existenciu takéhoto enzymu, ktory by bol schopny spdsobit oxydiciu
kyseliny itakénovej na kyselinu itavinnu. Na overenie predpokladu sme vy-
konali pokusné prace.

Experimentalna ¢ast

Materidl a metody

Kyselinu itakdénovy, ktord sme pouZivali ako zdkladni chemikéliu, dodala nam
Lachema, n. p., Brno.

Kyselinu itavinnu sliZiacu ako Standard sme pripravili chemickou oxydaciou [5].
Postupovali sme pri tom tak, Ze sme kyselinu itakénovu zaliali stondsobnym véhovym
mnoZstvom vody. Roztok sme alkalizovali kyslym uhliditanom sodnym. Tekutina sa
v chladnitke ochladila na 0 °C. Potom sme za stédleho mieSania pridavali po kvapkdch
2 9%, roztok manganistanu draselného (1 mél KMnO, na 1 mdl kyseliny itakénovej),
pricom sme dbali, aby teplota poéas oxyddcie nevystipila nad 0°C. Permanganitovy
roztok sa odfarbil, tvoriac manganperoxydhydrat. Po dokonalom usadeni kysliénika
manganicitého sa éiry roztok zlial a zrazenina sa eSte vymyla horticou vodou. Dekanto-
vanu tekutinu sme prefiltrovali, zneutralizovali a zahustili na maly objem. Po okysleni
kyselinou solnou sme filtrat trikrat vytrepali éterom. Oddestilovanim éteru sme ziskali
sirupovita latku, ktord zapachala po kyseline octovej. Preto sme ju zriedili vodou a na
vodnom kupeli za staleho mieSania zahustili. Odparovanie sa opakovalo az do uplného
vypudenia kyseliny octovej. Na sirupovitej ldtke sa vytvorili krystaliky, ktoré sme
identifikovali ako kyselinu Stavelovu [7]. Pre odstrénenie tejto kyseliny sme sirupovitd
latku znovu rozpustili vo vode. Roztok sme zneutralizovali kysliénikom uhliitym za
studena a filtrat znovu zahustili. Pri tom sa na stendch a na dne kadi¢ky usadzovali
biele krystaliky vapenatej soli, zatial o kryStalizaény roztok nadobudal kyslu reakciu.
Z krystalizaéného lihu sa potom po oddeleni vépenatej soli pomocou nadbytoéného
mnozstva ¢épavku a chloridu vipenatého ziskala ta’ko rozpustné zrazenina vépenatej
soli, ktoré podla metodiky mala byt itavinan vapenaty krystalujtci s polovicou molekuly
vody. Orientanym rozborom sme sa presvedé&ili o obsahu vapnika a krystdlovej vody.
KedZe néavazok 1,0015 g stratil pri 180 °C 0,0418 g H,0 a poskytol 0,6428 g CaSO,,
znamend to, Ze sa zistilo 98,987 % véapnika a 98,955 9, vody z teoretického mnoZstva
vy plyvajtuceho z rovnice CgHyO;Ca . ¥, H,0. Z tejto soli sme prislus§nu kyselinu pripravili
tak, Ze sme zrazeninu rozpustili v kyseline solnej, zavarili a po vychladnuti vytrepali
éterom. Po odpareni éteru sme ziskali Zltkastii latku medovitého vzhladu, ktorej bod
topenia (103 °C) sa zhodoval s udajmi literatury o identifikacii kyseliny itavinnej [4].
Prekry§talovanim, ktoré sa robilo po rozpusteni v éteri a po premyti kyselinou solnou,
ziskali sa dlhé ihlice krystalov kyseliny itavinnej.

Kyseolina itak6énové sa vo fermentovanej tekutine stanovila podla metodik obsSir-
ne opisanych v predchadzajucich pracach [1, 2], kym pri stanoveni, resp. izolécii
kyseliny itavinnej v kultivaénej tekutine sa postupovalo tak, Ze sa kultivaénd
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tekutina zahustila vo vakuu aZ na desatinu pévodného objemu. VyzrdZand, resp. vy-
kryStalované latka sa odfiltrovala za studena, potom, sa vykonala éterové extrakeia,
&im sa odstranili zvysky kyseliny itakénovej. Filtrat sa zahustil do sirupovitej konzis-
tencie, nado sa rozpustil v metanole s pridavkom éterického roztoku diazometénu.
Takto pripraveny metylester hladanej kyseliny sme zachytili pomocou frakénej vakuovej
destilacie podla metodiky, t. j. pri 129—134 °C (vo vakuu 2—3 mm Hg) vo forme Zlt-
kastej latky medovitej konzistencie, ktord sa dalej spracovala, resp. identifikovala ob-
dobne ako Standard.

Enzymaticky preparét sme pripravili z mycélia desatdennej povrchovej kultury
UV-svetlom vyselektovaného kmena Aspergillus terreus, v ktorého kultivatnej pode sa
zistili asi 3 % kyseliny itavinnej, poéitané na mnoZstvo skvaseného cukru. Kultivacia
producenta sa robila pri 30 °C na fermentacénej pdéde tohto zloZenia: glukédza 22,0 g,
MgSO0,.7 H,0 0,5 g, KCl 0,05 g, H,;PO, 0,418 g, ZnSO,.7 H,0 0,022 g, 0,5 N-HCl 4 ml,
0,5 N-HNO, 8 ml, NH,NO, 4,0 g, kukuriény vyluh 50 % suSiny 1,0 g a destilovana voda
do 1000 ml. Této pdda sa rozdelila po 500 ml do dvojlitrovych Rouxovych nadob a fraké-
ne sa sterilizovala v prudiacej pare. Po filtraénom oddeleni mycélia od kultivaéného
substratu sa dvakrat premyla ladovou vodou a separovala odstredenim. Z takto upra-
veného mycélia, ktorého su§ina bola 3,8 9%, navaZili sme 3,0 g. Po opdtovnom premyti
ladovou vodou sa mycélium rozmieSalo s 3 ml 0,2 m citratového tlmivého roztoku o pH
4,16. Tato hodnota pH sa po predchadzajtcich orientaénych pokusoch zvolila so zrete-
Tom na to, aby sa pre biosyntézu kyseliny itavinnej zachovala vyhodn4 aktudlna acidita
prostredia poslednej fazy fermentécie, ked dochddza k maximaélnej tvorbe uvedeného
produktu. Do tlmivého roztoku sa primiesalo 1,5 g sterilnej sklenej drviny. Takto ziskand
kaSovité latka sa opét rozrobila so 7 ml citrdtového tlmivého roztoku a po 20 mintitovom
odstredeni pri 1500 ot./min. sa filtrovala. Cira tekutina vykazovala pH 4,2 a pri poku-
soch sluzila ako enzymaticky tginna latka, ktora sa uschovévala v chladnicke.

Oxydaéacia. Priebeh enzymatickej oxyddcie sme sledovali manometricky na Warbur-
govom pristroji. Do hlavného priestoru kaZdej nadobky sme pipetovali 2,0 ml enzyma-
ticky uéinného preparatu. Do absorpéného kaliSka sme dali 0,2 ml 2 n-KOH. Z postran-
ného ramena néadobky sme pridédvali 1,0 ml citratového tlmivého roztoku o pH 4,16,
ktory obsahoval kyselinu itakénovi o koncentracii 0,25 %, 0,50 % a 0,75 %. Kedze
sme pH upravovali pomocou hydroxydu sodného, sktiSand kyselina bola vo forme sodnej
soli. Plynnou fazou bol vzduch. Po dosiahnuti tepelnej rovnovéhy pri 37 °C sme obsah
nadobiek zmieSali a v 10 minutovych intervaloch merali spotrebu O, po dobu 90 minut.
Paralelne sme nasadili kontrolu s enzymatickym preparatom pripravenym z mycélia
iného kmeria Asp. terreus, ktory neprodukoval kyselinu itavinnu, t. j. bol identicky
s enzymatickym prepardtom pouZitym na dismutéciu kyseliny cis-akonitovej [2]. Popri
termobarometri sme sledovali aj slepé pokusy s enzymatickym prepardtom v tlmivom
roztoku bez obsahu kyseliny itakénovej.

Vysledky a vyhodnotenie

Priemerné hodnoty tdajov o priebehu enzymatickej oxydécie, sledovanej
v trikrdt opakovanych manometrickych meraniach, st zostavené do grafu 1.

Po ukondeni oxydacie sa stanovovala v substrate pritomnost kyseliny ita-
vinnej, a to po pouZiti enzymatického extraktu mycélia mutanta, ako aj
fyziologicky nezmeneného kmefia. Pokusné vysledky uvadzame v tab. 1.
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Vyhodnotenim pokusov sa dochddza k tymto podstatnym ziverom:

1. Mycélium UV-mutanta obsahuje endoenzym, ktory katalyzuje biologic-
ki oxydéciu kyseliny itakénovej vzduSnym kyslikom na kyselinu itavinnu.
Takito oxydaéni reakciu sa v8ak nepodarilo vyvolat enzymatickym prepara-
tom, ktory bol obdobnym spésobom pripraveny z mycélia kmetia neproduku-
juceho kyselinu itavinnu. Poukazuje to na urditd $pecifiénost vyskytu sledo-
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Graf 1. Priebeh enzymatickej oxydécie kyseliny itakénovej na kyselinu itavinnu sledo-
vanej na zdklade manometrického merania spotreby kyslika.
x — doba v minntach, ¥y — logaritmus hodnoty celkového mnoZstva O, v ul. Priamka

a — substrat s obsahom 0,25 %, kyseliny itakénovej, priamka b — ako priamka a pri
koncentracii 0,50 %, priamka ¢ — ako priamka a, resp. b pri koncentracii 0,75 %, .

Tabulka 1
I I III v v VI
2,5 218 36 <2 85 - 0
5,0 488 45 <5 97 0
7,5 681 28 <3 89 0

I — podiatotné mnozstvo kyseliny itakénovej v mg
IT — spotreba kyslika v ul pri pouZiti enzymatického substritu z mycélia UV-mutanta
III — ako v stipeci IT pri pouZiti enzymatického substratu z nemutovaného kmena
IV — dychanie enzymov v &istom tlmivom roztoku v ul
V — percentudlny podiel dismutacie kyseliny itakénovej na kyselinu itavinnu pri
pouZiti enzymu ako v stlpei IT ,
VI — ako v stlpe1 V pri pouZiti enzymatického substrétu ako v stlpei III
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vaného enzymu, z ktorej sa dé usidit na cestu biosyntetickej tvorby kyseliny
itavinnej oxydativne pokraéujicej cez intermedidrnu kyselinu itakénovi.

2. Kinetické pomery sledovaného oxydadéného enzymu zodpovedaji cha-
rakteristickym znakom enzymatického systému akonitazy, ktorou dochidza
k biosyntéze kyseliny izocitrénovej a kyseliny citrénovej [8], uplatiiujicim
sa pri tvorbe kyseliny itakénovej [2]. Pri rovnakej pociatodnej rychlosti sledo-
vanych enzymatickych reakeii, za ktorych v rozpéti sledovanych koncentracii
za priblizne rovnaky ¢as sa substraty rovnakym podielom oxydovali, mal ich
priebeh taky plynuly, t. j. na semilogaritmickej ststave linedrny spad, Ze
moZno pravom predpokladat jednostuptiové posobenie enzymu. To vSak ne-
znamend vylidenie intermedidrneho vzniku nestabilného hydroperoxydu
a Gdinku peroxydazy, resp. katalazy, ktoré vidy zasahuji do aerébneho meta-
bolizmu mikrébov. Tak isto v danom pripade ich posobenim je vysvetlitelnd
hydroxylacia uhlikov dvojitej vazby [9].

3. Jednou zo zvla$tnosti reakénych podmienok sledovaného enzymatického
preparatu, resp. nim vyvolanej oxydaénej reakcie je poziadavka vodi aktudl-
nej acidite, ktord je v tomto pripade podstatne niz§ia (okolo pH 4) ako u en-
zymov akonitdzového systému (okolo pH 6). Aj ked treba pripustit, Ze opti-
malne pH zavisi nielen od kvalitativnych vlastnosti samého enzymu, ale aj
od donatora vodika, moZno tuto zvla$tnu reakéni podmienku hodnotit ako
znak, ktorym sa sledovany enzym systematicky rozlisuje od obligatnych
enzymov trikarboxylového cyklu ziéastnenych na biosyntéze kyseliny itaké-
novej, ktord mé pre itakénoxydazu metastatickd funkeiu.

Diskusia

Pri stadiu literatiry pravych oxydaénych enzymov mikroorganizmov
[10—14] moZno zistit, Ze o tychto biokatalyzatoroch — nepoéitajic k nim
peroxydazy — je nepomerne menej poznatkov u plesni nez u kvasiniek alebo
baktérii. Prekvapuje to tym viac, Ze prave plesne sa vyznaduji oxydativnymi
kvasnymi schopnostami, z ktorych mrohé maji velky technicky vyznam. Za
najlepsie prebadanu plesiiovi oxyddzu bude mozno povazovat enzym gluké-
nového kvasenia, tzv. glukézoxydizu [12, 13]. Ak porovnivame vlastnosti,
resp. funkeciu enzymu, o ktorom tu referujeme, s charakteristikami glukézoxy-
dazy, dochddzame k nazoru, Ze ,itakénoxydaza‘ by mala byt na rozdiel od
glukézoxydazy pravym oxydadnym enzymom (t. j. neakceptujicim metylé-
novi modri ako donator vodika), ktory nejavi vlastnosti aerodehydraz (cit-
livost na azid sodny a $pecificka inhibicia kyselinou kyanovodikovou). Oproti
tomu uz z funkecie vyplyva, Ze zhodne s glukézoxydazou aj itakénoxydaza je
flavinovym enzymom, uéinkujacim bez udasti tazkého kovu, ktory tvori
hydroperoxyd, dokazatelny (sirovodikom) po selektivnej otrave katalazy
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vzdy pritomnej v mycéliu. Na tomto mieste treba poznamenat, Ze vietky
diskutované vlastnosti sa mali pokusne sledovat, lebo len takto by bolo
mozné meritérne systemizovat novy enzym. Tato praca vSak nezapadala do
nasgho vyskumu, ktorym sme v ramei §tidia genetickych zmien mikroorganiz-
mov pod vplyvom silne pdsobiacich faktorov uréovali nové biochemické kva-
lity metabolizmu.

Ocakavame vSak, Ze vzhladom na prakticky vyznam, ktory najnovsie na-
dobtdaji niektoré oxydaéné enzymy plesni, najmé glukézoxydaza, pri sna-
hach o stabilizaciu Zivoéisnych produktov, napr. u zmrazenych a lyofilizova-
nych potravinach, prikroé¢i sa aj k biochemickému vyskumu itakénoxydazy.
O stabilizaénom mechanizme zdanlivo protireéivého Géinku oxydaz je zname
len tolko, Ze popri inhibicii mikroorganizmov prostrednictvom hydroperoxy-
du a moznosti oxydadnej destrukcie niektorej rastovej latky potrebnej pre
mikréby je moZny aj priamy tdéinok na prostetickd zlozku proteolytickych
a lypolytickych enzymov.

Dakujem prof. dr. ins. F. Valentinovi za usmernenie v chemickej Sasti prdce.

Stithrn

Z mycélia mutanta Aspergillus terreus Thom selektovaného UV-Ziarenim sa
ziskal enzymaticky substrat, ktory pri pH~4 katalyzoval takmer kvantitativ-
nu oxydéciu kyseliny itakénovej na kyselinu itavinnu. Vyberovost vyskytu
tohto dosial neopisaného enzymu, ktorému by prislichalo oznadenie ,,itakén-
oxyddza‘‘, hodnoti sa z hladiska biochemicky stanovovatelného kritéria pre
genetické zmeny vyvolané na mikrébnych producentoch kyseliny itakénove;j.

V praci st uvedené aj niektoré porovnania funkeii a vlastnosti oxydadénych
enzymov so zretelom na itakénoxydézu.

9H3UMATUUYECKOE OKUCJIEHUE UTAKOHOBON KHUCJIOTHI
HA KUCJIOTY UTABMHHVYIO

fIH APIIAI1

Orgenenne MUKpoOuosiorun n Ouoxmumuu VcciieqoBaTebCKOTO HHCTATYTA
3aMopasKUBaHNA B Bparucaase

BuiBognt

3 munenus Y{@-oGnydeHueM ceileKTEBHpPOBaHHOro MyTaHTA Aspergillus terreus Thom
6w1a1 mosryueH cy6eTpar, KoTophlit npn pH~~4 KaTanusupoBas MOYTH IOJIHOCTHIO KOJIUYECTBEH-
HOe OKHCJIeHHE HTAaKOHOBOIN KMCJIOTHI HA KHCJIOTY HTaBUHHYIO. YCJIOBHE CYN[ECTBOBAHHMA
3TOTO {0 CHX IIOp HEONMHCAHHOrO 9H3HMMAa, KOTOPOMY ObI MpHHAIesKasI0 Ha3BaHUC »ATAKOH-
OKCHa3a«, OIIEHMBAECTCA C TOYKM 3PeHMA OMOXMMHMUECKM OMNpENeNAeMBIX KDPHTEPHHd IIs
reHeTHYECKUX M3MEHEeHUI, BHI3LIBAeMbIX HA MMKPOOHEIX NPOIYLEHTAX UTAKOHOBOH KHUCIIOTEL.

B paGote npuBeieHL TakxKe HEKOTOpbIe CpaBHEHMA (QYHKIMI I CBOHCTB OKMCTHTENLHbBX
9H3WMOB II0 OTHOLIEHMIO K MTAaKOHOKCHMIA3e.

TToctynuno B pegakouio 14. 4. 1958 r.
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ENZYMATISCHE OXYDATION DER ITACONSAURE ZU ITAWEIN-
SAURE

JAN ARPAI

Abteilung fiir Mikrobiologie und Biochemie des Forschungsinstituts fir Gefriertechnik
in Bratislava

Zusammenfassung

Aus dem Myzel eines durch Ultraviolettbestrahlung selektierten Mutanten von Asper-
gillus terreus Thom wurde ein enzymatisch wirksames Substrat gewonnen, welches bei
einem pH-Wert von ~4 die Féhigkeit besitzt, die Umwandlung der Itaconsdure in
Itaweinsédure in fast quantitativer Ausbeute zu katalysieren. Die spezifische Produktion
des angefiihrten enzymatischen Wirkstoffs, welcher bis jetzt nach Wissen des Autors
noch nicht beschrieben wurde und welchem man die Bezeichnung ,,Itaconoxydase’’
geben koénnte, weist den Charakter eines biochemischen Merkmals auf, auf Grund dessen
die genetische Mutation mikrobieller Produzenten der Itaconsdure festgestellt werden
kann.

In dieser Arbeit werden auch einige Funktionen und Eigenschaften ver, Oxydations-
fermenten in Bezug auf die Itaconoxydase behandelt.

In die Redaktion eingelangt den 14. 4. 1958
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