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STUDIUM KINETIKY BIOSYNTEZY KYSELINY ITAKONOVEJ

J. ARPAIL F. VALENTIN

Vyskumny ustav potravindrskeho priemyslu, oddelenie mikrobioldgie
a biochémie v Bratislave

Uvod a prohlematika

Poznime dve nenasytené alifatické dikarbdénové kyseliny, ktoré sa vo vas-
Som mnozZstve biosyntetizuju ako finalny produkt skvasovania glycidov. Je
to kyselina itakénova (I) &iZze metylénjantarova a kyselina fumarova dize
trans-etyléndikarbénova (II), ktoré si porovnavané na obr. 1.

CHp==C — COOH HOOC — CH
I
CHp—CO0H CH—COO0H
(i) (z)

Obr. 1.

Najmé prva z nich, t. j. kyselina itakénova ma velky prakticky vyznam,
kedZe poskytuje cennd surovinu pri vyrobe syntetickych Zivic na baze ne-
nasytenych polyesterov, pri ktorych vyrobe nahradzuje maleinanhydrid.

Tvorbu kyseliny itakénovej pri skvasovani cukrov prvykrat spozoroval
Kinoshita [1], a to pri sledovani novoizolovaného zeleného kametia z rodu
Aspergillus, ktory oznadil ako A4sp. itaconicus. NeskorSie Calam, Oxford
a Raistrick [2] naSli hnedy kmen Asp. terreus Thom, ktory mal vysokd
produkciu kyseliny itakénovej. V stéasnosti st k dispozicii mnohé produkéné
kmene, ktoré bud za povrchovej, alebo za submerznej fermenticie davaju az
vySe 50 9, vytazky kyseliny itakénovej, poéitané na spotrebu cukornatej
zlozky média.

V zahraniéi st uZz v prevadzke priemyselné velkovyroby kvasnej kyseliny
itakénovej. Najvicsia, t. j. Pfizer v Brooklyne (USA) pouziva melasovd pédu
[3]. U nas pracovali na problémoch fermenticie Voprsal [4], Mergl [5]
a najméd Jurmannova [6], kym na selekciu aktivnych producentov kyseliny
itakénovej sa zameral Arpai[7, 8, 9]. Dnes vyraba kvasné oddelenie Lachemy,
n. p., Brno kyselinu itakénovii vo $tvrtprevadzkovom a poloprevadzkovom
rozsahu, priéom ako surovinu pouZiva kukuriény cukor podla Jurmannovej
a Arpaia [10].

Kym v otazkach technoldgie kvasného priemyslu, ktora sa v podstate opiera
o technoldgiu fermentaénej vyroby antibiotik, dosiahli sa pozoruhodné pokro-
ky, resp. uspechy, mechanizmus tvorby kyseliny itakénovej je dosial len ne-
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dostatoéne objasneny. Sam objavitel kyseliny itakénovej Kinoshita [11]
vysvetloval cestu biosyntézy takto:

) .5

glukéza — kyselina glukénova — kyselina citrénova kyselina
kyselina cis-akonitova | itakénova

K tejto hypotéze sa dopracoval na zaklade pokusov, pri ktorych do kvas-
ného média pridaval ako neutralizdtor uhliditan vipenaty, éim sa mu podarilo
z prekvaseného substratu ziskat kyselinu glukénova a citrénovd vo forme ich
vapenatych soli. Na zdiklade toho vyslovil ndzor, Ze pri kvaseni vznikd pri-
mérne kyselina citrénova (III), z ktorej prostrednictvom kyseliny cis-akonito-
vej (IV) sa az sekunddrne tvori kyselina itakénové (I) (pozri vzorce na obr. 2).

CH,~COOH ~ CH-COOH CHy
, ~Hy0 -co, |
HO-C—COO0H ——= C—COOH ———= C-COOH
CH~COOH  CH,=COOH CHyp~COOH
(m) @) (1)
Obr. 2.

V substratoch, ktoré sa skvasovali bez pridavku uhli¢itanu vépenatého, nedal
sa dokazat vznik kyseliny glukénovej a citrénovej. Kinetiku premeny kyseliny
citrénovej na kyselinu itakénovi v kyslom prostredi pokladal Kinoshita za
taku istG ako pri tvorbe kyseliny citrénovej z cukru.

Prvi, ktori zapochybovali o spravnosti uvedenej hypotézy, boli Calam,
Oxford a Raistrick [2]. Experimentalne zistili, ¢ pomocou mycélia huby
Asp. terreus mozno kyselinu citrénovd a jablénii previest na kyselinu itaké-
novi. Tymito premenami vSak dosiahli len maly zlomok toho mmnozstva
kyseliny itakénovej, ktoré produkovala kontrolnd fermentacia z glukézy. Aj
Foster [12] sa pri $tddiu biosyntézy kyseliny itakénovej zapodieval idlohou
kyseliny citrénovej a jablénej. Navrhuje tito schému vzniku kyseliny itaké-
novej z glukdzy:

(alkoholické kvasenie) ) _
glukéza - kyselina pyrohroznovs —_—

—

(vstupuje do Krebsovho ¢yk1‘1)_> kyselina citrénova _kyselina
} itakénova

kyselina cis-akonitova

Podla Fostera musi enzymaticky aparat plesne mat schopnost premienat
kyselinu citrénovi vedla kyseliny cis-akonitovej na kyselinu itakénovi.
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Walker [13] uz nepokladd za nevyhnutné, aby biosyntéza kyseliny itaké-
novej prebiehala cez kyselinu citrénovid, ba ani kyselinu cis-akonitovi ne-
uvadza ako intermedidrny produkt. Postup od kyseliny pyrohroznovej (V)
si vysvetluje aldolizdciou na 4-oxo-2-hydroxy-2,4-dikarboxylbutan (VI),
z ktorého oxydativnou dekarboxylaciou méze vzniknit priamo findlna kyse-
lina itakénova (I), pripadne dehydraticiou vznikd eSte kyselina metyletylén-
dikarbénova (VII) ako prekurzor finalneho produktu. Walkerov postup zna-
zorfiuje obr. 3. Aj Yuill [14] sa pridrziava posledne uvedenej schémy.

i
C-CO0H
w256 CH-COOH
CHy ()
CHy-C0-COOH l o
—— = HO-C-COOH
CHy—~CO~-CO0H C[H €0-CooH
( F} 27 = 2 ® \(\0
(z) 2 ‘: CH>
20 I
C-COOH
|
CH>~COOH
Obr. 3. (1)

Bernhauer a spolupracovnici [15] postupovali sice odliSnym spbsobom,
aviak tak isto dospeli k nizoru, Ze kyselina itakénova nevznikéd z kyseliny
citrénovej, ale z kyseliny cis-akonitovej, ktora sa podla Bernhauerovej teérie
tvori syntézou na zaklade dehydrogenizacie kyseliny jantarovej (VIII) a kyse-
liny octovej (IX), pokradujic zo vzniknutej kyseliny trikarbalylovej (X) dal3ou
dehydrogeniziciou na kyselinu cis-akonitova (IV). Z kyseliny akonitovej ako
intermediarneho produktu potom podla toho, & dochidza k dekarboxyldcii
alebo k dehydratécii, produkuje sa v prvom pripade kyselina itakénova (I),

kym v druhom pripade kyselina citrénova (III). Bernhauerova schéma je
uvedena na obr. 4.
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CH>-COOH

Obr. 4. #



672 J. Arpai, F. Valentin

Najnovéie prace na objasnenie mechanizmu biosyntézy kyseliny itakénove;j
vykonal Bentley [16, 17]. Pomocou izotopov jednoznalne dokizal, Ze tvorba
kyseliny itakénovej je spiata s trikarboxylovym cyklom. Poukdzal na niekolko
novych zliéenin, pripadne derivatov kyseliny ketoglutarovej, o ktorych moz-
no predpokladat, Ze maji funkeiu medziproduktov biosyntézy. St to kyselina
y-metylén-a-ketoglutarova, kyselina y-metylénglutamové a y-metyléngluta-
min. Naznaduje sice pravdepodobné prekurzory v podobe kyseliny 4-oxo-1-
-butén-1,2,4-trikarboxylovej, ktord by mohla vznikndt zo svojho 2-hydroxy-
derivatu, pripadne v podobe 4-fosfitovej soli uvedenej kyseliny, ale nezosta-
vuje nijaky obrazec o tom, ako zaradit tieto intermedidrne zliéeniny. Bentley
nerieSi ani vyznam kyseliny citrénovej pri biosyntéze kyseliny itakénovej,
i ked sa experimentalne zapodieva dekarboxyldciou kyseliny cis-akonitovej,
8 ktorou dosahuje takmer kvantitativne dismutécie.

KedzZe sme na ziklade priamej koreSpondencie s R. Bentleyom dospeli
k presvedéeniu, Ze uvedend problematika nie je eSte dorieSend a Ze najmi
z hladiska kinetiky enzymatickych reakcii nebola sledovand, pokladali sme
Stidium biosyntézy kyseliny itakénovej za aktudlne, najmi preto, Ze jeho
vysledky mdézu mat uplatnenie aj v praxi.

Experimentalna ¢ast
Materiil a metédy

Enzymaticky preparét

Z mycélia sedemdesiathodinovej kulttry Asp. terreus sa pripravil enzymaticky uéinny
preparat. PouZil sa produkény kmen, ktory pod oznasenim K2 opisal a pri selekénych
priacach vyskasal Arpai [18]. Kultivécia sa uskutoéiiovala v 500 ml bankach so 100 ml
kvasného substrétu, na rotaénej trepalke, za fermentaénych podmienok spresnenych
v predchadzajicich précach [8, 9, resp. 18]. Pévodny kultivaény substrat, ktory v tomto
Stadiu fermentdcie obsahoval 11,4 mg &iZe 29 9, kyseliny itakénovej, poéitané na pre-
kvaseny cukor, bol od mycélia filtrane oddeleny. Potom sa mycéliova litka dvakrat
premyla ladovou vodou a separovala odstredenim. Z takto upraveného mycélia, ktorého
sufina bola 3,2 %, sme navéZili 3,0 g. Po opdtovnom premyti ladovou vodou sa mycé-
lium rozmieSalo s 3 ml 0.2 M fosfatového tlmivého roztoku o pH 6,5, do ktorého sa
primieSalo 1,5 g sterilnej sklenej drviny. Takto ziskana kaSovit4 latka sa opét rozrobila
so 7 ml fosfatového timivého roztoku a po 20 mintitovom odstredeni pri 1500 obritkach
sa filtrovala. Cira tekutina vykazovala pH 6,5 a pri pokusoch slt¥ila ako enzymaticky
udinn4 latka, ktord sa uschovévala v Tadniéke.

Dekarboxyldcia

Priebeh cnzymatickej dekarboxyldcie sme sledovali manometricky na Warburgovom
apardte pri teplote 37 °C. Ako vychodiskova latku sme pouZili kyselinu cis-akonitovi
p. a. a kyselinu citrénovi p. a. Do hlavného priestoru kaZdej nadobky sme dali 1,5 ml
enzymaticky téinného substratu. Z postranného ramena nddobky sme pridévali 1,5 ml
fosfatového tlmivého roztoku o pH 5,6, ktory pri prvej modifikécii obsahoval kyselinu
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cis-akonitovii v koncentracidéch 0,25 %, 0,60 % a 0,75 %, kym pri druhej modifikdcii
kyselinu citrénova o molérne ekvivalentnych koncentréciach 0,27 %, 0,54 % a 0,81 %.
Kyseliny sme aplikovali vo forme ich sodnych soli, t. j. pH ich roztokov sme upravili
pomocou hydroxydu sodného. Priebeh dekarboxyldcie sme sledovali priebehom 120
minut.

Analytika

Kyseliny sa stanovovali podla Bucha [19], pripadne Halliwella [20] na zaklade
metodickych pokynov M. Mergla [5], t. j. obdobne ako v predchadzajucich précach,
kde st aj obSirnejSie opisané [8, 9]. Hodnoty pH sa stanovovali elektrénkovym pH-
metrom.

Kinetika enzymatickych premien

Teoretické podklady pre vypoéty udinnosti, resp. reakénej rychlosti fermentov sa
prevzali od Friedrich-Freksa a Martiusa [21] za pouZitia hodnét rovnovaZnecho
stavu kyseliny citrénovej, cis-akonitovej a izo-citrénovej podla Martiusa a Leon-
harda [22].

Vysledky a ich vyhodnotenie

Priemerné hodnoty udajov o priebehu dekarboxylatnych reakeii manometricky
sledovanych v troch opakovaniach si zostavené do grafu 1. Z vyhodnotenych pokusov
vyplyvaju tieto podstatné zivery:
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Graf 1. Priebeh produkcie CO, pri dekarboxylécii kyseliny cis-akonitovej a kyseliny
citrénovej enzymatickym preparatom z mycélia Aspergillus terreus.

z = doba v mimitach, y = celkové mnozstvo CO, v ul, krivka I = substrét s obsahom

0,75 % kyseliny cis-akonitovej, 2 = ako krivka I pri koncentrécii 0,50 %, 3 = ako

krivka I a 2 pri konecentrécii 0,25 %, 4 = substrdat s obsahom kyseliny citrénovej pri
vSetkych sledovanych koncentrédciach (0,81 %, 0,54 %, 0,27 %).

1. Dekarboxylécia, pripadne analyticky zachytend tvorba kyseliny itakénovej prebicha
pri kyseline cis-akonitovej rychlejSie, a to aZ Stvornasobne, neZ pri enzymatickej premene
kyseliny citrénove].
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2. Priebeh, najmé pociatoénd rychlost sledovanych enzymatickych reakeii nie je
v podmienenosti od koncentrécie substratu. Plati to aspon v rozpéti sledovanych koncen-
tracii, pri ktorych substraty za priblizne rovnaky &as rovnakym podielom dismutovali.
Z toho vyplyva, Ze enzymy st pri reakeii so substrdtom prakticky nasytené a Ze za
podmienok pokusu st rychlosti premien podmienené kvalitou a kvantitou enzymov.
Rozdiely reakénej rychlosti zodpovedaju predpokladu, #e pri premene kyseliny cis-
akonitovej na kyselinu itakénova pésobi jeden ferment, a to jednostupriove, kym pre-
mena kyseliny citrénovej si vyZaduje predstavu o dvoch fermentoch, ktoré katalyzuju
vo dvoch stuptioch, priom prvy stupeti zodpoved4 Géinnosti systému akonitézy, riadia-
cej premenu kyseliny citrénovej na kyselinu akonitovii a kyselinu zo-citrénov.

Na zéklade rovnic o priebehu reakeii akonitazy sa rvchlosti premeny javia takto:

dc .
5 ky\Es — ILEC
dl ,
7 == ’.":,EA e /."I{J,[,
priéomn
C = koncentracia kyseliny citrénovej,
I = koncentrécia kyseliny ¢zo-citrénovej, resp. koncentrdcia kyseliny itakénovej
(It), podIa toho, na aky smer rovnicu aplikujeme,
t == Cas,

E 4 == koncentricia ¢asti enzymu obsadenej kyselinou akonitovou; obdobné plati
pre Eg vo vztahu ku kyseline citrénovej a pre Eyvo vztahu ku kyseline 7zo-
citrénovej, pripadne ku kyseline itakénovej (Eyg),

k, az k, = rychlostné kon§tanty.

Tretia rovnica pre kyselinu akonitovu, ktorej koncentricia je A4, nie je potrebné, kedze
stéet sledovanych kyselin, resp. produktov premien sa rovné jednej, ak sa koncentracie
kyselin vyjadruji v ekvivalentnych moldrnych pomeroch, pri¢om sa neprihliada na ne-
patrné mnozZstvé viazané na enzymy.

Pre rieSenie uvedenych diferencidlnych rovnic musi byt dané zévislost, ktord je medzi

relativnym podielom koncentricie enzymu a substratu. Ak sa volny enzym oznaéuje E,

2 ¥

podla zdkona uéinnosti masy plati:

E E B
— =Kg; A = Ka; I —-— = Kj,
CEC - Ea A I I

kde K@, K4 a Ky st disociadné konStanty zlicenin prisluného substritu a enzymu, ktoré
byvaju oznadované ako Michaelisove konStanty. KedZe Warburg [23] zistil, Ze latky
zanikajiee a vznikajice st takmer vidy rovnako silne bielkovinovou zlozkou enzymu
viazané, méZeme predpokladat, Ze

Kc = KA = Kj,

dize E je dasove konStantné. Z toho vyplyva, Ze relativne podiely sledovanych kyselin
budd umerné koncentrécii enzymatickej litky. Ak vychodiskové rovnice prepiSeme do
tvaru

% =a,d—cy, C
&l =alA—iaI,

dt
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priéom napr. a, = I %, znamend ¢, kons$tantu pre reakeciu: kyselina akonitovd —
A

kyselina citrénovd. Obdobne platia aj symboly a; (akonitova -»> dzo-citrénova), cg (citré-

nové - akonitovd), ¢, (izo-citrénové - akonitov4), pripadne a;; (akonitova — itakénové).
Po rieSeni rovnic dosadzovanim zjednodusenych tidajov rovnovaznych hodnét korelé-

cie kyselin zapojenych na akonitdzovy systém, ktoré sa daju vyjadrit hodnotami Michae-

lisovych konStént v pribliznom pomere K, : K1 : Kg= 0,12 : 0,15 : 1, moZno kinetiku

enzymatickych premien systému akonitdzy schematicky znéazornit takto:

N
Ec “ E1
s 1c -
kde
¢; = 2 (zékladna hodnota) g =2 + 2 (x + 1)
o = 2% ag=z+ 2(x + 1)
cg = (z + 1)
ae =2 (x + 1)
Alebo
g = ¢ + 1 ta = ¢ + @
ac = i ++ 2 a; = ¢; + G

Ak sa podla préce citovanej v metodickej dasti [22] zédkladné hodnota (x) vyéisli pre
kinetické pomery akonitdzy na zdklade rovnovéZnych koncentricii komplexu enzym —
substrat numerickou hodnotou 3, moZno poéiatoéné rychlosti enzymatickych premien
vyjadrit, resp. graficky znézornit ako na grafe 2.

KedZe sa pokusne zistilo, Ze premena kyseliny akonitovej na kyselinu itakénova
prebieha viéSou rychlostou neZ z kyseliny citrénovej, plati:

a‘lt> Cits
pri¢om za naSich pokusov zodpovedd priemerne:
aiy, = L,Bey ~ 4oy

Vzhladom na to, Ze v enzymatickom systéme akonitézy najmensSiu rychlost vykazuje
reakcia premeny kyseliny citrénovej na kyselinu cis-akonitovi (x), priebeh prechodu
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kyseliny citrénovej na kyselinu itakénovu je rgchlejsi, ak sa uskutoéni cez kyselinu
1zo-citrénova. '

Otézku nadhodenu v uvode, o ktorej, ako sme videli z prehladu literattry, niet jednot-
ného ndzoru, t. j. & biosyntéza kyseliny itakénovej prebieha intermediarne cez kysclinu
citrénovi, mozno zodpovedat v tom zmysle, Ze priebeh fermentécie kyseliny itakénovej
zavddzanej enzymatickym apardtom mycélia Asp. terreus je priaznivejsi, ak neprebieha
cez kyselinu citrénovi, ale sa deje prostrednictvom kyseliny cis-akonitovej. Vyplyva to

% a;=C,
T = be

—
Graf 2. Poéiato¥né rychlosti enzymatického systému akonitézy vyjadrené smernicami.

2 = jednotky €asu, y = percento premeny kyselin, a;, 7,4, @¢, %¢, Ca, ¢; = reakéné rychlosti
enzymatickych prechodov (oznaéenie ako v texte).

uz z okolnosti, Ze kyselina cis-akonitovéa je bezprostrednym prekurzorom kyseliny itaké-
novej, zatial &o kyselina citrénova ako eventudlne vzdialenejsi prekurzor vyZaduje
predchadzajice premeny systémom akonitdzy, ktorého aktivita v pouZitom extrakte
plesne uréuje rychlost premeny kyseliny citrénovej na kyselinu cis-akonitovii. Dalej to
vyplyva aj zo §tudia kinetiky akonitézy, ktoré nasvedéuje tomu, Ze dismutaény proces,
resp. transport energie fosfatdzami cez kyselinu citrénova je podstatne pomalsi nez pro-
strednictvom kyseliny cis-akonitovej. Znamené to, Ze fermentaéné podmienky musia
prednostne vyhovovat poZiadavkdm uéinnosti Specifickej dekarboxylédzy, i ked zaruéenim
aktivity jedného enzymu nie je eSte zaisteny priebeh celej enzymatickej reakcie, ktoré
vyZaduje stdly prisun substratu. To vSak predpokladd é&innost inych enzymov, ktoré
vytvdraju dostatoéntt koncentraciu kyseliny cis-akonitovej. Okrem toho je rychlost
tvorby kyseliny itakénovej uréend najpomalfou enzymatickou reakciou v celkovom
reakénom retazci. Preto fermentacné podmienky musia vyhovovat celému radu enzymov,
éize pri fermentécii treba dbat komplexne na optimélne podmienky enzymatickych
procesov.

Mozno to dosiahnut najmé vipravou aktudlnej acidity prostredia, ktorej optimum pre
cis-akonitin dekarboxyldzu je v rozmedzi pH 5,6—5,9 (Bentley [17]). Tento ziver
na8ej prace je sice v rozpore s udajmi L. B. Lockwooda [24], A. J. Moyera a spolu-
pracovnikov [25], ako aj niektorych inych autorov, ktori uvadzaju podstatne niZSie
hodnoty pH (1,9—3,8) ako optimélne pre kvasné médiwum pri biosyntéze kyseliny
itakénovej, aviak teoreticky sa tymto potvrdzuju praktické vysledky K. Jurmannovej
[6]. ktord na zéklade empirie doSla k tomu, Ze pH fermenta¢nej tekutiny upravuje na
inicidlnu hodnotu ~ 5, pri ktorej dosahuje optimélne vytazky za poloprevidzkovej
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vyrohy kyseliny itakonovej. Pritom treba zdéraznit, Ze kvasné vyroba v Lachema, n. p.,
Brno, vedena Jurmannovou, pracuje s tym istym produkénym kmefiom, s ktorym sme
robili nase pokusy.

Diskusia

Kinetické pomery enzymov akonitazy kvalitativne potvrdzuji &ast Bern-
hauerovej hypotézy, podla ktorej kyselina cis-akonitova sa povaZuje za bez-
prostredne predchadzajuci intermedidrny produkt kyseliny itakénovej, bez
obligatnej zavislosti od tvorby kyseliny citrénovej. NemoZno vSak potvrdit,
ba tazko pripustit, Ze Bernhauer [15, 26] vo svojom reakénom procese ope-
ruje s kyselinou jantarovou, ktort mozno vyderivovat z glukézy, a s kyselinou
octovou, ktord vSak nevznikd z glukézy ani z iného glycidu, ale je poslednym
¢lenom beta-oxydacie mastnej kyseliny s parnym pocétom uhlikatych atémov.
Druhi tedriu, ktora nepoklada kyselinu citrénovi, ba ani kyselinu cis-akoni-
tovii za potrebny intermedidrny produkt, vyslovil Walker [13]. Tato operuje
so 7-uhlikatou dvojsytnou kyselinou vzniknutou z prvej pyrohroznovej aldol-
nej kondenzicie, pri¢om nie je jasnd oxydativna dekarboxylicia 4-oxo-2-
-hydroxy-2,4-dikarboxylbutédnu (VI) na kyselinu itakénovid (I). Dismutécia by
bola vysvetlitelna cez intermedidrnu zliéeninu, za ktort by sa mohel prijat
2,4-dikarboxyl-4-oxo-1-butén (VIa). Walkerova schéma na obr. 3 je takto
doplnené na obr. 5.

CH, CH, CH,
po-t—coon 22 ¢—cony "o b cons
CH, . G'H2 CH,—COOH
io-cow-/ (!‘0—600!1 (II
(m) (wa)
Obr. 5.

Nedostatky v uvedenych schémach moino odstranit tym, Ze sa prijima
Krebsov cyklus, ale len pre kyselinu pyrohroznovi (V) a oxaloctova (XI). Od
vzniknutej 7-uhlikatej kyseliny sa vSak uz daldia derivacia ¢lenov Krebsovho
cyklu nepripadta. Podla toho by enolizdciou vzniknuty 2-hydroxy-4-oxo-
-1,2,4-trikarboxylbutan (XII) prechddzal dehydraticiou na 1,2,4-trikarbo-
xyl-4-oxo0-1-butén (XIII), z ktorého podobne ako v predchadzajicej modifikdcii
vznikne cez 2,4-dikarboxyl-4-oxo-1-butén (VIa) kyselina itakénova (I), ako
to vidiet na obr. 6. Pri tejto schéme je vSak potrebné predpokladat zvlastny
druh enzymatickej dekarboxylacie, kde 4-oxoskupina prechddza v karboxyl.
Kedze kinetika podobnej reakcie nie je znima, pravdepodobnejsia je biosyn-
téza kyseliny itakénovej prostrednictvom kyseliny cis-akonitovej. Nasvedéuje
tomu aj okolnost, Ze kyselina oxaloctova, z ktorej sa vychddza, je poslednym
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¢lenom Krebsovho cyklu, a tak tento musel prebehnit tplne, priéom podas
cyklu bola dand prilezitost pre vznik kyseliny cis-akonitovej. Pri vyhodnoco-
vani tejto alternativy treba prihliadat na Specifickii G¢innost enzymatického
substritu mycélia produkéného kmemna, ktord sa v priebehu dekarboxylacie
kyseliny cis-akonitovej za nagich pokusov velmi vyrazne prejavovala.

CH>-COOH
CO0-CO0H CH~COOH CH-COOH
(m , | o
enolovd __ yyo_¢_cooH —2- - C—COOH
kondenzdcia ) |
CHy—CO-COOH CH, CHy
(v) | |
CO-COOH C0-CO0H
2 Krebsovho (= (m)
cyklu -C02
cA> CH>
Cco, l
C-CO0H C—COO0H
|
CH,-CO-COO0H CHa-COOH
(via) w
Obr. 6.

Napokon mozno vziat do Gvahy aj nazory K. E. Eimhjellena a H. Lar-
sena [27], ktori na ziklade pokusov s rozliénymi substratmi a inhibitormi
predpokladaji prechod glukézy na C,-zldéeninu, pravdepodobne na kyselinu
pyrohroznovii a hypoteticki aktivovand kyselinu citrénovi, ktora ma byt
bliz§im prekurzorom kyseliny itakénovej nez kyselina cis-akenitova. Klasic-
kymi reakénymi vzorcami vSak tito hypoteticka aktivovanu kyselinu citré-
novu nemdzeme vyjadrit.

Sahrn

Priebeh enzymatickej dekarboxyldcie kyseliny cis-akonitovej a kyseliny
citrénovej na kyselinu itakénovi sa sledoval manometrickou metédou. Enzy-
maticky Géinny substrat sa pripravil zo submerzne kultivovaného mycélia
kmena Aspergillus terreus Thom, aktivneho producenta kyseliny itakénovej.

Zistilo sa, Ze premena kyseliny cis-akonitovej na kyselinu itakénovi pre-
bieha podstatne viadSou rychlostou neZ premena kyseliny citrénovej, pridom
za optimalnych podmienok éinnosti cis-akonitin dekarboxyldzy v rozmedzi
pH 5,6—5,9 mé dismutécia takmer kvantitativny charakter. Z toho vyplyva
pre prax, ze kvasné médium upravené pre podmienky uéinnosti cis-akonitin
dekarboxyldzy mé najlepsie predpoklady pre rychlu biosyntézu kyseliny
itakénovej. Tvorbu intermedidrnej kyseliny citrénovej treba v8ak na zaklade
Studia kinetickych pomerov akonitdzového systému pokladat za prejav menej
vyhovujtceho priebehu fermentacie, kedZe m4 az §tvornasobne niz8iu rychlost.
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UCCJENOBAHNE RMHETUKUA BUOCUHTE3A UTAKOHOBOM
HUCJIOTHI

f1. APIIAHL, ®. BAJIEHTHH

HeenejloBate b KU MACTUTYT IMINEBOH NPOMEIMIIEHHOCTH, OT/CJCHHE MMKDPOGHOSIOTUIL
1 6moxnmuu B Bparucnase

BurBojibt

Xox 9H3MMATHYCCKOM JIERAPOORCHIAIMI IIC-AKOHHTOBOM M JMMOHHOW KICJIOT HA HTa-
KOHOBYIO KHCJIOTY OBLIJI CJIC;0BAH MAHOMCTPUUYCCKUM CHOCOOOM. DH3MMATHUECKM AKTHUBHBII
cy6eTpaT GBI NIPUTOTOBIICH M3 ¢yOMepPCHO-KYJILTHBHPOBAHHOTO MHIlenMyMa mmrtamMma Asper-
gillus terreus Thom, ROTOPLI OLITT AKTMBHLIM HPOJIYKTOM UTAKOHOBOH KUCJIOTHI.

Brio HalijileHo, 4TO nepeMeHa IHC-aKOHWTOBON KHCJIOTLI HAa MTAKONOBYIO IPOXOJAT 3HA-
_UMTeJILHO GoiIbIIcil CKOPOCTRIO, TeM NCPCMEeHA JIMMOHHOIl KMCJIOTE, NPH YeM IPU ONTUMAIL-
DHX YCIOBHAX jEHCTBIUS LHAC-aKOHMTHH jIeKapOOKCUIA3D!, KOTOPLIC 7eKaT B rpanunax pH
ot 5,6 1o 5,9, AHMCMYTAUMA HMeeT MOUTH KOJIMUYCCTBEHIILIT XapaKrep.

ITpaKTHYeCKH U3 HTOIO CJelyeT, Y4TO MeARyM OpPOMGKEHHS, IPHCIOCODIICHHOEe YCAOBHAM
JIEFCTBHA NMC-AKOHUTHH jicKa pOOKCHNa3Ll, HMCET CaMOe JyULIee NPEANOIOIKCHEE K OBICTpOMY
GMOCHHTE3y MTAKOHOBOH KHCJIOTH. BO3HUKHOBEHMEe WHTEDMCIMADHOL JIMMOHHION KHCJOTH
Ha OCHOBAHUM M3y4YeHMs KMHETHICCKHX OTHOLICINIT aKOMHTOBOIL CHCTEMbl, HYHO IOJarath
3a sIBJICHHE Mellee YIOBJIETBOPAIONIee X0y ()ePMEHTALMH, NOTOMY UTO OHO MMeeT CKOPOCTD
MeHBIIYI0 B UCTHIPC pasa.

Ilocrynuio B pejtasuuo 22. 3. 1957 1.

STUDIUM DER KINETIK DER BIOSYNTHESE VON ITACONSAURE
J. ARPAI, F. VALENTIN

Forschungsinstitut fiir die Nahrungsmittelindustrie, Abteilung fiir Mikrobiologie
und Biochemie in Bratislava

Zusammenfassung

Der Verlauf der enzymatischen Decarboxylierung der cis-Aconitsdure und Citronen-
sidure zu Itaconsédure wurde durch die manometrische Methode verfolgt. Das enzymatisch
wirksame Substrat wurde aus dem submers kultivierten Myzel des Stamms Aspergillus
terreus Thom, des aktiven Produzenten der Itaconséure, zubereitet.

Es wurde festgestellt, dass die Umwandlung der cis-Aconitséure in die Itaconsdure
mit wesentlich grésserer Geschwindigkeit verlduft, als die Umwandlung der Citronen-
sédure, wobei unter optimalen Bedingungen dér Wirksamkeit der cis-Aconitin Decarbo-
xylase, welche im Bereich des pH 5,6—5,9 liegen, die Dismutation fast einen quantita-
tiven Charakter aufweist.

Daraus geht fiir die Praxis hervor, dass das Gérungsmedium, welches auf die Bedin-
gungen der Wirksamkeit von cis-Aconitin Decarboxylase eingestellt wurde, die besten
Voraussetzungen fiir eine rasche Biosynthese der Itaconséure besitzt. Die Bildung der
intermedidren Citronensdure muss man hingegen auf der Grundlage des Studiums der
kinetischen Verhiltnisse des Aconitase-Systems als Ausdruck cines weniger entsprechen-
den Verlaufs der Fermentation ansehen, nachdem sie eine fast vierfach niedrigere
Geschwindigkeit aufweist.

In die Redaktion eingelangt den 22. 3. 1957
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