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Moderna tdroveii rozvoja biotechnolégie umoZiuje
v Sirokej miere vyuZivat mikroorganizmy na syntézu
roznych fyziologicky aktivnych latok, veitane aj radu
organickych kyselin.

Je znamych asi 60 organickych kyselin, ktoré sa moéZu
ziskavat pomocou mikrobiologickej syntézy. V tabulke 1
sa uvadzaja najddleZitejsie z nich, na ktoré bola v rade
krajin vyvinutd priemyselna technologia. V3etky tieto
kyseliny moZno syntetizovat chemickymi metbdami, aviak
mikrobiologicka syntéza je hospodarnejia, o je doka-
zané Sirokou vyrobou kyselin, ako je kyselina citrénova,
itakbnova a mlie¢na.

S najsir$im vyuZitim spomedzi organickych kyselin
sa stretdva kyselina citr6nova, ¢im sa aj vysvetluje rast
Grovne jej vyroby. Svetova potreba kyseliny citronovej
kaZdorocne rastie: ak to v roku 1953 bolo 50000t na
rok, v siucasnosti je to uZ 10 krét viac.

Hlavnym spotrebitefom kyseliny citrénovej je potra-
vindrsky priemysel: pripadd naii aZ 90 % vyrobenej ky-
seliny citrénovej. Okrem toho sa kyselina citrGnova
pouZiva v chemickom priemysle, v medicine, v textilnom
priemysle, v hutnictve, v elektronickom priemysle
a v dalSich odvetviach. ‘

V poslednom &ase sa kyselina citronova Siroko uplat-
nila vo vyrobe povrchovo aktivnych latok a synteti-
ckych gistiacich prostriedkov. V sitvislosti s tym vznika
potreba zniZovat ndklady na vyrobu kyseliny citrénovej
a jej soli zdokonalovanim technolégie, ako aj na za-
klade 3lachtenia vysoko aktivnych producentov.

Tabulka 1.0rganické kyseliny ziskavané mikrobidlnou

syntézou
: . Produkéng Vyta-
Kyselina sprov.an mikroorganizmus 1 Zok
Araboaskorbova f gluko6za Penicillium notatum | 45%
Vinna | glukoza Gluconobacterium sub- |
| oxydans 27 %
Gallovéa tanin Aspergillus niger 100 %
Gluk6nova glukbza Aspergillus niger 95 %
1zocitrnovd glukoza Candida brumptii 28 %
n-alkany Candida lipolgtica 115 %
ItakGnova gluko6za Aspergillus terreus 60 %
Ketoglutdrova glukoza Pseudomonas fluorescens 48 %
n-alkdny | Candida lipolytica 80 %
2-ketoglukénova glukbza Pseudomonas fluorescens 90 %
5-ketoglukénovéa glukoza Gluconobacterium sub-
oxydans 90 %
Kbjova gluko6za Aspergillus oryzae 50 %
Ccitrénova sachar6za | Aspergillus niger 90 %
n-alkdny | Candida lipolytica 140 %
Mlietna glukbza Lactobacillus delbriickil 90 %
Pyrohroznové glukoza Pseudomonas aeruginosa 50 %
glycerin Candida lipolytica 50 %
Propionovéa glukbza Propionibacterium sher-
manii 60 %
Octovéa etanol Acetobacter acetic 95 %
Fumdrovéa glukbza Rhizopus deleman 58 %
n-alkany candida hydrocarbofu-
marica 84 %
Oxélova sachar6za | Aspergillus niger 60 %
Jantdrova k. jabléna | Bacterium succinicum 57 %
n-alkdny | Candida brumptii 67 %
Jabl&na gluk6za Lactobacillus brevic 100 %
k. fumé-
rova, kva-
sinky Kvasinky 70 %
etanol Schizophillum commune 60

Medzi ostatnymi organickymi kyselinami se velkd
pozornost venuje potravinarskym kyselinam (mlie¢na,
vinna, jablénd) a kyselinam, ktoré maja prvorady vy-
znam pre chemicky priemysel pri vyrobe novych mate-
ridlov (kyselina itakonova, fumérovd, gallovd, oxalova,
kbjova apod.).

V 60. rokoch bola v Sovietskom zvéze vyvinuta a za-
vedend technolégia mikrobiologickej vyroby kyseliny
itakonovej. Kyselina itakonova, &iZe metylénjantarova,
je nenasytend dvojsytna kyselina, preto je schopné lahko
polymerizovat a tvorit pogetné syntetické materialy,
ktoré maji cenné vlastnosti a v Sirokej miere sa uplat-
fuji. Kyselina itak6nova sa pouZiva aj vo vyrobe vyso-
kokvalitngch syntetickych Zivic, povrchovo-aktivnych
latok a pri syntéze radu zloZitych organickych zlacenin.

Kyselina mliefna sa pouZiva v potravinarskom prie-
mysle a aj v technike — pri spracovani koZi, pri vyrobe
farbiv a pri ziskavani umelych materialov. Kyselina vin-
na sa pouZiva na dokyslovanie vin, a aj v medicine.
Kyselina jablénd sa pouZiva v rovnakych odvetviach, ako
kyselina citr6énova a vinna. Kyselina gallova (trihydro-
xybenzoova) sa v &irokej miere pouZiva pri vyrobe
farbiva gallocyanidu, hnedého alizarinu, ako aj pri lie-
teni koZnych ochoreni. Kyselina glukénova (v podobe
vapenatych a Zeleznatych soli) sa pouZiva predovsetkym
ako lie¢ebny preparédt a takisto aj na vyrobu Eistiacich
prostriedkov pre hutnictvo a garbiarsky priemysel, ako
aj pri vyrobe farbiv. Kyselina propiénovd sa pouZiva
vo vyrobe kozmetick§ch prostriedkov, ako konzervacna
prisada v potravindrskom priemysle a pod.

Rad organick§ch kyselin je produktom metabolizmu
plesni rodu Aspergillus. Aviak Casto neaspechy v reali-
zacii priemyselnej vyroby produktov mikrobialnej syn-
tézy si podmienené mélo aktivnym produk&nym mikro-
organizmom.

V roku 1891 nemecky vedec Wehmer prvykrat zistil
schopnost plesni produkovat organické kyseliny. Pri
kultivacii Aspergillus niger na sachartzovej pode ziskal
kyselinu oxalovia a pri kultivécii plesne z rodu Citromy-
ces kyselinu citrénovi.

V roku 1917 Ameritan Kerry ziskal kyselinu oxdlovid
a kyselinu citrénovii pomocou kmeia Aspergillus niger.
Prdéce Wehmera a Kerryho vyvolali znafny zaujem.
V tejto oblasti sa rozvinul 3iroky vyskum v rdznych kra-
jindch, veitane Anglicka, Ciech, USA, Japonska a ZSSR.
Do roku 1930 bolo Taliansko hlavnym dodévatelom cit-
ratu vépenatého, ziskavaného z citrénovej 3tavy.

V ZSSR na zéklade prac V. S. Butkevifa (1922—24) a
Kostyéeva (1932) bol v Leningrade v roku 1935 uvedeny
do prevadzky prvy zdvod na vyrobu Kyseliny citrénovej
z krystdlového cukru.

V dalsom vyskume biosyntézy kyseliny citrénovej sa
v ZSSR pokragovalo a v roku 1948 sa v Rige zalala
namiesto cukru pouZivat repna melasa, o umoZnilo
znatne zvy3if produktivitu a zniZif vlastné naklady na
vyrobok.

Kyselinu itakénovii mikrobiologickou cestou ziskali
prvykrat japonski vedei v roku 1929, ked na tento tuZel
vyuZili pleseii Aspergillus itaconica. VytaZok produktu
bol vSak nizky.

V priebehu dal3ieho vyskumu sa zistilo, Ze schopnost
tvorif kyselinu itak6novd je najvyraznejSia u plesni,
patriacich ku skupine Aspergillus terreus.
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Plesne rodu Aspergillus st schopné produkovaf také
organické kyseliny, ako je kyselina oxélova, glukénova,
jablénd, malbénova, fumérova, akonitovd, jantarova, vin-
na, k6jovd a mnohé iné, v zévislosti od podmienok kul-
tivacie. Pripady, Ze plesein produkuje iba jednu organic-
ka kyselinu sa stretdvaju zriedka, ale obvykle jedna
z kyselin sa vylutuje v mnoZstve znatne vé¢3om, ako
ostatné.

E3te neddvno sa kultiry mikroorganizmov pre vyrob-
né tucely nachadzali v prirode. Av3ak prax ukazala, Ze
iba nemnohé z nich sa vyznacuji vysokou produktivi-
tou. V poslednych rokoch sa nahromadili faktografické
didaje, svedCiace o tom, Ze vyuZitie mutagénov fyzikal-
nej a chemickej povahy, ako samostatne, tak aj v kom-
binécii, pre ucely 3lachtenia mikroorganizmov so za-
danymi vlastnosfami umoZiiuje ziskat mutantné kmene
so zvy3enou aktivitou.

Volba kvalitného produkéného kmefia je jednym
z hlavnych faktorov ziskania vysokych hospodarskych
vysledkov pri fermentdcii. Kritérid pre volbu produké-
ného mikroorganizmu prisludnej kyseliny si: droven vy-
taZku produktu, rychlost fermentédcie, prirastok bioma-
sy, syntéza vedlajSich latok. Okrem toho treba zlepsit
fyziologické a biochemické vlastnosti kmena. Za tym
ti¢elom sa pravidelne robi selekény vyber najlepsich
kultdr mikroorganizmov izoldciou ¢€istych linii a vybe-
rom nasledovnych generacii podla najlep3ich znakov.
S pouZitim tejto metédy mohli mikrobiolégovia zacho-
vat morfologické a fyziologické vlastnosti produkénych
mikroorganizmov Aspergillus niger potas 20 rokov.

Do roku 1962 sa v Sovietskom zviéize pouZivali prirod-
né kmene ¢. 82 a ¢. 90 plesne Aspergillus niger na bio-
syntézu kyseliny citrénovej a do roku 1966 kmeii 718/9
Aspergillus terreus na biosyntézu kyseliny itakénovej.

V nasich pracach ohladne selekcie plesni rodu Asper-
gillus, produkujicich organické kyseliny, sa pouZivali
rozne chemické mutagény a takisto ultrafialové a gama
li¢e. Chemické mutagény si skupina biologicky aktiv-
nych zla€enin, indukujticich jemné zmeny vo vystavbe
genetického materidlu. V zdvislosti od mechanizmu
u€inku na jadrovi hmotu sa chemické mutagény delia
na nasledovné skupiny: 1. inhibitory prekurzorov nuk-
leovych kyselin, 2. analégy dusikatych baz, 3. alkylac-
né zlic¢eniny, 4. oxidanty, 5. supermutagény. Najefek-
tivnejSou kombindciou je oZarovanie konidii vychodzie-
ho kmena UV-14&mi a spracovanie etyléniminom a N-
nitr6zometylmocovinou (NMM).

Boli vyS8lachtené nové aktivnejSie kmene, ktoré sa
¢o do morfologickych a fyziologickych priznakov lisia
od vychodzich. Vysledky 3lachtenia kmeiov Aspergillus
niger, produkujicich Kkyselinu citrénovi, sa uvadzaja
v tabulke 2.

Kmene R-1 a R-3 poskytuji zvySenie vytaZku kyseliny
citrénovej v porovnani s prirodnym kmenom 1,6krat a

vytvaraji na melasovych poddach 96—99 % kyseliny
citrénovej z obsahu v3etkych syntetizovanych kyselin.
V prevadzkovych podmienkach predstavuje vytaZok

hlavného produktu 75 aZ 85 % obsahu cukru v melase.
Tieto kmene dobre fermentuji melasy zniZenej kvality
a takisto si menej citlivé na antagonistické mikroorga-
nizmy, ktoré sa vyskytuji vo vyrobe.

Pomocou elektronovej mikroskopie sa vykonalo po-
rovndvacie Stadium morfologickych zmien v bunkach
Aspergillus niger po oSetreni chemickymi mutagénami a

Tabulka 2. Aktivita biosyntézy kyseliny citrénovej rézny-
mi kmernimi Aspergillus niger

Koeficient transforma-
cie sacharidu na kyse-|obsah kyseliny
linu citrénova za citrénovej
o podmienok v pomere
Kme# | k celkovému
laborator- . obsahu kyse-
nych [ Prevadzko-| "y reg)
| [max.) ¥
90-prirodny produkény 0,70 0,50—0,55 90—95
EU-119 — mutantny 0,85 0,65—0,70 93—-97
R-1 — mutantny 0,95 0,70—0,80 96—99
R-3 — mutantny 0,99 0,75—0,85 96—99,9

Obr. 1. Konidid prirodného kmeia Aspergillus
14 000krdt zvidésené

niger

Obr. 2. Konidid mutantného kmerna R-3 Aspergillus ni-
ger 14 000krdt zvdéSené

UV laémi. Ukézalo sa, Ze po preotkovani na prislusné
pddy sa v nasledovnom pokoleni konidid lidia od po-
vodnych takmer dvojndsobne v&ESimi rozmermi (obr. 1
a 2) a takisto spevnenymi Struktirnymi prvkami, men-
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Obr. 3. Prieény rez konidiom mutantného kmefia R-1
Aspergillus niger; O — blana, N — nukleotid,
M — mitochondrium, MK — mikrokapsula;
Zviiesené 50 000krdt.

iim po&tom nukleotidov v bunkédch a dvakrat v&ESim
obsahom Kyseliny dezoxyribonukleovej — DNK (obr. 3].

Na zédklade selek&ného kmeifia Aspergillus terreus
G-232 bol vyvinut§ submerzny proces fermentédcie kyse-
liny itakénovej, poskytujici vyfaZok produktu aZ 65 %
na obsah uhlika.

Na zaklade vyskumu roznych zdrojov uhlika a mine-
ralnej vyZivy boli vypracované receptiry Zivnych pod
pre biosyntézu kyseliny citrénovej a itakénovej. Na
ukaZku sa v tabulke 3 uvadzaja vytazky kyseliny itako-
novej, ziskané na pddach s rdznymi zdrojmi uhlika po-
vrchovou a submerznou kultivaciou. Najlep3ie vysledky
sa ziskali pri pouZiti melasovej pody, aviak pomerne
vysoky vytaZok sa dosiahol aj pri pouZiti pod, obsahu-
jucich drevné hydrolyzéty.

Rozmery mikrobidlnej syntézy organickych kyselin,
najmd kyseliny citrénovej, boli doneddvna limitované
mnoZstvom a cenoun sacharidickych surovin. Ekonomic-
ké kalkuldcie, vykonané za ufelom hodnotenia vietkych
potencidlnych surovin, ukdzali, Ze najperspektivnejsimi
si kvapalné parafiny (normélne alkany) a hydrolyzaty
rastlinnych surovin.

Tabulka 3. Maximdlne vitazky kyseliny itakénovej

|
Povrchova Submerznéa A
metbda ‘ metoda gebl?:l; ilg_
=5 &= . konovej
zdroj uhlika 22 |uev | 22 |« _ | Solkove
S [8887| |z | =87 |muobsahu
g5 IFngel £ | gog| ek
=5 5 n_u] =8 | >4= (%]
i |
Sacharoza (kryStalic- i ‘ |
ky cukor) 57,0 260 | 62,2 16,4 96,8
Surovy cukor |
(trstinov§) 59,4 320 ; 64,5 | 162 95,2
Melasa 62,0 467 42,0 10,1 99,2
KryStalickd gluké6za [
(drevné) 46,5 200 | 52,7 | 134 93,5
Podvojnéa zlic¢enina ) |
glukoézy |
(produkt hydrolyzy |
dreva) 45,8 195 | 56,6 13,7 92,8
Drevny hydrolyzat
(rafinovany) 36,0 155 | - | - 89,5
Sirup z kukuriéného |
Skrobu 38,2 195 | 289 ‘ 6,4 87,0
Sirup zo zemiakového
Skrobu 34,0 177 | 25,6 5,6 84,5

Zatiatkom 60. rokov, potom ako vyskumnici zddvod-
nili moZnost praktického pouZitia mikroorganizmov,
asimilujicich uhlovodiky, zdujem o problém sa roz3iril.

Pr4ac venovanych 3tadiu biosyntézy organickych Kky-
selin z uhlovodikov nie je vela. V naSej krajine sa tym-
to problémom zacali zaoberat pracovnici Ustavu bio-
chémie a fyziol6gie mikroorganizmov Akadémie vied
ZSSR. Spolonym Gsilim sme vyvinuli technolégie ziska-
vania kyseliny citronovej, izocitrénovej a ketoglutéaro-
vej a ich soli z kvapalnych parafinov. Biosyntéza tychto
kyselin sa realizuje pomocou kvasiniek Candida lipoly-
tica.

VytaZzok kyseliny citrénovej v zdvislosti od koncen-
tracie parafinov predstavuje 110 aZ 140 %, jej podiel na
celkovom obsahu kyselin 92—97 %. VytaZok kyseliny
izocitrénovej 115 %, kyseliny ketoglutdrovej 80 %.

Zékladom pre ur§chleny rozvoj mikrobiologickej vy-
roby organickych kyselin je:

— &lachtenie a zavadzanie novych aktivnych produ-
centov, ktoré si menej citlivé na vykyvy chemického
zloZenia rdznych Zivnych pdd a s viac odolné voci
antagonistickfym mikroorganizmom;

— pouZitie novych, lacnejsich
druhov surovin;

— vyvinutie bezodpadovej technolégie vyroby a uza-
tvoreného procesu, vylutujiceho zne€istenie Zivotného
prostredia;

— zdokonalenie procesov izoldcie metabolitov.

nepotravinarskych

Karkliiis, R. ].: Biotechnologické aspekty vyroby orga-
nickych kyselin. Kvas. pram., 32, 1986, €. 11, s. 262—265.

Popisuja sa organické karboxylové kyseliny, produkty
mikrobiologickej syntézy. Pomocou chemickych a fyzi-
kédlnych mutagénov boli vy3lachtené aktivne kmene
plesni rodu Aspergillus — producenti Kyseliny citréno-
vej a itakénovej. Na zdklade vyskumu rdznych zdrojov
uhlika bola dokézand efektivnost pouZitia Zivnych pod
na béze melasy a perspektivnost pouZitia kvapalnych
parafinov a hydrolyzédtov rastlinnych surovin. Boli vy-
pracované spdsoby vyroby kyseliny izocitrénovej a ke-
toglutdrovej a ich soli z kvapalnych parafinov pomocou
kvasiniek Candida lipolytica.

Kapkauupw, P. H.: BHOTEXHOJOrHYeckue acmeKThl NPOH3-
BOACTBA OpranHyeckux kucaor. Ksac. mpym. 32, 1986, Ne
11, crp. 262—265.

OnuchHIBAlOTCA OpraHH4eckHe KapOGOKCHJIbHBIE KHCJAOTI

NPOAYKTH MHKpoGHOJOrHYeckoro cuuresa. Ilpm nomouun
XHMHYECKHX H (H3HYECKHX MYTareHos CEJeKTHPOBAJIHCH
akTHBHBIC IUTAMMBI MJecHeil psana Aspergillus — npoay-

IeHTHl AHMOHHOM KHCJIOTH H HT2KOHOBOI KucsaoThl. Ha ocro-
Be HCCJe0BaHHsi Pa3HblX HCTOYHHKOB yriepoja Gbija J0Ka-
3aHa 3(p(QeKTHBHOCTL NPHMEHEHHs NHTATEJIbHBIX CpeJ Ha
6ase Mejacchl H IEPCNEeKTHBHOCTh NMPHMEHEHHs KHIAKHX ma-
paHHOB M T'HAPOJH3ATOB PACTHTEJIbHOrO Chipbsi. Buuin pas-
paboTansl CrocoGEl NPOH3BOACTBA H30JHMOHHON KHCJOTH H
KETOTJIyTapOBOH KHCJAOTH M HX cojell H3 KHIKHX napadu-
HOB NPH NOMOILIH ApokKiKel Candida lipolytica.

Karkliiig, R. ].: Biotechnology Aspects of Organic Acids
Production. Kvas. prim. 32, 1986, No. 11, pp. 262—265.

Organic carboxylic acids as products of the microbial
synthesis are described. Using chemical and physical
mutagens active strains from the genus Aspergillus for
a production of citric and itaconic acids were selected.
Testing various carbon sources the results proved a
possibility to use molasses, liquid alkanes and hydroly-
sates of plant materials for acid productions. The pro-
cedures for isocitric and ketoglutaric acid as well as
for their salts productions from liquid alkanes using
the yeast Candida lipolytica were elaborated.

Karkliiig, R. J.: Biotechnologische Aspekte der Erzeugung
organischer S#duren. Kvas. priim 32, 1986, Nr. 11, S.
262—265.

Es werden die organischen Karboxylsduren, Produkte
mikrobiologischer Synthese, beschrieben. Mittels che-
mischer und physikalischer Mutagene wurden aktive
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Schimmelpilzstimme der Gattung Aspergillus ausge-
ziichtet — Produzenten der Zitronen- und Itakonsdure.
Aufgrund der Erforschung verschiedener Kohlenstoff-
quellen wurde die Effektivitdt der Anwendung von
Néidhrmedien auf Melassebasis und die perspektive An-

wendbarkeit fliissiger Parafine wund Hydrolysate
pflanzlicher Rohstoffe bestédtigt. Es wurden die Ver-
fahren zur Herstellung der Isozitronen- und Ketoglutar-
siure und ihrer Salze aus fliissigen Paraffinen mittels
der Hefen Candida lipolytica ausgearbeitet.



