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Predmét objevu: Novy faktor, regulujici produkci kyseliny citrénové u Aspergillus niger,

isolovany pfi produkci z dobrych produkénich kmenil, ktery zvySuje
tvorbu kyseliny citronové u kmenii s produkci nizkou, pficemz latka je
kyselého charakteru, dialysovatelnd, thermeostabilni, stdld pouze v kyse-
iém prostiedi a obsahuje skupinu karboxylovou.



K synthese nékterych organickych kyse-
lin, jako napf. kyseliny citrénové, se vyuzi-
vd schopnosti Fady plisni pFeméifiovat cu-
kerny zdroj na organickou kyselinu. Zatim-
co v nékterych pripadech, napf. u produkce
glukonové kyseliny, je rychlost tvorby kyse-
liny pfimo Gmérnd mnoZstvi glukosooxyda-
sy v plisni, neni u produkce kyseliny citré-
nové zndmo, jaky regulaéni mechanismus
rozhoduje o vySi produkce.

Z literatury je znamo, (Perlman, D. Dorell,
W. W. Johnson, M. ].: Arch. Bioch, 11, 131,
(1964); Shu, P., Johnson, M. ].: ]. Bacteriol.
56, 577, 1948), Ze Frada stopovych prvki,
zvlasté Zelezo, zinek a mangan hraji dileZi-
tou roli pfi produkci citronové kyseliny, ale
pifimy mechanismus jejich phsobeni neni
znam. Déle napfiklad Leopold se spolupra-
covniky (Leopold, J. Valtr, Z., Zentrbl. f. Bakt.
114, 1:45—6, 1961) objevil v melase faktor,
ktery ovliviiuje produkci citrénové kyseliny
na melasovém médiu. Rada autorli poukazo-
vala jiZ dfive na nutnost inhibovat enzyma-
tické systémy, nutné k odbourédni citrénové
kyseliny pomoci enzymatickych jedii, a sou-
dila napriklad, Ze pfidavek Zluté krevni soli
do média inhibici enzym@i Krebsova cyklu
brzdi odbouréani citrénové kyseliny a tim u-
mozZiuje jeji akumulaci v médiu. Préce z
poslednich let vSak dokézaly, Ze prebytkem
cukerného substrdtu a malym mnoZstvim ci-
tronové Kkyseliny jsou inhibovdny v3echny
zndmé enzymatické systémy, uGcCastnici se
odbouréni citrénové kyseliny. Tak napriklad
Tdufel a Behnke (Nahrung 4, 793—815,
1980) dokazuji, Ze malé mnoZstvi citrénové
kyseliny inhibuje akonitasu, citritdsu i citra-
te cleavage enzyme. Ramakrishnan (Rama-
krishnan C. V., Steel, R., Lentz, C. O.: Arch.
Bioch. Biophys. 55, 270, 1955) dokazuje, Ze
vyvola-li se adaptaci na citrdtovém médiu
tvorba akonitdsy, ztrdci pliseii schopnost
produkovat citrénovou kyselinu. Z té&chto
ndlezl je ziejmé, Ze inhibice enzymatickych
systém, ucastnicich se odbourani citrénové
kyseliny, je nutnd k jeji produkci, ale neni
podminkou dostacujici.

PFi Gplné inhibici uvedenych systémi mi-
Ze totiZ produkce byt v jednom pfipadé& na-
priklad 20% citrénové kyseliny z cukru v
médiu a v druhém pripadé 80% i vice. Tako-
vé rozdily se pochopiteln& nepfFiznivé odra-
Zeji pri Fizeni vyrobniho procesu. Stabiliza-
ce vysokych vytézki je proto staly a dosud
nevyfeSeny problém této vyroby. Objeveni
reguilatniho mechanismu, fidiciho vytéZky,
by mohlo, proto podstatné& pfispét i k ovlad-
nutf produkce citrénové kyseliny. PFedpo-
klddany objev dokazuje, Ze produkce kyse-
liny je u Aspergillus niger regulovdna nové&
isolovanou, ale zatim neidentifikovanou l&at-
kou, ktera ovliviiuje proces odbourédni cukru
ve sméru synthesy citrénové kyseliny.

Jak jsme jiZ podotkli vySe, na zdkladé na-
Sich pokust i literdrnich tdajd je znamo, Ze
pri produkci kyseliny citrénové jsou inhibo-
vdny enzymy Krebsova cyklu a dalsi enzy-

my, GCastnici se odbourdni této kyseliny.
Proto typické enzymatické jedy pro cyklus,
jako je fluoroctova kyselina, nezvySuji pro-
dukci citronové kyseliny. O vytéZku proto
musi rozhodovat rychlost jeji synthesy a ne
stupeil brzdéni jejiho odbouréni.

Teoreticky se miiZze jednat bud o stimula-
ci synthesy citronové kyseliny, o inhibici v
tomto pripadé ,vedlejSich” cest metabolis-
mu cukru (dychdni a synthesy) nebo o
zrychleni procesu vyluCovéani citrénové ky-
seliny do média, tedy o zédleZitost permeace.
V prvé fazi jsme ovérovali vliv ristového a
produkéniho média na produkci citrénové
kyseliny a prokazali jsme, Ze o vySi produk-
ce rozhoduje produkéni médium, a to i teh-
dy, kdyZ inhibujeme proteosynthesu.

Priklad

Kmen K 10 produkuje na melasovém mé-
diu (M) kolem 70% citr6nové kyseliny na
nasazeny cukr —

na syntetickém médiu (S) kolem 20% ci-
tronové kyseliny.

Melasové médium (M):

epnd melasa 300,0 g
H3PO4 5% 1,3 ml
KsFe(CN)s 5% 14,0 ml
H20 dest ad 1000 ml
pH 6,7 s KOH nebo s H2504

Synthetické médium (S):

NH4NOs3 2,00 g
MgS04 1,00 g
KH2PO4 0,25 g
ZnS04 0,025 g
FeSO04 0,025 g
sacharosa 150,00 g
H20 dest. ad 1000 ml
pH 4,5

Kmen byl kultivovan na

a) M médiu
b) S médiu

po nértistu mycelia bylo médium odstrané-
no a produkce citrénové kyseliny sledovédna
opét na téchto médiich. Vysoké vytéZky byly
dosaZeny, jen byl-li kmen kultivovdn na vy-
soce produkinim médiu (M) bé&hem pro-
dukéni faze Ristové médium bylo prakticky
bez vlivu.
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Prida-li se zaroveil s vyménou média D-L-
-p-fluorofenylalanin, riist mycelia se zasta-
vi, zatimco schopnost tvorby citrénové ky-
seliny zlistdvd nezménéna.

fluorofe- citrénovéa

nylalanin médium kyselina % sulinag
— S—M 68,20 2,42
-+ S—M 66,80 1,26

Neni tedy regulace produkce spojena s
tvorbou néjakého specifického enzymu ne-
bo enzymatického systému. Rozhodujici alo-
hu proto mohla hrat nizkomolekularnf latka,
jejiz existenci jsme se pokusili prokézat. Ex-
trakci mycelia jsme ziskali vyluh, jehoZ pfi-
déni v nizkoproduktivni pldé& siln& stimulu-
je produkci citrénové kyseliny.

Priklad 2
citronové kyselina %
Kmen bez pridéni po pridani
faktoru faktoru
K 10 17,40 48,50
A 10 30,70 63,20
A 20 50,10 68,50

U&innost ziistala nezmé&néna, byl-li extrakt
povarien, pii dialyse prochézela aktivni sloZ-
ka semipermeabilni blanou. To ukazuje na
latku o niZ8i molekulové véze. Aktivita zii-
stala zachovédna jen za podminky, Ze roztok
zlstal slabé kysely. PFi pH vy33im neZz 6,5
az 7,0 aktivita klesala a mizela irreversibii-
né. Podafilo se ndm zachytit aktivni sloZku
na silné béazicky anex a z ného eluovat sol-
nou kyselinou. Po odpaieni kyseliny solné
ve vakuu zilstava sirupovitd tekutina, ktera
si uchovéava uvedenou vlastnost — silné sti-
mulovat produkci citronové kyseliny jak na
pliddach neproduktivnich, tak na piadéach
produkénich.

Z literatury (Foster, J. W., Carson, S. F.,:
J. Am. Chem. Soc. 72, 1865, 1950; Mosbach,
E. H, Phares, E. F., Carson, S. F.: Arch.
Bioch. Biophys. 34, 435, 1952) je znamo, Ze
pri produkci citronové kyseliny je fixovan
kysli¢nik uhli¢ity a zabudovén do 1,6 karbo-
xylovych skupin. Podaftilo se ndm prokéazat
s kyslitnikem uhli¢itym, se znatenym CH,
Ze fixace za piitomnosti faktoru je silné sti-
mulovéana.

Priklad 3

citronova kyselina

mg na 1 ml aktivita Ca citratu
bez bez
faktoru s faktorem faktoru s faktorem
0,77 4,90 72 373

Tyto vysledky ukazuji, Ze faktor miZe ak-
tivovat fixaci kysliéniku uhli¢itého a tim i
tvorbu oxaloctové kyseliny jako prekursoru
kyseliny citronové. ProtoZe specifickd akti-
vita vzniklé citrénové kyseliny je v pFitom-
nosti i nepiitomnosti faktoru stejna, 1ze usu-
zovat, Ze vedkery oxaloctan se vytvafi fixa-
ci kysli¢niku uhli¢itého. Tento nédlez je v
dobré shod& s predchédzejicimi vysledky o
inhibici Krebsova cyklu i glyoxaldtového by-
passu, nebot tato inhibice zastavuje synthe-
su oxaloctanu témito dvéma cestami.

Zlstédvala otevi'end otdzka, zda faktor ne-
plsobi na secernaci kyseliny do média a tim,
Ze sniZuje koncentraci citrénové kyseliny v
bufice, i umoZiiuje jeji dalsi synthesu. Sledo-
vali jsme proto pilisobeni faktoru v rozbitych
buiikdch plisnd a potom piimo s bezbuné&c-
nym extraktem a prokézali jsme, Ze je moZ-
né pomoci faktoru synthetizovat se sacha-
rosy citrénovou kyselinu in vitro (za pomo-
ci bezbuné&tného extraktu). Tim jsme vy-
loucili moZnost permeability citronové kyse-
liny bun&nou sténou jako rozhodujici pro
regulaci synthesy a prokézali zaroveii, 2Ze
faktor plsobi pifimo ve sméru synthesy ci-
tronové Kyseliny a sniZuje vydechovédni CO2.
Stimulace synthesy v bezbuné&tném extrak-
tu, kdy je vylouCena proteosynthesa, zéro-
ven dokazuje, Ze rychlost synthesy bunétné
hmoty neni pro produkci citr6nové kyseliny.
Proto faktor miiZe zasahovat piimo do pro-
cesu synthesy citrénové kyseliny z cukru a
s nejvétsi pravdépodobnosti je jeho zdsah ve
spojeni s fixaci kysliéniku uhliitého pFi
tvorbé& oxaloctové kyseliny.

Pii pokusech o identifikaci faktoru mizZe-
me uvést tyto Gdaje: Jedna se o latku, kte-
rd je dialysovatelnd a termostabilni, tzn., Ze
faktor nepatii mezi makromolekuly. Latka
je stabilni v kyselém prostfedi. V neutrédl-
nim a alkalickém prostiedi ztraci aktivitu,
zachycuje se na silné béazickych ménicich
iontd,, prochdzi vSak katexy. Ma& tedy cha-
rakter kKyseliny. PFi isolaci z ionexli a dalSim
Cisténim na celul6ze se po vakuovém odpa-



feni ziskd sirupovitd tekutina, jejiZ infra-
¢ervené spektrum ma charakteristické zna-
ky karboxylovych skupin (viz. priloZeny
spektogram). Podle chromatografické ana-
lysy je tento faktor odliSny od kyseliny ci-
tronové, glukonové, Stavelové, pyrohrozno-
vé a mlécné, které kromé toho nemaji ant
shodné a¢inky ovérené biologickymi testy
na produkci citronové kyseliny. Molekulova
vdha latky zatim nebyla stanovena.

Objeveni regulacniho faktoru umoZiiuje
osvétlit podminky, vedouci k produkei citro-
nové kyseliny u plisni. Vysvétluje, pro¢ ne-
stati pouze inhibovat systémy, GCastnici se
odbourani této kyseliny, ale Ze pro vy3i pro-
dukce je urcujici pravé regulace, vyvolana
faktorem. Stdlost faktoru pouze v kyselém
prostFedi je ve velmi dobrém souhlasu se
znamym faktem, Ze produkce citrénové ky-
seliny probiha jen pri pH niZ3im neZ 5,0. P¥i
vy$8im pH se vytvareji jiné kyseliny, hlavné
glukonova a S$tavelova. Skute€nest, Ze né-
které kmeny jsou schopny faktor syntheti-
sovat pfi riistu na minerdlnim médiu se sa-
charosou a jiné kmeny vyZzaduji k jeho syn-
these melasovou padu, kterd obsahuje pa-
trng prekursor faktoru, vysvétiuje rozdil-
nost kmeniti, schopnych produkovat citré-
novou kyselinu. Jsou kmeny, které produku-
ji na vdech médiich — u téch byla také do-
kdzdna schopnost synthetisovat na téchto
médiich faktor. Jiné produkuji pouze na me-
lase a vyteézky jsou kolisavé podle kvality
melasy. Ukazuje se, Ze vytéZky jsou zdvisié
na tom, jak na které melase kmen produku-
je faktor. Je proto produkce faktoru jednim
z rozhodujicich kriterii pro produkéni kme-
ny. Pritom se ziejmé& nejednd jen o specific-
ky problém produkce kyseliny citrénové, ale
nalez mé obecné&jsi charakter. O tom svédci
fakt, Ze faktor byl nalezen téZ u Aspergillus
terreus, produkujici kyselinu itakonovou. Z
toho lze usuzovat, Ze i v tomto pripadé tvor-
ba oxaloctové kyseliny fixaci z kysli¢niku
uhli¢itého na pyrohroznovou, piipadné fos-
foenolpyrohroznovou kyselinu hraje pfi syn-
these itakonové kyseliny roli. Faktor odstra-
fiuje pFi produkci citréonové kyseliny inhi-
bi¢ni d¢inky sulfonamidi, které podle Kreb-
se (Krebs, H. A.: Biochem. ]. 43, 550, 1948)
zasahuji do fixace kyslicniku uhli¢itého.
Tento uUdinek faktoru ukazuje, ze se asi jed-
nd o obecné platnéjdi schéma metabolismu
cukru a Ze synthesa oxaloctové kyseliny fi-
xaci CO2 jako vychozi sloueniny Krebsova
cyklu hraje v organismech vétsi roli, nez se
vétSinou predpokldadd. Vedle isolace faktoru
a jeho chemické identifikace je proto nutné
hlavné pomoci bezbunéénych extraktd zjis-
tit prvni misto pisobeni faktoru a jeho vy-
znam z hlediska obecné platnosti v organis-
mech.

Oblasti moZného vyuZiti

Produkce citronové kyseliny pomoci plis-
ni je ekonmomicky zavaZnd, nebot spotieba
citronové kyseliny neustdle stoupda a pohy-

buje se jiZ asi kolem 100 000 tun. Pfitom se
vyrobni postup taji, nebot nejsou znamy ob-
jektivni podminky, které jsou podkladem
vysoké premeény cukru na citronovou kyse-
linu. V3eobecné se vi, Ze vytéZnost kolisd a
nejsou jasné divody. Nedostatek tkvi v tom,

‘Ze se malo vi o mechanismu regulace pro-

dukce citronové kyseliny. Zatim, co se sou-
dilo, Ze rozhodujici pro produkci je inhibi-
ce enzymi uacastiiujicich se odbourdni ci-
tronové kyseliny, objev faktoru ukazuje, Ze
vedle inhibice odbouréani, které je nutné, je
stejné nutnou podminkou regulace katabo-
lismu cukru ve sméru synthesy citrénové
kyseliny. Prakticky to znamend, Ze pri vy-
hleddvani kmeni, respektive pri Slechténi,
je nutno orientovat se na kmeny, schopné
produktovat faktor z minerdlniho média a z
cukru. U kmeniti, které k produkci faktoru
vyzaduji prekursory nebo zvlastni podmin-
ky z hlediska organickych latek (melasa),
je nutno pocitat vZdy s kolisdnim vysledki
v zdavislosti na piitomnosti prekursorii [tj.
napriklad i v zdvislosti na kvalité pouZité
melasy). Je moZné, Ze by se melasy daly o-
ceflovat podle mnozZstvi faktoru, které je na
nich plisefi schopna produkovat.

Oteviend zlistdvda otdzka submersni fer-
mentace. Faktor neni na vzduchu stabilni a
je otdzkou, do jaké miry hraje roli jeho pfi-
padné odbourdvani kyslikem pfti submersni
fermentaci. Tyto otdzky jsou predmétem na-
Seho dalsiho studia.

Teoreticky je zdvaZny vztah mezi antago-
nistickymi a¢inky faktoru a sulfonamidd. Z
literatury (Krebs, H. A., Biochem. |. 43, 550,
1948, Rajagopalan, K. V., Radhakrishnamur-
thy, R., Sarma, P. S.: Nature 7, 184, 461, 1959)
je zndmo, Ze sulfonamidy inhibuji anhydréa-
su kyseliny uhli¢ité a brzdi produkci citrd-
nové kyseliny. U faktoru jsme prokézali po-
zitivni vliv na stimulaci fixace CO2. Tyto v{-
sledky naznacuji, Ze fixace kysli¢niku uhli-
titého je hlavnim zdrojem tvorby oxalocto-
vé kyseliny u plisni a experimentédlni dika-
zy této hypothesy by jednoznacné& prokéazaly
mechanismus regulace jeji produkce. Diika-
zy v tomto sméru maji piinést experimenty
s bezbun&&nym extraktem a intermetabolity.
RovnéZ u jinych mikreorganismi (u bakte-
rii) jsme prokézali obdobny antagonistick®
ac¢inek (sulfonamidy — faktor). Potom by
asi cesta tvorby oxaloctové kyseliny fixaci
CO2 mé&la obecné&jsi v§znam, dokonce z4-
kladni pro Zivotni funkce mikroorganismi.
V kaidém piipadé, obecnd platnost antago-
nismu faktor — sulfonamidy ukazuje, Ze exi-
tence faktoru méd obecny vyznam v metabo-
lismu mikroorganismi, i kdyZ vedle vyse u-
vedenych hypothes (fixace CO2) zatim ne-
médme jiné piedstavy. Cilem dalSi prédce je
proto piesné definovat misto pilisobeni fak-
toru a do jaké miry je jeho plisobeni ziZe-
no na nékolik plisitovych mikrorganismi, a
do jaké miry méa platnost obecnou. To zna-
mend, zda hraje zasadni roli pfi metabolis-
mu cukrit a ziskdvédni energie viibec.
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