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Vollek, V. - Skéarka, B.: EinfluB der quantitativen und
qualitativen Verdnderungen des Inoculum auf die Akti-
vitdt der produzierten «-Amylase bei Aspergillus oryzae
CCM 8005. Kvas. prGim. 36, 1990, Nr. 6, S. 169—171.

Die Autoren studierten den Einfluss von verschiede-
nen Mengen eines Sporeninokulums und verschiedenen
Mengen und Qualitdt zwei und drei Tage alten vegeta-

tiven Inokulums auf die Produktion und Aktivitdt der
produzisrten «-Amylase bei Aspergillus oryzas CCM. 8005.
Es wurde festgestellt, dass der Unterschied in der Akti-
vitdt der «-Amylase bei allen beniitzten Konzentrationen
des Sporeninokulums maximal 12 % ist. Bei der Impfung
mit dem vegetativen Inokulum erreichten Autoren die
besten Resultate bei der Benutzung des 5 % dreitagigen
Inokulums aus dem YD Medium.

Metabolismus dusiku u primysloveé

vyznamnych streptomycet

Regulace syntézy antibiotik zdrojem dusiku

579 663

Ing. IVANA VANCUROVA, Ing. VLADISLAV BEHAL, DrSc., Mikrobiologicky tstav GSAV
Ing. ALES VANCURA, Vysoka $kola chemickotechnologickd, katedra kvasné chemie a bioinZenyrstvi, Praha

Klitova slova: kultivace, antibiotika, katabolickd regulace, metabolismus dusiku, sekunddrni metabolismus, strepto-

mycety, amonné ionty

Stejné jako rychle utilizovatelné zdroje uhliku a anor-
ganicky fosfat, tak také rychle utilizovatelné zdroje
dusiku inhibuji u streptomycet biosyntézu mnoha sekun-
darnich metabolith. VIliv zdroje dusiku na mikrobidlni
producenty sekunddrnich metaboliti je . mnohostranny.
Kromé regulace rychlosti riistu a s tim spjatych dgji
(protecsyntéza, syntéza nukleovych kyselin, vznik ener-
gie) pfisobi na syntézu enzymi podilejicich se na vzni-
ku prekursorti sekundarnich metaboliti i na syntézu
viastnich enzymi sekundirniho metabolismu.

Klasickym pfrikladem je biosyntéza streptomycinu
u Streptomyces griseus, kde se jako nejlep$i zdroj dusi-
ku ukéazal byt pomalu utilizovany prolin [1]. Inhibice
amonnymi ionty byla prokdzdna téZ u S. clavuligerus,
produkujiciho g-laktdmové antibiotikum cefalosporin [2];
inhibice produkce cefalosporinu v$ak byla zaznamenéna
pouze tehdy, jestliZe byly amonné ionty pfidany do kul-
tiva¢niho média do 24 h kultivace, jeS§té pred zacatkem
syntézy cefalosporinu. Proto se zfejmé& nejednd o inhi-
bici enzymii syntetizujicich dané antibiotikum, ale o re-
presi jejich syntézy jiZ na samém zacatku kultivace.
K represi enzymil syntetizujicich g-laktdmy amonnymi
ionty dochéazelo i v pripadé biosyntézy cefamycinu
u S. lactamdurans [3] a u S. clavuligerus [4]. Zadny
z téchto enzym@ vSak nebyl amoniakem inhibovan
in viiro, coZ svéd¢i pro mechanismus represe na trans-
kripéni ¢€i transla¢ni drovni. Inhibice enzymu sekundér-
niho metabolismu amonnymi ionty byla pozorovdna
v prfipadé anhydrotetracyklincxygenasy (EC 1.13.12)
[5], pfedposledniho enzymu tetracyklinové biosyntetic-
ké drahy u S. aureofaciens.” Také biosyntéza tetracyk-
linu je reprimcvédna zvySenou koncentraci amonnych
iontd v kultiva¢nim médiu [6].

Jinym mechanismem, jakym amonné ionty mohou
ovliviiovat biosyntézu sekunddrnich metabolitl, je re-
gulace syntézy prekursori pro biosyntézu daného anti-
biotika. To bylo prokdzdno v pFipadé chloramfenikolu
u S. venezuelae [7] a aktinomycinu D [8], jehoZ bio-
syntéza je inhibovdna prostfednictvim represe syntézy
tryplcfanu amecnnymi ionty. Rovn8Z produkce veterindr-
niho antibictika tylosinu u S. fradiae je inhibovana pi¥i-
davkem amoeonnych ientd do fermentacniho média [9—
—12]. Bylo zjiSténo, Ze amonné ionty plsobi na syntézu
stavebnich jednotek, avSak neplisobi na jejich konden-
zaci za vzniku protylonolidu, aglykonu tylosinu, anina
konverzi protylonolidu na tylosin. PFi studiich s bloko-

vanymi mutanty byla produkce protylonolidu klidovymi .

buiikami S. fradiae na médiu s valinem nebo sukcindtem
mnohem niZsi, neZ kdyZ buiiky byly pfedtim nakultivo-
vany na médiu s vyS8im obsahem amonnych iontd.
Av3ak inhibice tvorby protylonolidu byla odstranéna pii-
davkem acetdtu, propiondtu a butyratu. Vzhledem Kk to-
mu, Ze protylonolid obsahuje n-butyrdtovou stavebni jed-
notku, kierd je odvozena z metabolismu L-valinu, byl
v této souvislosti studovdn vliv amonnych iontd. Bylo
zjiSténo, Ze syntéza valindehydrogenasy (EC 1.4.1.8) je
reprimovdna amonnymi ionty a Ze se tento enzym prav-
dépodobné podili na zprostfedkovani inhibiéniho ud&in-
ku amonnych iontd na biosyntézu tylosinu. S t&mito

ddaji je v souladu zjisténi Vu-Tronga a Graye [13], Ze
amonné ionty inhibuji syntézu tylosinu pouze tehdy,
jsou-li prFiddny do kultivaéniho média na zalatku fer-
mentace; jsou-li priddny aZ v produkéni fazi, jsou ne-
Géinné.

Také biosyntéza oligoketidového antibiotika gilvokar-
cinu V, produkovaného S. arenae 2064 [14], je reprimo-
vana amonnymi ionty v koncentraci vy$$i neZ 1,5 mmol
Na druhé strané, syntéza tohoto antibiotika je stimulo-
vana Kkyselinou asparagovou a glycinem, glykogennimi
aminokyselinami, které mohou snadno poskytovat ace-
tyl-CoA. Je tedy moZné, Ze i v tomto pfipadé se jedna
o inhibi€éni G&inek amonnych iontd zaloZeny na represi
vzniku prekursora.

V této souvislosti miZe byt zajimavé srovnani inhibié-
niho G€inku amonnych iontdi na biogeneticky rozdilné
typy antibiotik. Zatimco u S. clavuligerus [2] je maxi-
mélni produkce cefalosporinu dosaZeno ptFi koncentraci
amonnych iontd 20 mmol a p#i koncenrtaci 40 mmol je
produkce cefalosporinu inhibovdna pouze o 10 %, je op-
timalni koncentrace amonnych iontld pro produkci gilvo-
karcinu V u S.arenae 1,5 mmol a pt¥i koncentraci 10 mmol
dochazi jiZ k 60% inhibici [14]. Také produkce tylosinu
u S. fradie je pFi koncentraci amonnych iontd 20 mmol
inhibovdna pfiblizn& o 50 % [13]. Tuto rozdilnou citli-
vost @-laktdmovych a oligoketidovych antibiotik k re-
presi amonnymi ionty lze vysvétlit bud plsobenim na
rizné regula¢ni trovni nebo na urovni syntézy jejich
prekursorit — aminokyselin v pfipadé g-laktamovych
antibictik a ketokyselin v pfipadé oligoketidi. Rovno-
vdha mezi aminokyselinami a jejich ketoderivaty je
v prostfedi s vy35i koncentraci amonnych iontd posu-
nuta ve prospéch pfislusné aminokyseliny. To miZe mit
v pripadé oligoketidovych antibiotik za n&asledek nedo-
statek ketokyselin potfebnych pro syntézu acyl-CoA,
a tim i znacné sniZenou tvorbu daného oligoketidu, za-
timco u g-laktdma lze nékteré aminokyseliny pfimo po-
uZit pro biosyntézu antibiotika, coZ do urdité miry miZe
zmirnit negativni G¢inek amonnych iont. Rovnovdhu
mezi n&kterymi aminokyselinami a pifsluinymi ketoky-

selinami (alanin — 2-ketopropanoat, valin — 2-keto-
-3-methylbutanoat, leucin — 2-keto-4-methylpentanoat,
isoleucin — 2-keto-3-mythylpentanoat, 2-aminobutanoat

— 2-ketobutanoat) v intraceluldrnim prostfedi zajistuji
jejich NAD-dependentni dehydrogenasy (alanindehydro-
genasa [EC 1.41.1.] a valindehydrogenasa. — EC
1.4.1.8).

Vzhledem k tomu, Ze k primyslové vyrob& antibiotik
a dalsich sekundarnich metabolitli se pouZivaji komplex-
ni média, obsahujici rtizné mouéky a extrakty rostlin-
ného i Zivo¢isného pivodu, je zapotfebi modelovat slo-
Zeni téchto médii i s ohledem na obsah a formu zdroje
dusiku. V kaZdém piipad& je vSak nutno poditat s tim,
Ze s témito pfirodnimi materidly se do kultivaéniho mé-
dia dostdva i znatné mnoZstvi amonn§ch iontd.

Z hlediska primyslové vyroby sekundarnich metabo-
litd existuji 3 obecné pi¥istupy k eliminaci nebo zmir-
néni negativniho d¢inku amonnych iontd:
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1. UdrZovéani nizké koncentrace amonnych ionti v mé-
diu postupnym pfiddvdnim po celou dobu kultivace.

2. Izolace mutantl se sniZenou citlivosti k inhibiéni-
mu u¢inku amonnych iontd.

3. PPiddvanim materidlu, vaZictho amonné ionty, do
kultivacniho média.

V primyslové praxi se nejcastéji pouZivd 1. zpfsob,
kdy c<e voli takova pocateéni koncentrace zdroje dusiku,
kterd neinterferuje se syntézou sekunddrniho metabo-
litu. Pro dosaZeni maximéalni produkce se pctom v pri-
bé&hu celé kultivace pfidavad vhodny dusikaty zdroj, nej-
¢astéji ve form& amonnych iontl, tak, aby nebyla in-
,hibovdna produkce. VZdy je vSak nutno experimentalné
zjistit citlivest produkéniho mikroorganismu k inhibic-
nimu vlivu amonnych iontd.
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Vanéurova, I. - Van&éura, A. - Béhal, V.. Metabolismus
dusiku uw priimyslové vyznamnych streptomycet. Regula-
ce syntézy antibiotik zdrojem dusiku. Kvas. pram., 36,
1990, ¢. 6, s. 171—172.

Produkce mnoha primyslové vyznamnych antibiotik
je negativné ovlivnéna p¥itomnosti amonnych iontd jako
zdroje dusiku v kultivaénim médiu. Mechanismus zahr-
nuje represi a inhibici enzymii ugastnicich se bicsyntézy
sekundéarnich metabolith a inhibici na uarovni vzniku
prekursorf.

Negativni acinek amcnnych iontl maZe byt odstranén
tfemi zplsoby: 1. udrfovanim nizké koncentrace amon-
nych iontd v médiu a postupnym priddvéanim bdhem celéd
kultivace, 2. izolaci mutant se sniZenou citlivosti k in-
hibiénimu d€inku amonnych iontd a 3. pfiddvanim sor-
bentd vaZicich amonné ionty do kultivaéniho meédia.

BanuypoBa, U. - Banuypa, A. - Beran, B.: MeraGoausm
a30Ta NPOMBIIJIEHHO 3HAYMTENBHBIX CTPenToMHueToB. Pe-
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ryJUpoOBaHWe CHHTE32 AHTUGMOTUKOB MCTOUYHMKOM a30Ta.
Ksac. npym. 36, 1990, Ne 6, cTp. 171—172.

Ha npopaykuywo MHOrMX TNPOMBILIIEHHO 3HAUUTENBHBIX
AHTHOHOTHKOB OKa3blBaeT OTPHLATeNbHOe JefcTBHe IpH-
CYTCTBHEe aMMOHMEBLIX MOHOB KdaK HCTOYHHKA a30Ta B KyJlb-
TUBAILMOHHOK cpefe. MeXxaHU3M BK/IOUAeT DENPECCUI0 U JiH-
rHOMPOBAHHE 3H3UMOB, YUACTBYIOLMX B OHOCHHTE3e BTO-
PUYHBLIX MeTabGOoJIMTOB, M HHTHOMPDOBAHHE Ha YDOBHE BO3-
HUKHOBEHHS IPEKyDPCOPOB.

OtpunarenpHoe JeliCTBHE aMMOHHEBBIX HOHOB MOMKET GRITh
yCTpaHeHo TpeMs crnocobamu: 1. moamepKHBaHHe HU3IKHX
KOHIEHTpalMil aMMOHHEBBIX MOHOB B CPele M IOCTeNleHHOe
no6aBieHHe B TeueHHe IEJOr0 IpOLecca KyJbTHBALNH;
2. H30/MDOBaHHe MYTAHTOB C TOHIKEHHOH UYBCTBHTE/b-
HOCTbIO K MHTHOUDYIOLIEMY NEeHCTBHIO aMMOHHEBEIX HOHOB
u 3. 1o6aBKa COPOEHTOB, CBS3BLIBAIOLINX aMMOHUEBbE HOHEL,
B KyJbTHBAMOHHYIO CPENY.

Vangurovi, I. - Vanéura, A. - B8hal, V.: Nitrogen Meta-
bolism in Production Sirains of Streptomycetes. Kvas.
prim. 36, 1990, No. 6, pp. 171—172.

A production of many industrially produced antibio-
tics is negatively affected by the presence of ammonia
ions (nitrogen source) in the culture medium. The me-
chanism includes the repression and inhibition of
enzymes taking part in the biosynthesis of secondary
metabolites and the inhibition on the level of precursor
formations. The negative effect of ammonia ions can
be eliminated in three ways: 1. Keeping a low concen-
tration of ammonia ions in the medium by their gra-
dual addition. 2. Using mutants with the decreased sen-
sitivity to the inhibitory effect of these ions. 3. Using
sorbents in the culture medium for the adsorption of
these ions.

Vanturovd, I. - Vantura, A. - B&hal, V.: Stickstoff-Me-
tabolismus bei industriell bedeutenden Streptomyceten.
Regulation der Synthese der Antibiotica mittels Stick-
steffquelle. Kvas. prim. 36, 1990, Nr. 6, S. 171—172.

Die Produktion vieler industriell wichtiger Antibiotica
wird in negativer Weise durch die Anwesenheit der
Ammonium-Ionen als Stickstoffquelle im Kultivations-
medium beeinfluft. Der Mechanismus enthidlt die
Repression und Inhibition der Enzyme, die sich an der
Biosynthese der sekundidren Metaboliten beteiligen und
die Inhibition auf dem Niveau der Precursoren-Bildung.

Die negative Wirkung der Ammonium-Ionen kann
durch drei MaBnahmen beseitigt werden: 1. Erhaltung
einer niedrigen Konzentration der Ammonium-Ionen
im Medium und fortlaufendes Zugeben wdidhrend der
ganzen Kultivation; 2. Isolation von Mutanten mit ver-
minder Empfindlichkeit gegeniiber: der Inhibitions-
wirkung der Ammonium-Ionen und 3. Zugabe von Sor-
benten, welche die Ammonium-Ionen binden, in das
Kultivationsmedium.

7 vyrobnich zdavodit

Soucasnost i historie

Spolek ceskych sladki pfi Plzefiskjch pivovarech
v Plzni

Ustavujici schfze Spclku d&eskych sladkd v Plzni
schvalila dne 26. 2. 1990 stanovy a programové zaméie-
ni spolku. Byl zvolen deviti¢lenny vybor, jehoZ predse-
dou se stal Ing. Ivo Hlaviagek. Vybor byl zvolen na dvou-
leté obdobi.

Prvni odbornou akci bylo Technologické odpoledne
25. dubna 1990 v pivovaru Gambrinus.

PROGRAMOVE ZAMERENI SPOLKU CESKYCH SLADKU
PRI PLZENSKYCH PIVOVARECH V PLZNI

Spolek ¢&eskych slédki (dale Spolek) bude usilovat
o odborny rlst c¢lenli, umoZiiovat jejich systematicky
pifistup k odbcrné literature a podporovat jejich uplat-
néni v praxi. Spolek bude zajistcvat zahrani¢ni odborné
kontakty svych ¢lenii s p¥ip. studijnimi pobyty a sta-
Zemi.

Spolek bude spoletn& s vedenim Plzefiskych pivovard
zajiStovat 1 samostatnou vydavatelskou praktickou C¢in-



