
KvAsNÝ PRÚMYst
roč. 36/1990 _ číslo 6 171

Vollek, v. - ŠkáIka, B.: EinftuR der quantitativen und
qualitativen Veriinderungen des Inoculum auf die Akti-
vitát der produzierten a.Amylase bei Aspergillus oryzae
ccM 80{15. Kvas. prům. 36' 1990' Nr. 6, S. 169-171.

Die Autoren studierten den EÍnfluss von verschiede.
nen Mengen eines Sporeninokulums und verschiedenen
lvténgen und Qualitát zwei und drei Tage alten ve8eta.

tiven Inokulums auf die Produktion und Aktivitát der
produzigrten a.Amylase beÍ Aspergi l luS oryzae ccM'8005.
Es wurde festsestel lt, dass der Unterschied Ín der Akti.
vitát der a.Amylase bei allen benutzten Konzentrationen
des Sporeninokulums maximal 12 0/o ist. Bei der l,mpfung
'mit de'm vegetativen Inokulum erreichten Autoren die
besten Resultate bei der Benutzung des 5 % dreltagigen
Inokulu,ms aus dem YD Mediu'm.
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Stejně jako rychle utilizovatelné zdroje uhlíku a anor.
ganický fosfát, tak také rychle uti l izovatelné zdroje
dusíku ínhibují u streptomycet biosyntézu mnoha sekun.
dárních metabolitů. Vliv zdroje dusíku na mikrobiálnÍ
producenty sekundárních metabolitů je. mnohostranný.
Kromě regulace rychlosti růstu a S tím Spjatých dějů
I proteosyntéza, syntéza nukleových kyselin, vznik ener.
gie) působí na syntézu enzymů podíIejících se na vznÍ.
ku prekursorů sekundárních metabolitů i na syntézu
v]astních enzymů sekundárního metabolÍsmu.

Klasickým příkladem je biosyntéza streptomycínu
! streptomaces griseus, kde se jako nejlepší zdroj dusÍ.
ku ukázal být pomalu utilizovaný prolin [1]. Inhibice
amonnými ionty byla prokázána též u S. clauuligerus,
produkujícÍho B-laktámové antibiotikum cefalosporÍn [2];
inhibice produkce cefalosporinu však byla zaznamenána
pouze tehdy, jestl iže byly amonné Íonty př idány do kul.
t ivačního média do 24h kult ivace' ještě před začátkem
syntézy cefalosporinu. Proto se zřejmě nejedná o inhi.
bici enzymů syntetizujících dané antibiotikum, ale o re.
plesi jejÍch syntézy jÍŽ na samém začátku kult ivace'
K represÍ enzymů syntetizujícÍch p-Iaktámy amonnými
icnty docházelo i v případě biosyntézy cefamycinu
n s. Iactamdurans [3| a u S. clauul igerus [a| Žádný
z těchto enzymů však nebyl amoniakem inhibován
iD vilro, což svědčí pro mechanismus represe na trans.
kripční či translační úrovni. Inhibice enzymu sekundár-
ního metabolismu amonnými ionty byla pozorována
v přÍpadě anhydrotetracykl inoxygenasy (Ec Í.1'3.12J
[5]' předposledního enzymu tetracykl inové biosyntetio-
ké dráhy ll S. aureofaciens: Také biosyntéza tetracyk.
l inu je leprimována zvýšenou koncentrací amonných
iontů v kult ivačním médiu [6].

Jiným mechanísmem, jakým amonné ionty mohou
ov1ivňovat bÍosyntézu sekundárních metabolitů, ie re-
gulace syntézy prekursorů pro biosyntézu daného anti.
bioi ika. To bylo prokázáno v případě chloramfenikolu
u S. uenezuelae []] a aktinomycinu D [8]' jehoŽ bio.
syntéza je inhibcvána proStřednictvím represe syntézy
tryp:cÍanu amcnnými ionty. RovněŽ produkce veterinár-
ního antit ' iot ika tylosinu u S. |radiae je inhibována pří-
davkem amonných iontů do fermentačního média [9_
-12]. Bylo zj ištěno, Že amonné ionty působÍ na syntézu
stavebnÍch jednotek, avšak nepůsobí na jej ich konden-
zaci za vzniku protylonolidu, aglykonu tylosinu, ani na
konverzi protylonolidu na tylosin. Při studiích s bloko.
vanými mutanty byla produkce protylonol idu kl idovýmÍ
buňkami S. fradiae na médiu s valinem nebo sukcinátem
mnohem nižší, než když buňky byly předtím nakultivo.
vány na médiu s vyššÍm obsahem amonných iontů.
Avšak inhibice tvorby protylonolidu byla odstraněna pří.
davkem acetátu, propionátu a butyrátu. Vzhledem k to-
mu, Že protylonolid obsahuje n-butyrátovou stavební jed-
notku, která je odvozena z metabolismu L.valinu, byl
V této souvislosti studován vl iv amonných iontů. Bylo
zJištěno' Že syntéza valÍndehydrogenasy {EC 1.4.1.8] je
reprimována amonnými ionty a Že se tento enzym prav.
děpodobně podÍlÍ na zprostředkování inhÍbičnÍho účin.
ku amonných lontů na biosyntézu tylosinu. s těmito
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údaji je v souladu zjištěnÍ Vu.Tronga a Gťaye [13]' Že
amonné ionty inhibujÍ syntézu tylosinu pouze tehdy,
jsou-l i  př idány do kutt ivačnÍho média na začátku fer.
mentace; jsou-Ii přidány až v produkčnÍ fázi, jsou ne.
účinné.

Také biosyntéza oligoketidového antibiotíka gilvokar.
cinu V, produkovaného S. arenae 2064 [t4], je reprimo.
vána amonnými ionty v koncentraci vyšší neŽ 1,5 mmol
Na druhé straně, syntéza tohoto antibiotika je stimulo.
vána kyseiÍnou asparagovou a glycinem, glykogenními
aminokyselinami, které mohou snadno poskytovat ace.
tyl.CoA. Je tedy moŽné, Že i v tomto přÍpadě se jedná
o Ínhibiční účinek amonných iontů zaloŽený na represÍ
vzniku prekursorů.

v této souvislosti můŽe být zajÍmavé srovnání inhibič.
ního účinku amonných iontů na biogeneticky rozdíIné
typy antibiotik. zatÍmco u' S. clauul igerus [2) je maxi.
mální produkce cefalosporinu dosaŽeno přÍ koncentraci
amonných iontů 20 mmol a přÍ koncenrtaci 40 mmol je
produkce cefalosporinu inhibována pouze o 10 o/o, je op.
timáIní koncentrace amonných iontů pro produkcÍ 8ilvo.
karcinu V u S. aťenae 1,5 mmol a přÍ koncentraci 10 mmol
dochází jiŽ k 600/o inhibici [14]. Také produkce tylosinu
l S, |radie je při koncentraci amonných iontů 20 mmol
inhibována přibližně o 50 0/o [13]. Tuto rozdílnou citli-
vost B-Iaktámových a oli8oketidových antibiotik k re.
presi amonnými ionty lze vysvětlit bud působenÍm na
různé regulační úrovni nebo na úrovni syntézy jejich
prekursorů - aminokyselÍn v případě p-laktámových
antibiotik a ketokyselin v případě oligoketidů. Rovno.
váha mezi amÍnokyselinami a jejich ketoderiváty je
V prostředÍ s vyššÍ koncentrací amonných Íontů posu.
nuta ve prospěch příslušné aminokyseliny. To může mít
v případě oligoketidových antibiotik za následek nedo.
statek ketokyselin potřebných pro syntézu acyl-CoA,
a tÍm i značně sníŽenou tvorbu daného oligoketidu, za.
tímco u B-laktámů lze některé aminokyseliny přímo po.
uŽÍt pro biosyntézu antibiotika, coŽ do určité míry můŽe
zmírnÍt negativnÍ účinek amonných iontú. Rovnováhu
mezi některými aminokysel inami a příslušnými ketoky.
selinami [alanin - z-ketopropanoat, valin - 2-keto-
-3-methylbutanoat, leucin - 2-keto-4-methylpentanoat,
isoleucin - 2-keto-3.mythylpentanoat, 2-aminobutanoat
- z.ketobutanoatJ v intracelulárnÍm prostředí zaj ištují
jejich NAD.dependentní dehydrogenasy (alanindehydro-
genasa IEC 1.4.1.1.1 a val indehydrogenasa. EC
1.4.1.8 ).

Vzhledem k tomu, že k průmyslové výrobě antibiotik
a dalších sekundárnÍch metabolítů se používají komplex-
ní média, obsahujÍcÍ různé moučky a extrakty rostlin.
ného i živočišného původu, je zapotřebí modelovat slo.
ŽenÍ těchto médií i s ohledem na obsah a formu zdroje
dusíku. V kaŽdém případě je však nutno počítat s tím,
Že s těmÍto přÍrodnÍmi materiály se do kultivačního mé-
dia dostává i značné mnoŽstvÍ amonných iontů'

Z hlediska průmyslové výroby sekundárnÍch metabo.
litů existuJÍ 3 obecné přÍstupy k eliminaci nebo zmÍr.
něnÍ negativnÍho účinku amonných iontů:
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1. UdrŽovánÍ nízké koncentrace amonných iontů V mé.
diu postupným přidáváním po celou dobu kult ivace.

2. IzoIaCe mutantů se sníŽenou citlivostí k inhibiční-
mu účinku amonných iontů.

3. Přidáváním maieriáIu, váŽíciho amonné Íonty, do
kuIt ivačního média.

V průmyslové praxi se nejčastěji pouŽívá 1. způsob,
kdy se Volí taková počáteční koncentrace zdroje dusÍku,
která neinterferuje se syntézou sekundárního metabo.
litu. Pro dosažení maximální produlrce se potom v prů-
běhu celé krrltívace přídává vhodný dusíkatý zdroj, nej-
častěj i ve formě amonných iontů, tak, aby nebyla in.

thibována produkce. Vždy je však nutno experÍmentálně
.Žj iStit cit lÍvost prcdukčního mikroor8aniSmu k Ínhíbič.
nímu Vlivu amonných iontů.
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Produkce mrroha průmysIově významných antibÍo1ik
je negativně ovlívněna přítomností amonných iontů jako
zdroje dusíku v kult ivačním médÍu. Mechanismus zahr.
nuje represi a inhÍbicí enzymů účastnících se tríosyntézy
sekundárních metaboIitů a inhibíci na úrovni vzniku
prekursorů.

Negativní účinek amonných iontů můŽe být odstraněn
třemÍ způsoby: 1. udržováním nízké koncentrace amoir-
ných iontů v médiu a postupným přidáváním během celé
kultivace, 2. ízolací mutant se sníženou cÍtlíVostí i{ in-
hÍbičnímu účinku amonných iontů a 3. př idáváním sor.
bentů vážících amonné ionty do ku]tivačního média.
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Spolek českých s|ódků při Plzeňských pivovorech
v Plzni

UstavujícÍ schůze Spolku českých s ládků v Plzni
schválila dne 26. 2. 1990 stanovy a programové zaměŤe-
ní spolku. Byl zvolen devítičlenný výbor, jehož předse.
dou se stal Ing. Ivo Hlaváček. Výbor byl zvolen na dvou.
]eté období.
'První odbornou akcí bylo Technologické odpoledne

25. dubna 1990 v pÍvovaru Gambrinus.

PRoGRAMovÉ ZAMĚŘENÍ sPoLKU čEsKÝcH SLÁDKÚ
PŘI PLzEŇsKÝcH PIvovAREcH v PLZNI

Spolek českých sIáctků (dáIe Spolek] bude usi lovat
o odborný růst č]enů, umožřrovat jejÍch systematický
přístup k odborné l iteratuře a podporovat jej ich upiat.
nění v praxi. Spolek bude zaj ištovat zahraniční odborné
kontakty svých členů s příp. studijními pobyty a stá-
Žemi.

Spotek bude společně s vedením Plzeňských pivovarů
zajištovat Í samostatnou vvdavatelskou Draktickou čin.


