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Fermentaina vyroba antibiotik popri délezitych technickych problémoch otvorila
novy usek fyziologického a biochemického Studia mikroorganizmov. Z chemického hla-
diska antibiotiké tvoria velmi réznorodu skupinu zluéenin, ktoré vznikaju syntetickou
éinnostou niektorych mikroorganizmov. V porovnani s fermenta¢nou vyrobou latok,
ktoré su produktmi disimildcie cukrov (organické kyseliny, alkohol a i.), otédzky Studia
biosyntézy antibiotik st ovela zloZitejSie. Penicilin a jeho produkéné kmene st pravde-
podobne najlepsie preStudované, avSak o mechanizme biosyntézy tohto antibiotika sa
dnes vie eSte velmi maélo.

V tomto referate sa chceme dotkniit niektorych otédzok metabolizmu aminokyselin,
ktoré zdé sa, maju v biosyntéze penicilinu kltiové postavenie. Zhrnujeme v 110m najdo-
lezitejsie vysledky domdcich a zahraniénych autorov, ktori sa zaoberali touto problemati-
kou. Spracovany materiél je rozdeleny do dvoch éasti:

1. metabolizmus aminokyselin poéas fermentécie,

2. tllohy niektorych aminokyselin v biosyntéze penicilinu.

Metabolizmus aminokyselin poéas fermentdcie

Biochemické pochody podas fermentécie sa rozdeluju do troch faz [3, 5, 10]:

a) pochody suvisiace s rastom mycélia,

b) biosyntéza penicilinu,

c) autolyza mycélia.

Ako uvidime dalej, v premendch aminokyselin poéas jednotlivych faz v kultivaénom
prostredi, ako aj v mycéliu stt kvantitativne rozdiely.

NajpouZivanejSou nativnou Zivinou pre pripravu fermentaénych pod je kukuriény
extrakt (corn steep), ktory je bohatym zdrojom aminokyselin. Py le [22] porovnival
obsah volnych aminokyselin v mnohych vzorkach kukuriéného extraktu a vo vsetkych
zistil 11 aminokyselin:

vysoky obsah: glykokol, alanin, valin, leucin;:

menej: lyzin, tryptofan, prolin, kyselina asparagova, kyselina glutamova;

najmenej: arginin a histidin.

Poéas fermentécie sledoval pritomnost vymenovanych aminokyselin v péde a v mycé-
liu. Na zaiatku boli v péde vSetky pritomné, ale do 48. hodiny fermentécie ich takmer
tplne spotrebovalo rasttice mycélium. V8etkych 11 aminokyselin z kukuriéného extraktu
a glutamin na$iel v mycéliu, kde ich obsah bol najvyssi medzi 48. aZz 72. hodinou fermen-
técie, potom sa vSak zniZoval. Pri paralelnej kultivacii P. chrysogenum v syntetickej
pode, ktord obsahovala dusiénan aménny ako jediny zdroj dusika, zistil v mycéliu tie
isté aminokyseliny ako pri kultivacii v pédde s obsahom kukuri¢ného vyluhu a ako vo
vzorkich kukuriéného vyluhu. Kladny vyznam tejto suroviny pre produlciu penicilinu
vidi okrem iného v obsahu aminokyselin, ktory sa zhoduje s ich obsahom v mycéliu
produkéného mikroorganizmu.
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YV Indii pouZivaju hydrolyzity zamotkov hodvabnika ako zdroj aminokyseclin do fer-
mentaéne] pdéddy pre produkciu penicilinu. Hydrolyzaty obsahuji okrem iného serin
a leueylprolin, ktord sa nachdadzaja aj v autolyzatoch myecdlia P. chrysogenum [21].

U ndas Nemec e aspolupracovnici [19] navrhli pouZivat do fermentaénych péd pre
penicilin FEOL (fermentovany extrakt pSeniénych otrib a olejnatych semien). ktory sa
svojim zloZenim podoba kukuriénému extraktu a vyrovnd sa mu aj vo vytaZnosti peni-
cilinn. FEOL obsahuje tie isté aminokyseliny ako kukuriény extrakt s rozdielom v cyste-
ine a v proline.

Betina a Veliky [6]upozornili na doplnkovy zdroj aminokyselin pre ferments-
ciu penicilinu v podobe hydrolyzatu peria ,,Peramin‘ [29], ktory obsahuje vela sirnych
aminokyselin. Pri kombindcii Peraminu s FEOL dosiahli zvySent produkeciu penicilinu
kmenom P. chrysogeirum @ 176. V pripade produkéného kmena Wis §1-20 vsak nepozoro-
vali vyS§§iu produkeiu v porovnani s kontrolnou fermentaénou pédou, ktord cbsahovala
FEOL bez Peraminu. Podla Herolda [11] pri¢ina rozdielnych vysledkov by mohla
byt v tom, Ze péda pre kmen Wis §1-20, na rozdiel od pédy pre kmen @ 176, obsahuje
aj siran sodny, ktory méze vykompenzovat niZ§i obsah sirnych aminokyselin vo FEOL
a stimulaény Géinok Peraminu pozorovany pri kmeni @ 176 sa neprejavi.

Zelenka a spolupracovnici [32] udavaji, %e zahustens hluzové zemiakovd voda
po predchadzajicom dokvaseni pomocou kultury laktobacila davala pri fermentécii
v tankoch 100—120 ¢, vytazky penicilinu v porovnani s kukuriénym extraktom.

Stadiu volnych aminokyselin v kultivaénej péde a v mycdliu pri kultivécii réznych
kmetiov I’. chrysogenum v syntetickom prostredi sa venovali viaceri autori.

Jarvis a Johnson [15] ako prvi zistili pri kultivdcii kmena @ 176 v syntotickej '
péde uz po 24 hodinach organické dusikaté zlaéeniny.

Rao a Venkataraman [23] §tudovali syntézu aminokyselin kmetiom Q 176
v chemicky definovanej péde a nasli volné aminokyseliny v péde a v mycéliu po 24. hodine
kultivacie. V prvej faze fermentécie prebiehala rychla svntéza aminokyselin, ktoré sa
hromadili v prostredi (kyselina glutamové, alanin, prolin. leucin, valin, tyrozin). V druhej
faze nastalo Gplné odgerpanic aminokyselin z pody, ale v obsahu volnych aminokyselin
v mycéliu nepozorovali zmeny. V myecéliu nasli kyvselinu glutamovi, alanin, histidin.
cystein, menej prolinu. valinu. leucinu a tyrozinu. V koneénom $tadiu sa v doésledku
autolyzy aminokyseliny objavili v péde znova. Auiori poukazuji na pravdepodobnt
stvislost medzi spotrebou aminokyselin a biosyntézou penicilinu.

Melnikovovéa a Surikovova [17] potvrdili tdaje starSich préc o vyludo-
vani volnych aminokyselin do kultivaénej pédy v pripade anorganického zdroja dusika.
Porovnéavali tvorbu aminokyselin kultarami P. chrysogenum a P. jancewskii, ktoré ne-
produkuje penicilin. Kym P. chrysogerum vyluéovalo volné aminokyseliny do poédy uz
v ranej etape vyvinu. u P. jancewshi? sa dokézali len poéas autolyzy. Autorky zdéraznuju
velky vyznam aminokyselin pre biosyntézu penicilinu.

W o | f [30] sledoval schopnost myedélia P. chrysogenum () 176 oxydovat aminokyseliny
vo faze biosyntézy penicilinu a udéva, Ze mycedliuom oxydovalo 23 r6znych aminokyselin.
Vyslovil tieZz néhlad. Ze je izka suvislost medzi hromadenim aminokyselin v myecéliu
a tvorbou penicilinu. A

Z autolyzatu myecélia I’. chrysogenum izoloval Y okajama [31] 12 aminokyselin,
na ktoré pripadalo 28,46 ¢, celkového dusika. Ich kvantitativne poradie bolo: kyselina
glutamov4, lyzin, arginin, kyselina asparagovd, histidin, prolin, tyrozin, valin, alanin,
fenylalanin, leucin a glykokol.

Na zdklade citovanych ndajov o pritomnosti volnych aminokyselin v syntetickych
pdédach s anorganickym zdrojom dusika poéas kultivécie kmertiov P. chrysogenum mé-
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Zeme ich metabolizmus v jednotlivych fédzach fermentédcie charakterizovat takto:
V prvej faze fermentacie, v ktorej rychlo pribtida mycélium, objavuji sa voIné ami-
nokyseliny v péde uZ v skorych §tadiach a ich obsah vzrastd s pokralovanim tejto fa-
zy, aZ ku jej koncu zaéinaju ubtdat z pody. V druhej faze fermentdcie (biosyntéza pé-
nicilinu) sa volné aminokyseliny odéerpajuz pody takmer tplne. V tretej faze (autolyza)
objavujia sa aminokyseliny znova v kultivaénom prostredi.

Vo fermentaénych pédach s kukuriénym extraktom st pomery odli§né. Aminokyseliny
z extraktu ako jediny zdroj dusika sa metabolizuja pi‘ednostne a do pody sa uvolnuje
amoniak-vznikajtci ich dezaminéciou. Produkeia penicilinu nastdva v ase, ked prakticky
vSetky aminokyseliny z prostredia sa uZ spotrebovali. V produkénej fize je zdrojom
dusika amoniak uvolneny vo fdze rastu mycélia. Autolyzou sa aminokyseliny znova
dostévaja do prostredia, vo vyrobnych podmienkach sa vSak fermentdcia zastavuje eSte
pred autolyzou, aby sa zabréanilo stratdém penicilinu [10].

Udaje o organickych formach dusika v mycéliu, medzi nimi aj o aminokyselinch,
zrhnul Pfennig [20] takto:

a) vyluovanie organického dusika vzhladom na suSinu mycélia je najvysSie v prvej
féze, v strednej fize klesne na minimum a ku koncu kultivacie rozpadom myecélia znova,
prudko stiipa;

b) mnoZstvo volnych aminokyselin v myecéliu stapa poéas prvej fazy, zadiatkom stred-
nej fadzy dosiahne maximum a potom aZ do konca kultivdcie pomaly klesé.

Z uvedeného vyplyva oprgvnenost ndhladu vigsiny citovanych autorov, Ze medzi
obsahom volnych aminokyselin v mycéliu a biosyntézou penicilinu je blizka savislost.
Maximum aminokyselin v mycéliu sa dosahuje prave v éase, ked nastdva prudky vzostup
v uvoltiovani penicilinu z mycélia do prostredia (druhé fiza fermentdcie).

O priamej Géasti niektorych aminokyselin na biosyntéze antibiotika a o ich zadleneni
do molekuly penicilinu sa hovori v druhej éasti referatu.

Ulohy wiektorych aminokyselin v biosyntéze penicilinu
Oznadenie ,,penicilin‘ sa pouZiva pre rad zlaenin, ktoré obsahuju systém /)’-lakté.mo .
vého a tiazolidinového kruhu s réznymi boénymi radikalmi:

A,

R— CO—NH—CH—C; C
=9 e “NCH;
CO—N*—3cH—coon

Poznanie Struktury penicilinu umoZnilo patrat po mechanizme jeho biosyntézy.
Mnohi autori §tudovali vznik boénych radikélov, ako aj pévod f-laktdmového a tiazo-
lidinového kruhu. Obyé&ajne sa vychadzalo z latok, ktoré svojou Struktirou st zhodné
s niektorou éastou molekuly penicilinu, a predpokladalo sa o nich, Ze by mohli byt
prekurzormi prislu$nej ¢asti molekuly antibiotika. Velku viidSinu preskuSanych zluéenin
tvoria prave aminokyseliny alebo ich derivaty.

Pratt a Dufrenoy [21] zostavili niZ8ie uvedenti schému, ktord naznaduje
teoretické moZnosti biosyntézy (Eitané zdola nahor) alebo rozkladu penicilinu. Ako
uvidime dalej, ich predpoklady boli v mnohom spravne. (Schému upravil autor referdtu.)
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Obsirmy prehlad priac, venovanych otazkam biosyntézy penicilinu pred rokom 1956,
podavaji Arnstein a Grant [3]. V dallom sa opierame predovSetkym o ich
prehlad a dopiﬁame ho niektorymi novsie publikovanymi vysledkami.

Spomenuli sme uz priaznivy Géinok kukuriéného extraktu na produkeiu penicilinu.
Déavnejsie je zname, Ze kukuriény extrakt obsahuje niektoré derivaty kyseliny fenyl-
octovej, napr. fenylalanin [10]. ktoré s prekurzormi benzylpenicilinu; poskytuju totiz
benzylovy radikal pre jeho biosyntézu. Dékazy o tom, Ze derivaty kyseliny fenyloctovej
stimuluji produkeiu benzylpenicilinu, méme nielen zo Stiidia s rddioaktivnymi izotopmi
v tychto zltéenindch, ale aj z priemyselnej vyroby penicilinu, kde sa spomenuté prekur-
zory bezne pouzivaju do fermentaénych pdéd. Z aminokyselin pritomnych v kukuriénom
extrakte je to teda najmé fenylalanin, ktory sa zudastiiuje biosyntézy penicilinu.

ZlozitejSie su otazky vzniku tiazolidinového a f-laktdmového kruhu. Kym o pévode
boéného radikalu benzylpenicilinu z derivitov kyseliny fenyloctovej mame jednoznaéne
zhodné dékazy, o pévode vnutornej asti molekuly penicilinu jestvujit aj protichodné
udaje. Pri¢inou toho moézu byt jedilak rozdielne produkéné kmene P. chrysogenim,
ktoré pouZili jednotlivi autori, jednak nerovnaka metodika.

Pridanie cystinu, cysteinu a D-f-hydroxyvalinu do fermentaénej pédy nezvysilo vy-
tazky penicilinu, hoei sa predpokladalo, Ze tieto aminokyseliny mézu byt dondtormi
atomu siry pre tiazolidinovy kruh [12]. Av8ak pri pouZiti L-cystinu, cysteinu a niektorych
jeho derivatov. ktoré obsahovali %S, Stevens a spolupracovnici [25, 26] dokazali
prednostné vélenenie 35 z tychto zlidenin do molekuly penicilinu pred 3§ zo siranu
sodného. Pévod siry v tiazolidinovom kruhu z cysteinu potvrdili neskor§ic aj ini autori
a dnes sa cystein vieobecne povaZuje za dondtor siry [3]. Dalej uvedieme este iné dokazy
o véleneni cysteinu do molekuly penicilinu.
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DalSie atomy v molekule penicilinu podla vysSie naznaéeného &islovania spolu so sirou
patria k penicilaminovej asti molekuly. Dnes je v literatuire uz vela dékazov o tom, Ze
uhlikova kostra penicilaminu pochadza 7 valinu:

HS__ _CHy _CHy
C‘\ HC\
J CHy | cus
HoN—CH—COOH ~ HN—CH—COOH
penicllamin valhn

Povod uhlikov Uy a €y 2z valinu potvrdili Arnstein a Grant [1]. Stevens
a spolupracovnici [3] dokdzali, Z¢ ~——COOH skupina na Cy bola z -—“COOH skupiny
D.r-valinu.  Otazka, ¢i na biosyntéze penicilaminovej &asti molekuly sa zudastnuje
L-valin alebo D-valin, nebola zodpovedand rovnako. Hoci atém C, mé D-konfigurdciu,
uddvalo sa, Ze D-valin nie je prekurzorom [2. 8, 28], ale inhibitorom |8] biosyntézy a do
penicilinu sa vélenuje iba uhlikova kostra L-valinu [8, 28]. NajnovSie vSak Arnstein
a spolupracovnici uvadzaju. Ze pozorovali aj vélenenie D-valinu do penicilinu, ale v znaéne
mensej miere nez v pripade L-valinu, pretoZze mycélium prijima D-valin pomalSie nez
1.-valin. Vélenenie obidvoch stereoizomérov do penicilinu je vak rovnaké, ak sa vztahuje
na mnoZstvo valinu prijatého myeéliom [4].

O atémoch C, a C; méZeme teda povedat, Ze pochadzaji z valinu. ktory sa asi dezami-
nuje. a pred vélenenim do molekuly penicilinu nastane v pripade L-valinu presun na -
konfigurdciu [3].

Povod atému N, v peniciline je zatial neznamy. V najnoviej praci Arnsteina
a spolupracovnikov [4] sa hovori. Ze N z L-valinu sa dostal do polohy N, vo velmi
malej miere; viacej ho nadli v boénom radikali.

Arnstein a Grant [1]zstili, Ze atémy uvhlika v molekule penicilinu oznadené
ako C; a Cg pochadzali z cystinu alebo z cysteinu, z ktorého bol aj atém dusika v bofnom
retazei. Vyslovili nahlad, Ze w-cystin je prekurzorom penicilinu pravdepodobne po
redukeii na cystein [3]. Ak berieme do tvahy vySSie citované udaje o povode atému
siry z cysteinu. mozeme si #trukturdlne predpoklady pre vélenenie cysteinu do molekuly
penicilinu znazornit takto:

’

St
HoN— H—gﬁz/ '

CooH cyslein

S CH:
I A9

R— (0 —HN—CH—CH
6 5 AN

CHy penieilin

7
CO—N*——H—cooH

O povode atomu ¢, v f-laktamovom kruhu nemame zatial v literatire priame dékazy .
Arnstein aspolupracovnici [4] predpokladaji. Ze by mohol pochadzat z karboxylovej
skupiny cysteinu, ako to znazoriuje aj predchadzajica schéma.

Na sympéziu o antibiotikdch v Moskve v juni 1957 referoval Le vitov [16] o zvySe-
nej produkeii penicilinu uéinkom leucinu. alaninu a metioninu. Ugast metioninu na bio-
syntéze potvrdila 358,
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Zhrnutim doteraz citovanyeh tdajov o Gdasti aminokyselin pri biosyntéze penicilinu
dochadzame k tomuto uzaveru:

a) fenylalanin a iné derivaty kyseliny fenyloctovej st prekurzormi boéného radikalu;

b) evstein je prekurzorom siry v tiazolidinovom kruhu. uhlikovych atémov C;. Cy
a ]n'mf‘(lepmlobne i C; v B-laktdmovom kruhu, ako aj atéinu dusika v boénom retazcei;

¢) valin je dondtorom uhlikovych atémov penicilaminu, pévod dusika v penicilamine
nie je eSte jasny.

Molekulu penicilinu mézeme potom medzi jednotlivé prekurzory ,,rozdelit* takto [4]:

: o3x. _CHs
Cohs—CH—CO~—H—CH—CH,* L
: 7| em

7
co;-f ICH—COOH

Spomenuté aminokyseliny mézeme povaZovat za priame prekurzory penicilinu. Pred-
poklady o jeho vzniku, ktoré naznadili Pratt a Dufrenoy [21], boli do znaénej
miery opravnené. Potvrdilo sa vélenenie valinu do penicilaminu. Aj predpoklad o vzniku
B-laktamového kruhu stihlasi s neskorsimi experimentalnymi vysledkami. Radioaktivny
uhlik z glycinu a serinu sa dostal do molekuly penicilinu ako 5 a Cq [1]. z &oho sa usu-
dzuje na mechanizmus: glycin—serin—cystin—penicilin [3].

Ziada sa spomenut predstavy o biosyntéze penicilinu v tplne syntetickom prostredi.
V citovanom prehlade [3] je zmienka o postupe siry z anorganického siranu a% do tiazo-
lidinového kruhu. Predpokladd sa mechanizmus: sivan—nezname medziprodukty —
metionin—>cystin—peniceilin [3]. Pozitivny tdinok na produkeiu penicilinu mé aj prida-
vok tiosiranu do fermentaénych pdd [32].

Mechanizmus biosyntézy penicilinu z prekurzorov nie je eSte znamy. Arnstein
a spolupracovnici [4] diskutujd o mechanizme: L-valin—L-cysteinyl-L-valin—L-cystei-
nyl-D-valin—penicilin. Derivat cysteinylvalinu N-fenylacetyl-L-cysteinyl-D-valin pri-
praveny synteticky mal slabé antibiotické 1i¢inky v kombinacii s benzylpenicilinom [13].
Uvedeny ndhlad na mechanizmus biosyntézy sa opiera aj o iné experimentalne dosiahnuté
podklady, ktoré su prehladne zhrnuté v pracach [3, 4].

Zo spominanych dokazov a predpokladov o véleneni niektorych aminokyselin do mole-
kuly penicilinu by sa mohlo zdat, Ze sa zamléuji moZnosti premien volnych aminokyselin
aj na iné zludeniny. Zdoéraziovanie len vzniku penicilinu z aminokyselin skutoéne vy -
trhuje a zd6raziiuje ibe jednu strdnku komplexu metabolickych pochodov; je viak viac-
menej nevyhnutny, ak méa vyniknat sledovany ciel: ukdzat na délezitost niektorych
latok v mechanizme biosyntézy. Aminokyseliny sa isto spotrebuvaji aj v inych proce-
soch, pretoZe penicilin je len jeden z produktov metabolizmu. Tohto problému sa éiastoéne
dotyka aj najnovSia praca MelInikovove] aspolupracovnikov [18], no nevyéerpa-
va ho dostatoéne.

Jestvuje vela otdzok suivisiacich s naznagenou problematikou, ktoré dnes eSte nevieme
zodpovedat. AvSak z doterajSieho Studia metabolizmu aminokyselin u producentov
penicilinu vyplyva zretelny uzaver, Ze niektoré z nich maji v biosyntéze penicilinu
kItéové postavenie.
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