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Vplyv kvantitatívnych a kvalitatívnych zmien inokula
na aktivitu produkovanei "-amy|ázV
Aspergillus oryzae CCM B0O5
!]dDr. VALTER VoLLEK, Prof. Ing. BoHUMIL ŠxÁnxa, DrSc., Katedra technickej mikrobiológie a biochémie Che.
mickotechnolo8ickej fakulty sVŠT, 812 37 Bratislava,

KIúčové s|ová: kult iuó.cŽa, Aspergi l lus orazae, d.amaláza, inokulum,rast, aktivita

Úvoo v 500 ml baňkách sme použil i  vŽdy jecno kolÍesko rÓz-

V rcku 1988 sme referovali o izolácií, v'|astnostiach ffil J::tnŤ ů"ilinnT"t,,"''.iTi"}$.i';:'i"fň'.:"il1'ó:?:
a viabilite nami izolovaného kmeňa Aspergillus o|azae účelom porovna.nia počtu spór smó v siirkerovej komÓr-
CCj4 8005, producenta enzýmov amylolytického kom- ke zrátali počet konÍdií na jednotlÍvých kolieškach po
plexu, hlavne však ď.amylázy a glukoamylázy ÍÍ, 2). ich hodinovom trepaní vo Íyziologickom roztoku s piÍ-
Pred zahájením štvr{prevádzkových a poloprevádzko- davkom 0.1 0/o Tween 80.
vých pokusov v ,poloprevádzkovej jednotke Slovens}ý-ch b) Ve8etatívne inokulum sme pl ipravoval i jednak
škrobárni, š.p. Trnava, závod Dolná Krupá a'J?ls-.=l u Ýb *ááň, jednak v N.médiu. too mt.moaia 1vd atebokombinát Slušovice, závod BIo II Hrobice, kd""^.-1"^-l1š Nt-" áóó 

-r 
bar1kách sme inokulovali jedným řolieskomprodukčný kmeň pokusne kultivovali v 150 l 

l":*""^:!- iiáoi"á"Én. agaru s vyrastenou a vysporulovanou kul-
roch, sme stáli pred problémom volby mnoŽstu: 

".jol-T^y ia;;; ; tuttivóvati sme 48 a 72 hodín.na rotačnej tre-inokula. UrobiiÍ sme preto dve skupiny pokusov, 
-pri 

kto. pirÉ ]ráó *ň:il pri t"pňt"-s-o"C. Takto pripravené
rých sme najprv chceli zÍstit vplyv mnoŽstva 

'PÓ.^,Y..:|:: inoňrui"_'.ne pridaváti v ňnoŽstve 5 a 10 ml do ].00 mlrovej inokulačnej suspenzi i  na produkciu a aktivitu p.áá"řJ"en. média N v 500 mI baňkách a kult ivoval i
d.amylázy. V druhej skupine pokusov sme pol'3vn^áV^ďi ;ň;;; ;;""akých podmienok ako v bode a. AktÍvÍtunavzájom produkcíu a aktivitu a-amyLázy p'i 

..o^1|::::í p'áo't""*"i a.amylázy Sme stanovovali po 72, 96 aprodukčného média spórovou suspenziou a Ve8etatív. ížóňóái"o""i kultivácii.
nym inokulom

o výsledkoch našei práce referujeme v tomto článku. 4. Stanovenie aktivity a-amylázy. Na stanovenie aktivÍty
produkovanej u-amylázy sme pouŽívalÍ d-amy|á'zavý

MATERIÁL A METoDY spofa-s.test. Aktivitu sme StanovÍli v citrát.fosfátovom
tlmivcm roztoku o pH 5,25 pri teplote 44 oC. Intenzitu

1. Produkčný kmeň. Na pokusy sime použili nami izolo. vznÍknutého modrého sfarbenia roztoku sme meralÍ
vaný kmeň Aspergillus orazae lV - 477, CCM 8005. spektrofotometricky pri 620 nm a z nameranej absor-

2. Kultivačné m'édiá: Na získanie inokulačných konídií bancie sme aktivitu enzýmu odčítali z kalibračnej čiary.

sme produkčný kmeň kultivovali na sladinkovom agare
[60 g sladinového koncentrátu.l-1]. Ve8etatíVne ino- VÝSLEDKY A DISKUSIA
kuIum sme získal i  kult iváciou kmeňa v nasledovnýCh

ui]'u"oi"*' kvasnÍčný autolyzát 10 8 ,"yíi]"ÍŠJi"íl'J"t1u:":',"šT"l*J,n n,".nlT".nnl"".iB,";
gluJ<óza 20 8 smó zvoliii aktivitu a.amylázy vyprodukovanej v médiu
vodovodná voda 1 t naočkovanom kolieskom s najváčším počtom konídií
pH 6'8; steri l izácia 15 min pri 121 "c Í!,45.707) po 72hodinovej kult ivácÍi. Ako vyplývazvý.

N médium: NaNo3 3 8 sledkov uvedených v tabulke, má počet spór, pouŽitých
K2HPo4 1 8 ako Ínokulum do 100 ml média na produkciu a-amylázy,
KcI 0,5 g iba malý vplyv. Je to pravdepodobne spÓsobené tým' že
MgSoa 0,5 g a-amyláza tak ako ostatné fungáIne enzýmy sú produ.
cacl2 0,5 8 kované rastúcÍmi hýfami' pričom niŽší počet spór v ino-
FeSo4 . 0,01 8 kulačnej spÓrovej suspenzÍi [^v prípadoch použitia ko-
melasa 2,5 g- liesok s plochou 0,5 a 0,12 cm2) j9 kompenzovaný rých-
kukuričný šrot 20 8 lejším rastom, prÍpadne váčšou díŽkou vyrastených hýf,
vodovodná voda 1 l takže rozdiely medzi aktivitami produkovanej u.amylázy
pH 6,8; steri l izácia 20 min pri t27"C sú 'malé. Po trojdňovej kultíváci i  sú rozdiely v aktivite

Na kultÍváciu produkčného kmeňa na získanie amyloly- u.amy,Iázy .yrodukovanej mycéliom vyrasteným z 9,8 . 106
tických enz.ymóv sme pouŽíval i rovnako méair,J * z 4,7 .106 spór 32 a 2o0/o oproti kontrole, pri počterl l! 1l. 

2,5.106 spór ie aktivita o.amyíázy o 25o/o ňiŽtia proti
kontťole. Po štyroch dňoch kultivácie boli rozdiely

3. PrÍprava inokula ovela menšie, pričom absolútne stúpla aktivita c.amýlá-
zy o 63,20/0.

aJ Konídie na inokuláciu sme získaIi tak, že sme Pri sledovaní vplyvu vegetatÍvneho . inoku]a na akti-
v Petrího míske na 1,5 mm hrubej vrstve sladinkového vitu produkovanej a-amyiázy sme použil i  na očkovanie
agaru kult ivoval i  produkčný kmeň až do vytvorenia my. 100 mI prcdukčného média N jednak 5 a 10 ml inokula
célia s vysporulovanými fruktifikačnými štruktúrami. vyrasteného v YD médiu, jednak 5 a 10 mI inokula vy.
z vrstvy a8aru s kultúrou sme Sterilnými korkovrtmi rasteného v médiu N. V oboch prípadoch sme pouŽili
vyrezali kclieska o ploche 1,3 cm2, 0,8 cm2, 0,5 cm2 a inokulum dvojdňové aj trojdňové. cielom pokusu bolo
o,12 cmL Na Ínokuláciu 100 ml produkčrrého média N zistit vhodnosť mladšieho alet'o staršieho inokula' V pod.
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Tab. 1. Záuislosť aktiDita a.amglázy Aspergillus oryzae CCM 8005 od množstua použÍ'tého ínokula

Aktivita a.amylázy po 96 h

1,3
0,8
0,5
o,1z

10h'!

100
88,0
90,77
s8,3E

Aktivlta q-amylázy po 72!n

Ínkat . ml- |)
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Aktivita ptodukovanei d.amylázy za h kultivácie

Tab. 2. Vplyu duojdňouého Degetatíuneho Ínokula na aktiDitu u-amylá.zy Aspergillus otazae CCM 8005

x {spóry)
YD5
YD 10
N5
N10

830,42
602,30
498,43
651,{5
465,51

100
72,á2

' 60,02
74,44
56,05

s21,22
718,21
649,5S
649,59
561,49

100
77,96
79,5L
79,5L
69,95

Inokulum

aohl Í0/o)

1051,59
729,n7
538,92
640,55
667,67

Tab. 3. Vplyo trojdňouého uegetatíuneho inokula na aktiuitu a-amazúza Aspergillus orazae CCM 8005

Í0/oI

100
68,47
60,75
60,91
63,49

Inokulum

Ínkat. ml- ')

K (spóry)
YD5
YD 10
Ní
N10

mienkach experimentu nebolo možné určit ani počet
buniek ani sušinu biomasy inokula, nakolko v médiu bol
hrubozrnný kukuričný šrot.

Kult ivova]i sme na rotačnej trepačke (] '20 min-1J pri
teplote 30 "C a aktivÍtu a-amyIázy sme stanovili po 72,
96 a 120 hodinách kultivácie. Ako kontrolu sme pouŽÍIi
100 mI produkčného média N inokulovaného jedným ko-
lieskom s vyspoIulovanou kultúrou o ploche j.,3 cm2
í1.,45.707 konídií].

Výsledky pokusov, získané pri inokulácii produkčného
média vegetatívnym inokulom Sú priemerom z dvanást
paralelných pokusov a uvádzame ích v tabulkách 2 a3.

Pri porovnaní výsledkov, uvedených v tabutkó.ch 2 a 3
s výsledkami v tabutke 1 jednoznačne vyplýva, že ak-
tivita .Ú.amylázy v médiu očkovanom vegetatívnym ino-
kulom je všeobecne niŽšia ako v prípade očkovania spó.
rovým inokulom. Na základe opakovaných pokusov je
moŽné pokúsit sa tento jav vysvetlit tak, Že kultúra,
pouŽit.á ako Ínokulum má 48, rcsp. 72 hodÍn, je teda
fyziologicky staršia ako mycélium vyrastajúce zo spór
a je menej schopná rást a produkovat enzým ako mycé-
Iium vyrastajúce priamo z konídiÍ [3]. Druhá možnost
je, že spolu s inokuloň, pripravenom v YD médiu, sa do
produkčného média prenesie určÍté mnoŽstvo glukózy'
ktorá spočiatku [aŽ {.o spotrebovania) pÓSobÍ na pťo.
dukciu d,-amylázy inhibične [4]. Je však pravdepodobné'
Že na nižšej produkcii enzýmu v prípade očkovania ve-
8etatívnym inokulom participujú obidva tieto faktory.
V tejto sérÍi pokusov sme najlepšie výsledky dosiahli
pri pouŽitÍ trojdňového ve8etatívneho Ínokuia vyraste.
ného v YD médiu a síce v mnoŽstve 5 ml. Rozdiel medzi
aktivitou enzýmu v tomto pokuse a v kontrole je len
!2,40/o, zatial čo pri pouŽÍtí 10 ml inokula je rozdiel uŽ
takmer 25 %. Tento fakt hovorÍ v prospech Ínhibície pro.
dukcie a-amylázy glukózou [zistilÍ sme, že v Ínokulu
počas trojdňovej kuttivácie poklesne obsah glukÓzy
z 20/o na 0,05 o/oJ. V ostatných pokusoch sme dosiahl i
aktivÍtu d,.amylazy od 56 do 79 7o hodnot}. kontro]y.
Z výsledkov dalej vyplýva, že na prÍpravu vesetatívneho
inokula je vhodnejšie YD médium ako produkčne mé-
dium N.
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Áktivita produkovanei c-anylázy (nkat. ml-l) za h kultivácie

(nkat.  mI-11 1o/o)

Voltek, v. - Škárka, B.: Vplyv kvantitatívnych a kvalita.
tívnych zmien inokula na aktivitu produkovanei a-amy.
lázy Aspergillus oryzae ccM 8005. Kvas. prům., 36' 1.990'
č. 6' s. 169_]'71.

V práci sme sledovali vplyv rÓzneho mnoŽstva spó.
rového Ínokula a rÓzneho množstva a kvality Ve8etatív-
neho Ínokula na produkciu d-amylázy AspergÍIlus orazae
CCM 8005. Zistili sme, Že produkcia d.amylélzy je jed.
noznačne vyššia prÍ očkovaní spÓrovým inokulom. Po
96hodinovej kultivácíi bol rozdiel aktívÍty d.amyIázy,
produkovanej maximálnym a minimálnym inokulom íba
1.,40/o. Ptí použití Vegetatívneho inokula sme dosiahlÍ
najlepšÍe výsledky s trojdňovým Ínokulom pripraveným
v YD médiu, a síce 87,6 % kontroty po 72hodinovej kul.
tiváci1. V ostatných pokusoch bola aktivita produkovanej
a-amyllázy od 56 do 79 % kontroly.

Bo.nnex, B. - lllrapra, E.: Bluguue KofluqecTBeunblx í Ka.
qecTBeHHbIx usMeHeHuň uHoKyJ|bt Ha aKTuBHocTr odpasyrc-
uleňcg a-auufla3bl AspeŤgillus oryzae CCM 8005. Ksac.
npyn. 36, 1990, Nq 6, crp. 169-171.

B paóore HaMv HccfleÁoBaHo Bdll.iflHlIe pa3Hofo KodlIIl.
qecTBa lzr{oKy"rbl cnop r{ pa3Hofo Ko,'ruqecTBa I,r KaqecTBa
nererarusHoll I{HoXyJIbI Ha npoÁyKl.luro cu-auunasu Asper-
gillus oryzae CCM 8005. Hauz ycranoBJleno' qTo npoÁyK.
|\Ll'L cr-aMvilasbl oAHo3HaqHo óoaee Bblcora npll I.IHoKyJIfi-
u.u}l I-IHoKyJIoů cnop. Ilocne 96-qacoBoM KyJIbT|4BI,Ípo'BaHI4I{
rraónrc1antlcl pa3HI{ubI aKTMBI{oCTII .r-aME'rla3b1' npoII3BoÁI.{.
n,roti uaxcrrIraanlgori u u,unuIraanluoů ngoxv;toů. cocTaB''IÍ-
touue rontxo 1,4 70.

Vollek, V. . Škárka, B.: Effect of Quantitative and Quali-
tative Changes of Inoculum on the Activity of a-Amylase
Produced by Aspergillus oryzae ccM 8005. Kvas. prům.,
36, 1990, No. 6, pp. 169-171.

The production of c-amylase formed by Aspergillus
oryzae CCM 8005 was measured with the different quan-
tity of dÍfferent Ínoculum types. The different inoculum
used were: the vegetative one and spores. Using spores
for the Ínoculation a higher quantity of a.a'mylase was
achieved. The difference in the guantity of d-amylase
observed víith the maxiiÍnum or minimum inoculatÍon
after 96 h of the culture was 1,4 0/0. The best results
obtained 'ďÍth the vegetative Ínoculu,Ír were achieved
in the YD rnedium aÍtet 72 h of the culture. The ino-
culurn proper was cultured three days. The quantity
oÍ c-amylase was 87,6 0/o oÍ the standard value. In other
Bxperiments the activity oÍ d.a,rnylase produced Was Ín
a range of 56 and 79 0/o oÍ the standard value.

1oolsz1,22l1ool1o5r,5s
a7,61733,s7179,671816,05
6á,17|606'5|65'83|630'58
7z,Í'|612'03|66'{3|619'06
62,521595,81164,671660,26

Lektorouala doc, Ing. K. Demnerouá, D|sc.
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Vollek, v. - Škárka, B.: EinftuB der quantitativen und
qualitativen veránderungen des Inoculum auf die Akti.
vitát der produzierten a-Amylase bei Aspergillus oÍyzae
ccM 800í' Kvas. prům. 36, 1990, Nr. 6' S' 169_171.

DÍe Autoren studierten den Einfluss von verschiede-
nen Men8en eÍnes sporeninokulums und verschiedenen
IvÍén8en und Qualitát zwei und dreÍ Ta8e alten ve8eta-

tiven Inokulums auf dÍe Produktion und Aktivitát der
produzisrten a-Amylase bei Aspergillus oryzas CCM.8005.
Es wurde festgestellt, dass der Unterschied in der Akti-
vitát der a.A'rnylase bei allen bentitzten Konzentrationen
des Sporeninokulums maxÍmal 72 0/o íst. Bei der l,mpfung
'mit de,m vegetativen Inokulum erreichten Autoren die
besten Resultate bei der Benutzung des 5 0/o dreitagigen
Inokulu'rns aus dem YD Medíurr.

Reguloce syntézy ontibiotik zdrojem dusíku
Ing. IvAIr{A VANčURoVÁ, Ing' VLAnISLAV BĚHAL, DrSc., Mikrobiologický ústav ČsAv
Ing. ALEŠ VANČURA, Vysoká škola chemickotechnolo8ická, katedra-kvalné chemie a bioinženýrství, Praha
Klíčová slova: kul|iuace, antibiolika, katabolická regulace, metabolismus d.usiku, sekund.ární metabolismus, strepto-
maceta, amonně žonty

Metabolismus dusÍku u průmyslově
významných streptomycet

Stejně jako rychle utilizovatelné zdroje uhlíku a anor-
8anický fosfát, tak také rychle uti l izovatelné zdroje
dusíku inhibují u streptomycet biosyntézu mnoha sekun.
dárních metabolitů. Vliv zdroje dusíku na mikrobiální
producenty sekundárnÍch metabolitů je. mnohostranný.
Kromě regulace rychlostÍ růstu a s tím spjatých dějů
Iproteosyntéza, syntéza nukleových kyselin, vznik ener.
gie] působí na syntézu enzymů podílejÍcích se na vzni.
ku prekursorů sekundárních metabolitů Í na syntézu
vlastních enzymů sekundárního metatlolismu.

Klasickým příkladem je biosyntéza streptomycinu
v streptomaces g|iseus, kde se jako nejlepší zdroj dusÍ-
ku ukáza] být pomalu uti i izovaný prol in [1]. InhibÍce
amonnými ionty byla prokázána též u s' clauuligerus,
produkujÍcího B.laktámové antibiotikum cefalosporin [2];
inhibice produkce cefalosporinu však byla zaznamenána
pouze tehdy, jestliže byly amonné ionty přidány do kul.
t ivačního média do 24h kult ivace, ještě před začátkem
syntézy cefalosporinu. Proto se zřejmě nejedná o inhi.
t'ici enzymů syntetizujÍcích dané antibiotikum, a]e o re-
plesi jejich syntézy jiŽ na samém začátku kultivace.
K represi enzymů syntetizujÍcích p.Iaktámy amonnými
icnty docházelo i v případě biosyntézy cefamycinu
u S. Iactamdurans [3l a u S. clauul igerus Ía]. Žádný
z těchto enzymů však nebyl amoniakem inhibován
in vitro, což svědčí pro mechanismus represe na trans-
kripčnÍ či translačnÍ úrovni. Inhibice enzymu sekundár-
ního metabol ismu amonnými ionty byla pozorována
v případě anhydrotetracyklinoxygenasy {EC 1'.t3.12]
[5]' předposledního enzymu tetracykl inové biosyntetic-
ké dráhy y S' aureo|aciens: Také biosyntéza tetracyk-
linu je reprimována zvýšenou koncentrací amonných
iontů v kult ivačním médiu [6].

j iným mechanismem, ;akým amonné ionty mohou
ovl ivňovat biosyntézu sekundárních metabolÍtů, je re.
gulace syntézy prekursorů pro bÍosyntézu daného anti.
biotika. To bylo prokázáno v případě chloramfenikolu
u s. uenezuelae Í7l a aktinomycÍnu D [8]' jehoŽ bÍo.
Syntéza ie inhÍbcvána prostřednictvím represe syntézy
tryp:cfanu amcnnýmÍ ionty. Rovněž produkce veterinár.
ního antit ' iot ika tylosinu u S. |radiae je inhíbována pří-
davkem amonných iontů do fermentačního média [9-
-72]. EyIo zjištěno, že amonné Íonty působí na syntézu
stavebních jednotek, avšak nepůsobí na jej ich konden-
zaci za vzniku protylonol idu, aglykonu tylosinu, ani na
konverzi protylonolidu na tylosin. Při studiích s bloko.
vanými mutanty byla produkce protylonolidu klidovými
buňkami S' |radiae na médiu s valinem nebo sukcinátem
mnohem nížší, než když buňky byly předtím nakultivo-
vány na médÍu 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 m €tabol ismu L-val inu, byl
V této souvislostí studoVán vl iv amonných iontů. Byio
zjištěno' Že syntéza valindehydro8enasy {Ec 1.4.1.8) je
reprimována amonnými ionty a že se tento enzym prav.
děpodobně podÍlÍ na zprostředkovánÍ inhibÍčnÍho účin.
ku amonných iontů na biosyntézu tylosinu. s těmito

579 663

údaji je v souladu zjištění Vu.Tronga a Graye [13], Že
amonné ionty inhibují syntézu tylosinu pouze tehdy,
jsou.l i  př idány do kuit ivačnÍho média na začátku Íer.
mentace; jsou.l i  př idány až v produkčnÍ fázi, jsou ne-
účínné.

Také biosyntéza oligoketidového antibiotika silvokar.
cinu V, produkovaného S. arenae 2064 [1'4), je reprimo-
vána amonnými ionty v koncentraci vyšší než 1,5 mmol
Na druhé straně, syntéza tohoto antibiotika Je stimulo.
vána kyselinou asparagovou a glycinem, glykogenními
aminokyselinami, které mohou snadno poskytovat ace.
tyI.CoA. je tedy moŽné, Že i v tomto případě se jedná
o inhibÍční 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. elauul igerus [2] je maxi.
mální produkce cefalosporinu dosaŽeno při koncentraci
amonných iontů 20 mmol a při koncenrtaci 40 mmol je
produkce cefalosporinu inhibována pouze o 10 0/o, je op.
timálnÍ koncentrace amonných iontů pro produkci 8ilvo-
karcÍnu V u S. arenae 1,5 mmol a při koncentraci 10 mmol
dochází j iŽ k 600/o ÍnhibÍci [14]. Také produkce tylosinu
u S, fradie je při koncentraci amonných iontů 20 mmol
inhibována přibliŽně o 50 0/o [13]. Tuto rozdíInou citli.
vost B-laktámových a oli8oketidových antibiotik k re.
presi amonnými ionty lze vysvětlit bud působením na
různé regulačnÍ úrovni nebo na úrovnÍ syntézy jej ich
prekursorů - aminokyse]in v přÍpadě p-laktámových
antibiotik a ketokyselin v případě oligoketidů. Rovno.
váha mezÍ aminokyselinami a jejich ketoderiváty je
v prostředí s vyšší koncentracÍ amonných iontů 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
zmírnit nesativní účinek amonných iontů. Rovnováhu
mezi některými aminokyselinami a příslušnými ketoky-
selinami falanin - 2-ketopropanoat, valin - 2-keto-
-3-methylbutanoat, leucin - 2-keto-4-methylpentanoat,
isoleucin - 2-keto-3.mythylpentanoat, 2-aminobutanoat
- z-ketobutanoat) v intracelulárnÍm prostředí zaj ištují
jejich NAD-dependentní dehydro8enasy Ialanindehydro-
genasa IEC 1.4.1.1.] a vatindehydrogenasa. EC
r-.4.1.8 J.

Vzh]edem k tomu, Že k průmyslové výrobě antibiotik
a dalších sekundárních metabolitů se použÍvajÍ komplex.
ní média, obsahující různé moučky a extrakty rostlÍn.
ného i živočišného původu, je zapotřebí modelovat slo.
žení těchto médÍÍ i s ohledem na obsah a formu zdroie
dusíku. V každém případě je však nutno počítat s Úň,
že s těmito 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 elÍminaci nebo zmÍr.
něnÍ negatÍvnÍho účinku amonných iontůl
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