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Vynalez se tykd nového primyslového mi-
kroorganismu Streptomyces galilaeus 947,
CCM 3320 produkujiciho e-pyrromycinon,
ktery lze vyuZit pro synthesu protinddorovych
anthracyklinovych antibiotik.

. Standardni kmen Streptomyces galilaeus
JA 3043 (ZIMET, Jena) produkuje smés bio-
logicky aktivnich glykesidi e-pyrromycinonu
a aklavinonu. U mutantniho kmene Strepto-
myces galilacus 947 doSlo genetickym . zasa-
hem k bloku v glykosidaénim stupni biosyn-
thesy téchto latek vedoucim k akumulaci
volnych aglykond. Jako hlavni metabolit je
produkovan e-pyrromycinon; v minoritnim
mnozstvi jsou tvoreny aklavinon, ¢-pyrromy-
cinon a 7-deoxy- a bisanhydroderivaty
g~pyrromycinonu a aklavinonu.

Kmen Streptomyces galilaeus 947 byl zis-
kan ze standardniho kmene Streptomyces
galilaeus JA 3043 pétistupfiovym selekénim
postupem za pouziti piirozené selekce a G¢in-
ku mutagent. Kmen byl isolovan z populace
po téinku kyseliny dusité a jeho variabilita
byla sniZena piirozenou selekei. Kyselina du-
sitd byla aplikovana jako 0,05 M NaNO,
v 0,2 M acetdtovém pufru (pH 4,0) po dobu
25 min. Pti této ddvce mutagenu bylo usmrce-
no- 99,93 %/, konidii v suspensi. Zmé&néna bio-
syntheticka aktivita mutantniho kmene byla
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zjisténa tenkovrstevnou chromatografii me-
tabolitt submersni kultury. -
Dale je uvedena charakteristika vlastnosti
mutantniho kmene Streptomyces galilaeus
947, jehoz vzorek kultury je uloZen ve Sbirce
kultur mikroorganism® University J. E. Pur- -
kyn& v Brné& pod-¢islem CCM 3320.

1. Morfologicka charakteristika

P#i kultivaci na ovesném agaru (ISP 3), na
ptidé s anorganickymi solemi a Skrobem (ISP
4) a na padé s kvasinkovym a sladovym vy-
tazkem (ISP 2) tvoril mutantni kmen 947
vzdu$né mycelium se sporofory monopodial-
né vétvenymi, s otevienymi spirdlami se 4—6
z4vity. Vzdusné mycelium kmene 947 bylo
méné vyvinuto neZ u standardniho kmene JA
3043. Na asparaginové pidé s glycerolem
(ISP 5), na tyrosinovém agaru (ISP 7), na
Benettové agaru (Waksman S. A. The Acti-
nomycetes. -Chronica Botanica, Waltham,
Mass., USA, 1950) a na substratu s mineral-
nim zdrojem dusiku (Gause G. F. et al.,, Zur
Klassifizierung der Actinomyceten. VEB G.
Fischer, Jena, 1958) tvoril standardni kmen
dobie vyvinuté vzdu$né mycelium, zatimco
u mutantniho kmene byly jen stopy vzdus-
ného myecelia. :

Ve tvaru a v povrchu spor nebyly podstat-
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né rozdily mezi mutantnim a standardnim
kmenem. Oba kmeny tvofily spory s hlad-
kym povrchem.

2. Zbarveni kultur

Pigmentace vzdusiného a substratového my-
celia byla hodnocena podle Prauserovy stup-
nice (Z. Allg. Mikrobiol., 4:95, 1964) po 2, 4,
7, 14 a 21 dnech kultivace.

a) Zbarveni vzdu$ného mycelia

Vzdusné mycelium standardniho i mutant-
niho kmene bylo zbarveno v riznych odsti-
nech $edé barvy. Bilé mycelium bylo pozo-
rovano jen u mladych dosud nevyvinutych
kultur. , ‘

b) Zbarveni substritového mycelia

Vysledky ziskané po 21 dnech kultivace u
obou kment jsou uvedeny v tabulce I
¢) Zbarveni difundujicich pigmenta

Mutantni kmen 947 a standardni kmen JA
3043 tvorily na ovesném agaru a na Benetto-
vé agaru svétle hnédy pigment a na agaru
s kvasinkovym a sladovym vytaZkem oran-
zZovy pigment.

3. Fysiologické charakteristiky

a) Produkce melaninovych pigmentt

Na peptonové puidé se Zelezem a na tyro-
sinovém médiu tvotil mutantni kmen stejné
jako standardni kmen intensivni ¢ernohnédy
pigment.
b) Asimilace zdroji uhliku

Vysledky ziskané u obou kmenu po 14
dnech kultivace na raznych zdrojich uhliku
jsou uvedeny v tabulce II. ’

Tabulka II: Asimilace zdroji uhliku u mutantniho
kmene Streptomyces galilaeus 947 CCM
3320 a u standardniho kmene Strepto-
myces galilaeus JA 3043 po 14 dnech

kultivace
 uhlfk Streptomyces galilaeus

Zdroj u 4 947 JA 3043
glycerin A4t ++4
d-mannitol -+ +)
d-sorbitol -+ 4
1-arabinosa |
‘rhamnosa ’ et L
d-xylosa
d-fruktosa F
d-galaktosa : s S+
d-mannosa :
glukosa _
i-inositol ! ++4
laktosa 444
maltosa 4+
sacharosa 4 +4++
rafinosa NN
§krob . A
inulin + 4 :
celulosa +) )
dextrin +-+ At

() mamaug wigt

+ slaby ruast

+-+  dobry rist

-+ velmi dobry rast

c) Ztekucovani Zelatiny, redukce nitratd,
tvorba redukujicich cukrt a odbourdvéni-
Skrobu.

Mutantni i standardni kmen ztekucovaly

Zelatinu, redukovaly nitraty, $tépily sacharo-

su na redukujici cukry a odbouravaly Skrob.

4, Produkce sekundarnich metaboliti

Jako dalsiho kritéria pro charakteristiku
mutantniho kmene Streptomyces galilaeus
947 se pouzila chromatograficka analysa pro-
dukce sekundirnich metabolitl v submers-
nich kulturach, kterd je nejprikaznéjsim
ukazatelem rozdilu mezi mutantnim a stan-
dardnim kmenem.

a) Kultivace

Submersni kultivace byly provadény na

~ reciproké ttepadéce (frekvence 1,6 Hz, ampli-

tuda 80 mm) pfi 28°C v 500 ml varnych
batikach, plnénych 60 ml pidy. Inokulaéni
bariky byly o¢kovany sporovym inokulem
z kultury na agaru s kvasinkovym a slado-
vym vytazkem a kultivovany 24 h na phdé
nésledujiciho sloZeni:

sojové mouka 2,0 9/,

glukosa 1,0 %,

corn-steep 0,25 %

CaCOs 0.3 %

NaCl 0,5 Y% pH: 6,5

Fermentadni baiiky byly otkovany 5% ino-
kula a kultivovany 96 h na padé stejného
sloZeni se zvySenym obsahem glukosy (2,5 %).

b) Chromatografie

Produkce sekundarnich metabolitd byla
sledovana tenkovrstevnou chromatografii na
silikagelu impregnovaném NaHCO; (10 :1)
v systému chloroform-methanol (49 : 1).

Mycelium bylo odfiltrovano a extrahovano
methanolem okyselenym HCl (pH 2,5—3,5),
extrakt byl neutralizovan amoniakem, zfiltro-
véan a odpaten za vakua. Odparek byl rozpus-
tén v chloroformu a pouZit pro chromato-
grafii. ‘

U standardniho kmene Streptomyces gali-
laeus JA 3043 byl detegovan komplex glyko-
sidi e-pyrromycinonu a aklavinonu spolu se
7-deoxy~- a bisanhydroderivaty téchto agly-
kont. Mutantni kmen Streptomyces galilaeus
947 neprodukuje glykosidy, jako hlavni me-
tabolit akumuluje volny e-pyrromycinon
a v minoritnim mnoZstvi produkuje aklavi-
non, g-pyrromycinon, 7-deoxy- a bisanhyd-
roderivaty e-pyrromycinonu a aklavinonu.

PREDMET VYNALEZU

Kmen mikroorganismu Streptomyces gali-
laeus 947, produkujici e-pyrromycinon, jehoZ
vzorek kultury je uloZen ve Sbirce kultur
mikroorganismii  University J. E. Purkyné,
Brno (CCM) pod ¢éislem CCM 3320.
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