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Vynédlez se tykd zplisobu vyroby antibioti-
ka rifamycinu B, zejména izolace né&kterych
mutant kmene Streptomyces mediterrenei,
které produkuji pouze rifamycin B, a to ne-
zdvisle na pritomnosti - diethylbarbituranu
sodného ve fermentaénim prostiredi.

Je znamo, Ze Streptomyces mediterranei
produkuje na b&Znych ristovych prostfedich
skupinu antibiotik, kterd jsou zahrnovédna
pod spoleény ndzev rifamycinovy komplex
(P. Sensi a dalsi, 1959, Antibiotios Annual
1959—160, str. 262). Dal§i prace ukéazaly, Ze
pFidé-li se k Zivnému prostiedi diethylbar-
bituran sodny, dojde k tvorb& jediného fer-
mentaéniho produktu, kterym je rifamycin B
(Margalith P. a Pagani H., Applied Microbio-
logy, 9, 325, 1961). Pridavek barbituranu v
primyslovém mé¥itku viak ma nékteré ne-
vyhedy, napffklad vysSi cenu Zivného pro-
stfedi a zpomaleni rychlosti rdstu produkc-
nich kmend, coZ v nékterych pfipadech ma
za nédsledek pokles vyt&Zku antibiotika.

Predm&tem vyndlezu je tedy zpfisocb vyro-
by antibiotika rifamycinu B, vyznadujici se
tim, Ze se péstuje za aerobnich podminek
kmen Streptomyces Mediterranei M 18 ATCC
21789 ve vodném Zivném prostfedi, a to v
prostredi o sloZeni:
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glukéza 96 g
siran amonny 16 g
dihydrofosforednan draselny 2 g
siran hofednaty heptahydrat 1 g
uvhli¢itan vdpenaty 17 g
siran médnaty pentahydrat 0,0033 g
sfran Zeleznaty heptahydrét 0,01 g
siran zinec¢naty heptahydrat 0,00 g
siran manganaty tetrahydrat 0,04 g
chlorid kobaltnaty heptahydrat 0,002 g
heptamolybdenan Sestiamonny

tetrahydrat 0,001 g
voda 1000 ml
popripadé diethylbarbituran

scdny 2 g

nebo v prostfedi o sloZeni

glukoza 126,5 g
uhliitan véapenaty 9,5 g
mouka z bursky of{skll 25 g
s6jovd mouka 10, g
siran amonny 1 g
siran hofec¢naty hexahydrat 1 g
siran Zeleznaty heptahydrat 001 g
siran médnaty pentahydrat 0,0033 g
siran zinetnaty heptahydrat 0,050 g
siran manganaty pentahydrat 0,004 g
chlorid kchaltnaty hexahydrat 0,002 g
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heptamolybdenan Sestiamonny
tetrahydrat 0,001 g
voda 1000 ml
popfFipadé diethylbarbituran
sodny 15 g

Zivné prostfedi se nejprve sterilizuje, na-
¢eZ se provadi fermentace pii teplotd 25 aZ
35 °C po dobu 140 aZ 200 hodin, fermentagni
prostiedi se pak upravi na pH 2,0 kyselinou
chlorovodikovou, extrahuje se ethylacetéd-
tem a rifamycin B se z organického extraktu
izoluje extrakci fosfdtovym pufrem o pH
7,38.

Izolace mutant

Na-suspenzi spér Streptomyces mediterra-
nei ATCC 13685 se pfisobi N-methyl-N‘nit-
roso-N-nitroguanidinem o koncentraci 1 mg/
/ml pfi pH 9,0 v tris-hydroxymethylamino-
methanovém pufru 60 minut p¥i teplotg 28
stuptii Celsia. Spory, podrobené dcinku mu-
tagenu se pak promyji a nanesou na Benne-
ttdv agar v Petriho miskdch. Po 14 dnech
inkubace pfi teploté 28 °C se pieZivajici ko-
lonie zkoumaji na svou schopnost produkce
rifamycinu B v kapalném Zivném prostfedi
za pfitomnosti i bez pFitomnosti diethylbar-
bituranu sodného. Ty mutanty, které produ-
kuji vysokd mnoZstvi rifamycinu B v Zivném
prostiedi, které neobsahuje diethylbarbitu-
ran sodny se déle zkoumaji.

Jedna z mutant byla nazvdna M 18 a ulo-
Zena do sbirky ATCC pod &islem 2L89. Jeji
chrakteristika bude dédle popsdna. Dalsi mu-
tanty se od kmene M 18 1i§i jenom bezvyz-
namnymi vlastnostmi a spadaji v podstat&
do popisu kmene M 18 v tabulce 4. Podob-
nych vysledk@ bylo dosaZeno tak, Ze tep-
tyZ kmen byl podroben ultrafialovému zare-
ni nebo plsobeni n&kterych jinych zndmych
chemickych mutagenit.

Fermentace

Zndmy kmen Streptomyces mediterranei
ATCC 13685 i kmen M 18 byly pé&stovany na
Bennetové agaru 6 aZ 8 dni pfi teplots 28 °C.
Vegetativni kultura byla naotkovdna kolo-
niemi, které byly predb&Zn& péstovdny na
S8ikmém Bennetové agaru, a to tak, e obsah
poloviny zkumavky Sikmého agaru byl uZit k
naotkovani jedné baiiky a baiiky byly inku-
bovany na rotacéni tFepadce p¥i 28 °C 72 ho-
din. Zivné prostfedi, které bylo uZito pro ve-
getativni rdst obsahovalo tyto sloZky:

extrakt z hovéztho masa
extrakt z kvasnic

pepton - .
hydrolyzat kaseinu
chlorid sodny

voda do
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pH Zivného prostfedi bylo upraveno hydro-
xidem sodnym na hodnotu 7,3. 100 ml vege-
tativniho prostfedi bylo uvedeno vidy do
jedné Erlenmeyerovy baiiky o obsahu 500
mililitrd. Po 72 hodindch ridstu byla kultura
uZita v mnoZstvi 5 objemovych % k nao&ko-
véni fermentaéniho prostiedi. -

K fermentaci bylo uZito zdsadné& dvou fer-
mentacénich prostiedi:

RFB 744: syntetické prostiedi
RFB 2244: komplexni prostiedi.

Fermentace byla provdd&na vZdy pfi po-
uZiti 50 ml prostfedi v Erlenmeyerové baii-
ce o obsahu 500 ml.

Dvé pouZivand Zivnd prostiedi méla toto
sloZeni:

RFB 744
glukéza 96 g
(NH4)2S804 15 g
KH2P0O4 2 g
MgS04 . 7H20 1 g
CaCOs3 17 g
CuS804. 5H20 0,3333 g
FeS04.7H20 001 g
ZnS04 . 7H20 0,05 g
MnSO4 . 4H20 004 g
CoClz. 6H20 0,002 g
(NH4¢}sMe7024 . 4 H20 0,001 g
sodnd sl diethylbarbituratu 2 g
H20 1000
pH pfed sterilizaci 6,8 g
pH po sterilizaci 6,3 g
RFB 2244
glukdza 126,5 g
CaCoOs3 9,5 g
mouka z burskych oFigkd 25 g
sGjova mouka 10 g
(NH4)2504 1 g
MgSO04 . 7H20 1 g
FeS0O4.7H20 001 g
CuS04. 5H20 0,0033 g
ZnS04 . 7H20 0,050 g
MnSQ4. 5H20 0,004 g
CoClz . 6H20 . 0,002 g
(NH4)eMe7024 . 4H20 0,001 g
sodnd sl diethylbarbiturat 1,5 g
pH pfed sterilizaci upraveno

15% NaOH 74 g
PH po sterilizaci 6,2 aZ 6,3

Do kaZdé baiiky s obsahem 50 ml prostie-
di bylo pfiddno 0,2 ml protip&nivého pro-
stfedku (Antifoam A). TotéZ prost¥ed! bylo
pfipraveno i bez sodné soli diethylbarbitur4-
tu pro srovnédvaci fermentace. Podminky fer-
mentace jsou uvedeny v tabulkdch 1 a 2
spolu s vytéZky rifamycinu B.
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Tabulka 1
Kmen Rifamycin B v prost¥edi v ug/ml
s barbiturdatem bez barbituratu
Streptomyces
mediterranei ATCC 13685 2210 390(*)
Mutanta M 18 ATCC 21789 2290 2240
(*) vysledek znamend horni hranici mnoZz- prostfedi RFB 2244 s 1,5 g diethylbarbiturd-
stvi rifamycinu B, protoZe pfitomnost dal- tu sodného na litr nebo bez této sloudeniny. -
Sich sloZek komplexu rusi analyzu. Fermentace byla provadéna 190 hodin pfi
Jako fermentaéniho prostfedi bylo uZito teploté 28 °C. '
Tabulka 2
Kmen Rifamycin B (ug/ml) Rifamycin komplex (ug/ml)
5 barbitu- bez barbitu- s barbitu- bez barbi-
ratem ratu ratem turdtu
Streptomyces
mediterranei
ATCC 13685 344 <107 <10 99
Mutant M 18 ‘
ATCC 21789 580 513 <10 <10
PouZité fermentacni prostfedi bylc pro- optick# hustoty pii 450 nm a srovndnim se
sttedi RFB 744 s 1,5 diethylbarbiturdtu sod- vzorkem, ktery je zFedén ethylalkoholem s
ného na litr nebo bez této sloudeniny. Fer- obsahem 1% kyseliny aspargoveé. ’
mentace byla provddé&na na fotani tfepacce _
144 hodin p¥i teploté 28 °C. Popis kmene Streptomyces mediterranei
Obsah rifamycinu B ve zfiltrovaném Ziv- M 18 ATCC 21789
ném prostfedi byl urcovadn diferencidlni
spektrofotometrii podle publikace Pasqua Ristové vlastnosti kmene Streptomyces
lucci et. al., Journal of Pharmaceutical Sci- mediterranei a jeho mutanty M 18 bylo pro-
ences, 59, 685, 1970. vadsno tak, Ze tyto kmeny byly péstovany
na raznych standardnich prostfedich podle
Stanoveni rifamycinového komplexu Gottlieba a Shirlinga (Methods of characte-
rization of Streptomyces species, Intern. J.
Vzorky fermentagniho prostfedi byly u- Syst. Bact. 16, 313—340, 1966), mimoto byla
praveny na pH 2,0 kyselinou solnou a extra- jestd uZita né&kterd dalsi Zivna prostfedi, do-
hovany ethylacetdtem. Organicky extrakt byl poruéovand Waksmanem (The actionomyce-
pak extrahovan fosfdtovym pufrem o pH tes, sv. II, The William a Wilkings Co,,
7,38. Za téchto podminek je pufrem extraho- 1961).
van rifamycin B, kdeZto rifamycinovy kom- V nésledujicich tabulkdch jsou uvedeny
plex zlistdvd v organické fazi. V ethylaceta- ristové vlastnosti kmend M 18 ATCC 21789
tovém roztoku se pak rifamycinovy kom- a Streptomyces mediterranei ATCC 13685.
plex stanovi spektrofotometricky méfenim 4
Tabulka 3
VyuZiti uhlikatych slougenin kmenem Streptomyces mediterranei a mutantou M 18.
Zdroj uhliku Streptomyces mediterranei Mutanta M 18
' ATCC 13685 ATCC 21789
Inositol 4
Fruktbza —+-
Rhamnéza
Xyloza -+ —++
Ratfin6za — —
Arabin6za —+4 4
Celuloza — —
Sachar6za
(pozitivni kon.) 4 ++

bez zdroje uhliku
(negativni kontrola) — —
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Tabulka 4

Srovndni morfologickych a rlistovych vlastnosti kmene Streptomyces mediterranei ATCC 13685

Prostfedi

a mutanty M 18 ATCC 21789

Streptomyces mediterranei
ATCC 13685

Streptomyces mediterranei
M 18 ATCC 21789

Agar s ovesnou moukou

Agar s extraktem z kvasnic a
glukézou

Prostfedi ¢. 2 podle Gottlieba
a Shirlinga

Emersoniiv agar s glukézou

Bennettiiv agar

Panasseyliv agar

Agar s extraktem z kvasnic a
melasou

Czapek-Doxtv agar s glukézou

Agar s bramborem

Agar s gluk0zou a asparaginem

St¥edns dobry rist, hladky
povrch, vegetativni myce-
lium Sedobé&lavé az Zlutavé

s nartiZovélou spodni stra-

nou, mycelium na vzduchu
bélavé s nartiZovélou zadni
stranou,

stopy Zlutavého roz-
pustného pigmentu

Bohaty rist, barva Zlutava
aZ rdZova s hrubym povr-
chem, mycelium na vzduchu
velmi chudé, Zivné prostfedi
neni zbarveno

Bohaty rist, kultura Zlut4

aZ riZovooranZovd s hrubym
povrchem, vzdus§né mycelium
velmi chudé, nartiZovélé,
Zivné prostredi se nebarvi
Dobry riist, kultura #lutd az
oranZové ¥lutd, mycelium

na vzduchu nartZovéleg,
rozpustny pigment svétle
hnédy

Spatny rist

Bohaty rist, povreh drsny,
bezbarvy aZ Zlutavy, vzdus-
né mycelium Zlutavé, tmavé
hn&dy rozpustny pigment

Rist je velmi chudy,

povrch kultury jemny,
bezbarvy aZ svétlemelou-
novy, stopy riZovobilého
vzdudného mycelia, rozpust-
ny pigment se netvofi
Chudy rist, povrch jemny

a bezbarvy, stopy bé&lavého
vzdusSného mycelia, roz-
pustny pigment se netvoii
Stfedni riist, hladky povrch,
jemné vegetativni mycelium
barvy svétleoranZové rizové
se Zlutavou zadni stranou,
mycelium na vzduchu se
netvofi, malé mnoZstvi svétle
Zlutého rozpustného
pigmentu

Bohaty rfist, hladky povrch,
vegetativni mycelium
zelenavé aZ oranZoveé s
hnédavymi stiny, vzdusné
mycelium se netvofi,
Zlutozeleny rozpustny
pigment

Bohaty riist, zvrdsnény
povrich, vegetativni mycelium
hnédé s oranZové hnédymi
okraji, stopy riiZové zbar-
veného vzduSného mycelia,
tmavé hnédy rozpustny pigment
Bohaity riist, hladky povrch,
vegetativni mycelium oran-
Zové, vzdudné mycelium se
netvo¥i, zlatoZluty rozpustny
pigment
Mutanta mé bohaty rist,
velmi zvrdsnény povrch,
vegetativni mycelium tmavé
hné&dé s oranZové hnédymi
okraji, stopy riZového
vzduiného mycelia, tmavé
‘hnédy rozpustny pigment
Bohaty rlist s jemnym a,
hladkym povrchem,
vegetativni mycelium svétle
oranZové, vzduiné mycelium
se netvofi, stopy svétle-
Zlutého rozpustného
pigmentu
Bohaty riist s velmi zvras-
nénym povrchem, vegetativni
mycelium ¢ernchnédé s
cranZové hnédymi okraji,
stapy riZového vzdusdného
mycelia, tmavé Zlutookrovy
rozpustny pigment
Bohaty rist, hladky povrch,
vegetativnl mycelium
svétle oranZové, vzdusné
mycelium se netvoii,
rozpustny svétle citronove
Zluty pigment
Bohaty riist, hladky povrch,
vegetativni mycelium
hné&dortZové

Bohaty riist, hladky povrch,
oranZové vegetativni
mycelium, vzdudné mycelium,
se netvofi, stopy citronové
Zlutého rozpustného
pigmentu
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Stre'ptomyces mediterranei
ATCC 13685

Streptomyces mediterranei
M 18 ATCC 21789 '

Agar s asparaginem (Zivné pro-
stfedi & 5 podle Gottlieba a
Shirlinga)

Zivny agar

Pridhamiv agar

Agar se Skrobem (prostiedi &.
4 podle Gottlieba a Shirlinga)

Agar s dextroou a triptonem

Hickeyllv a Tresnerdv agar s
kobaltem

Agar s tyrosinem
[prostfedi €. 7 podle
Gottlieba a Shirlinga)

Agar s maleinanem
vapenatym

Zelatina

Buj6n s dusi¢nany

Stifedni rast, hladky povreh,
jemné vegetativni mycelium
barvy svétleoranZové riZové
se Zlutavou zadni stranou,
mycelium na vzduchu se
netvori, malé mnoZstvi
svétle Zlutavého rozpustného
pigmentu

Stredn& dobry rist, hladky
povrch, kultura melounova
aZ oranZovd se Zlutavé
oranZovou zadni stranou,
vzdusné mycelium raZovo-
bilé; rozpustny pigment se
netvof{

Mirny rist, povrch kulturv
hladky, bezbarvy s gerve-
nymi skvrnami, mycelium
na vzduchu riZovié, Zivné
prosti‘edi se nebarvi

Spatny rtst, kultura bezbarva
aZ svétle oranZové ruZova.
Chudé bilé vzdusSné myce-
lium, hydrolyza za S$krobu
pochybné

Bohaty riist, kultura
oranZové riZova se zadni
stranou ZlatoZlutou aZ
ocranZovou, razové vzdusné
mycelium, svétle zlatoZluty
rozustny pigment

Dobry riist, kultura Sedobild
a7 svétle rtiZovo-oranZova,
narttZovélé vzdusné myce-
lium, Zlutavy rozpustny
pigment

Spatny riist

Dabry rist, kultura bezbarva,
mycelium na vzduchu bilé

s riiZovym nddechem,
rozpustny pigment se
netvofi, maleinan vdpenaty
se fdstecné travi ’

Nedochdzi k pigmentaci,
zkapalnéni je pomalé a
nedokonalé

Riist na povrchu s nar@iZo-
v8lym vzduSnym my-
celiem, nedochézi k redukeci
na dusitany, barva bujénu
se méni na Zlutavou

Bohaty riist, jemny a
hladky povrch, svétleoran-
Zové vegetativnl mycelium,
vzdusné mycelium

ani rozpustny pigment se
netvori

Bohaty rist, hladky povrch,
oranZové vegetativni
mycelium, vzdusné mycelium
se netvori, svétle Zluty
rozpustny pigment

Bohaty riist, hladky povrch,
vegetativni mycelium svétle
ocranZovié s malymi
skvrnami cihlové ¢ervené
barvy, stopy riZového
vzdudného mycelia, Zluty
rozpustny pigment

Bohaty rist, hladky povrch,
vegetativni mycelium syté
oranZové s hngdavymi
stiny, vzdusné mycelium
riZové a bohaté, chromové
Zluty rozpustny pigment,
hydrolyza Skrobu negativni
Bohaty rist, zvrasnény
povrch, vegetativni myce-
lium oranZové, vzdusné
mycelium se netvofi, Zluty
rozpustny pigment

Bohaty rist, hladky povrch,
vegetativni mycelium
hné&dortZové, stopy riiZového
vzdusného mycelia,
hnédoriiZovy rozpustny
pigment .

Bohaty rlist, zvrdsnény
povrch, vegetativni mycelium
syt8oranZové s hnédavym
nddechem, vzdusné myce-
lium se netvofi, Zluty roz-
pustny pigment, reakce na
tyrosindzu silné pozitivni
Stfedné dobry rist, hladky
povrch, vegetativni mycelium
svétle oranZové, mycelium
na vzduchu se netvofi,

svétle citrénové Zluty
rozpustny pigment, k
natraveni maleinanu
vépenatého témé¥ nedochazi
Nedochdzi k pigmentaci,
zkapalnéni Zelatiny je
pozitivni

Riist na povrchu s nartiZo-
vélym vzduSnym myceliem,
dochéazi k redukci dusi¢nant,
barva bujonu se méni na
Zlutavou
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Prostredi

Streptomyces mediterranei
ATCC 13685

Streptomyces mediterranei
M 18 ATCC 21789

Lakmusové mléko

Nedochéazi k peptonizaci
ani koagulaci, slab&

Nedochdzi ke koagulaci
ani k peptonizaci

alkalick§ reakce

Agar s odstfedénym
milékem

se netvori
Agar s peptonem, extraktem
z kvasnic a Zelezem
(prostredi €. 6 podle
Gottlieba a Shirlinga)

Poznamka:

Bohaty rist, hladky povrch,
vegetativni mycelium
oranZové, pozitivni hydro-
lyza kaseinu, rdZové vzdudné
mycelium, rozpustny pigment

Stfedné& dobry rist, hladky
povrch, kultura bezbarva,
stopy b&lavého vzduiného
mycelia, rozpustny pigment
se netvori, produkce siro-
vodiku negativni

Bohaty rist, hladky povrch,
vegetativni mycelium
oranZové, zlatoZluty
rozpustny pigment, mycelium
na vzduchu se netvofi, siln&
pozitivni hydrolyza kaseinu
Stfedné& dobry rist, jemny
hladky povrch, kultura
bezbarv4, bez vzdusného
mycelia, rozpustny pigment
se netvofi, produkce siro-
vodiku je negativni

Stanovenl barev bylo provedeno podle Maerza a Paula (A dictionary of colour,

McGraw-Hill, Inc. N. Y. 1950).

PREDMET VYNALEZU

Zplsob vyroby antibiotika rifamycinu B,
vyznacujici se tim, Ze se péstuje za aerob-
nich podminek kmen Streptomyces Medi-
terranei M 18 ATCC 21789 ve vodn&m Ziv-
ném prostfedi, a to v prostifedi o sloZeni

glukodza 96 g
siran amonny 15 g
dihydrofosforednan draselny 2 g
siran hofecnaty heptahydrat 1 g
uhli¢itan vépenaty 17 g
siran médnaty pentahydréat 0,0033 g
siran Zeleznaty heptahydrat 0,01 g
siran zineCnaty heptahydrét 005 g
siran manganaty tetrahydréat 0,04 ¢
chlorid kobaltnaty heptahydrat 0,002 g
heptamolybdenan Sestiamonny

tetrahydrat 0,001 g
voda 1000 mi
popfipadé
diethylbarbituran sodny 2 g

neho v prostfedi o sloZeni

gluksza 128,5 g
uhli¢itan vapenaty 9,5 g
mouka z burskych ofiski 25 g
s6jovd mouka 10 g
siran amonny 1 g
siran hofefnaty hexahydrat 1 g
siran Zeleznaty heptahydrat 0,01 g
siran m&dnaty pentahydrat 0,0033 g
siran zinefnaty heptahydrat 0,050 g
siran manganaty pentahydrat 0,004 g

chlorid kobaltnaty hexahydrat 0,002 g
heptamolybdenan $estiamonny

tetrahydrat 0,001 g
voda 1000 ml
popfFipadé
diethylbarbituran sodny 15 g

Zivné prostfedi se nejprve sterilizuje, nadeZ
se provadi fermentace pii teplotd 25 aZ 35
stupiifi Celsia po dobu 140 aZ 200 hodin,
fermentaéni prostfedi se pak upravi na pH
2,0 kyselinou chlorovodikovou, extrahuje se
ethylacetdtem a rifamycin B se z organic-
kého extraktu izooluje extrakci fosfatovym
pufrem o pH 7,38.

Severografia, n. p., zdvod 7, Most



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

