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Farmaceutycznie istotne substancje, takie jak metabolity wtdrne
mikroorganizmdéw oraz enzymy, produkowane sa w gltownej
mierze przez bakterie i grzyby strzepkowe [Del Carratore i in.
2022:102762; Seca, Pinto 2019:66]. Do mikroorganizmdw strzep-
kowych najszerzej wykorzystywanych w bioprocesach na skale
przemystowa, w szczegdlnosci do biosyntezy antybiotykow,
naleza promieniowce. Jednym z przyktadow tych pozytecznych,
gram dodatnich nitkowych bakterii jest Streptomyces rimosus. Pod-
stawowymi sposobami stymulowania mikroorganizméw do pro-
dukcji metabolitéw wtdrnych jest manipulacja warunkami wzrostu
i skladem pozywki hodowlanej [Bode i in., 2002:619-627])
Z kolei ilo$¢ wegla i azotu uzytego w tym dzialaniu jest jednym
z najsilniejszych czynnikéw wptywajacych na procesy biosyn-
tezy metabolitoéw. Z tego powodu w niniejszej pracy zbadano
wplyw poczatkowego stezenia zrodla wegla (glukoza) i azotu
(ekstrakt drozdzowy) na powstawanie osiemnastu metabolitow
wtoérnych Streptomyces rimosus ATCC 10970 oraz rozwdj morfo-
logiczny tego promieniowca w hodowlach bioreaktorowych.
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Materialy i metody

Przeprowadzono serie hodowli S. rimosus ATCC 10970 w 51
bioreaktorach zbiornikowych mieszadtlowych BIOSTAT® B
(Sartorius). Poczatkowy skiad pozywek hodowlanych roznit
si¢ stezeniem zrddia wegla (glukoza) lub stezeniem zrédia azo-
tu (ekstrakt drozdzowy). Testowano nastepujace kombinacje.
Do badania wplywu zrdédla azotu zastosowano trzy podioza
zawierajace 1, 5 lub 20 g L' ekstraktu drozdzowego przy 20 g L™
glukozy. Do zbadania wptywu zrodia wegla zastosowano wa-
rianty: 0; 3,5, 7,01 20,0 g L glukozy przy 5 g L™ ekstraktu droz-
dzowego. Pozostata ilos¢ sktadnikéw byta taka sama dla kazde-
go wariantu hodowli.

Analiza metabolitow wtornych, sktadu podidz oraz
morfologii S. rimosus

Probki zawartosci bioreaktoréow pobierano co 24 godziny. Me-
tabolity wtérne obecne w przesaczach oraz sktadniki podtozy
analizowano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej (AQUITY-UPLC®) z wykorzystaniem kolumny BEH Shield
RP18 w ukladzie faz odwrdconych (2,1 mm x 100 mm x 1,7 pm)
iw potaczeniu z wysokorozdzielcza spektrometrig mas (ACQUITY-
-SYNAPT G2, Waters, USA).

Wyniki i wnioski

Niska poczatkowa ilos¢ ekstraktu drozdzowego na poziomie
1 g L' spowodowata silnie ograniczony azotem wzrost biomasy,
ktorejilos¢ nie przekraczata 2 g x L' w 96 godzinie. Natomiast duza
poczatkowa dostepnosc azotu (20 g L ekstraktu drozdzowego)
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spowodowata wzrost ilosci biomasy do 13 g x L' w 96 godzinie.
Efekt zmiany poczatkowego stezenia glukozy (zrédia wegla)
nie byl tak spektakularny, jak w przypadku Zrédla azotu. Gdy
poczatkowe stezenie glukozy wzrastato, ilos¢ powstajacej bio-
masy byta proporcjonalnie wigksza.

Podczas eksperymentéw zidentyfikowano 18 metabolitow
wtornych S. rimosus. Ponizej oméwiono najwazniejsze wyniki.
Wysokie poczatkowe stezenie azotu organicznego nie sprzyjato
powstawaniu metabolitéw wtoérnych z grupy oksytetracyklin.
W eksperymencie z ekstraktem drozdzowym w stezeniu 20 g L™
nie wykryto zaréwno oksytetracykliny, jak i 2-acetylo-2-dekar-
boksyamidooksytetracykliny. Niski poziom azotu organicznego
(1 g L ekstraktu drozdzowego) sprzyjat bardziej 2-acetylo-2-de-
karboksyamidooksytetracyklinie, niz samej oksytetracyklinie.
Istniata wyrazna korelacja dla trzech wykrytych rymocydyn.
Dla wszystkich z nich optymalnym stezeniem ekstraktu drozdzo-
wego w podlozu bylto 5 g L. To samo dotyczyto turgicheliny,
lucensomycyny, nienazwanej angucykliny, 7-dimetylo-gluko-
pierycydyny A oraz milbemycyn. Jednak dla milbemycyny
a, + 4[O] jej poziomy byty porownywalne zaréwno dla 1, jak
i 20 g L! ekstraktu drozdzowego. Cztery pozostate metabolity
wykazaly zupelnie inng korelacje z poczatkowym stezeniem
azotu organicznego. Mowa o kwasie lorneinowym ], enami-
nomycynie B, spinoksazynie A i 2-metylotio-cis-zeatynie.
Ich poziomy przy 1 g L* ekstraktu drozdzowego byly bliskie
zeru, a ich najwyzszy sygnal wykryto w eksperymentach z naj-
wiekszym poczatkowym stezeniem azotu organicznego w pod-
tozu20 g L.
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Rys. 1. Wptyw poczatkowego stezenia azotu (ekstrakt drozdzowy)
na biosynteze wybranych metabolitow wtornych S. rimosus:
A — oksytetracyklina, B — rymocydyna,
C - kwas lorneinowy J, D — spinoksazyna A
Zrédto: opracowanie wlasne.

Wptyw poczatkowego stezenia glukozy na metabolizm S. rimosus
byt bardziej przewidywalny. Zwykle w przypadku metabolitow
wtornych ich produkgcja jest silnie zalezna od zrédia wegla, ponie-
waz to wlasnie atomy wegla tworza szkielet weglowy tych stosun-
kowo duzych czasteczek.

Zawarto$¢ azotu oraz wegla w podiozu hodowlanym miata
tez wyrazny wplyw na morfologie S. rimosus, co moglo bezposred-
nio przyczynic si¢ do zmian metabolicznych mikroorganizmu.
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Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze przy deficycie sktadnikéw po-
karmowych (eksperymenty z 1 g L' ekstraktu drozdzowego
i0 gL glukozy) S. rimosus tworzyt okragte, regularne aglomeraty
zwane peletkami. Zwiekszenie ilosci azotu i wegla w podtozu
prowadzilo do wzrostu mikroorganizmu w postaci mniejszych
form typu clump oraz grzybni rozproszonej.

Niniejsze badania zostaly wykonane w ramach projektu UMO-
2021/43/B/ST8/00268 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
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