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VBog

Cmpenmouuqemume kamo munuqnu noqBexu rvrukpoopaaxu3Mu ce HaMupam nog
Btege[cmBuemo Ha npoMenflulama ce ct8kynuocm om Mexanuquu, Qusuunu, xuMurlHu u
6uo.rroauquu rlakmopu Ha cpegama. 3a ga rtaoeam ga ctuqecm8yBam npu mesu,
uenpektcuamo npoMeurulu ce ycao8ux, me mpa66a ga ca B sbcmoruue ga ynpaE,u8am
czroi<nume 6uocunmemu.ruu npoqecu u ga nacoqBam agek8amuo pa6omama ua
uema6oaumnu, cu anapam. ToBa ce ocuulecm8x8a ,rpes xac,regcm8euo sakpeneuu,
caoiaru u Quno 6alancupaxu, peeylamopuu Mexauu3Mu, ocuaypa8aqu ukonopruqnocm u
Bucoka cmeneu ua koopguuaqus na Mema6olurnuume npoqecu.

Peakquume na mp8uuuua prema6oaugtrr,t, ugeumuquu sa Ecu.rku rku8u ctulecm8a,
npomuqam c Bucoka cnequQuuuocm u o6eeneqa8am kaemkama c neo6xogurrrume
6uocuamemuqnu Meguamopu, eHepeu, u couqecmBexu rurakpovoaekyru kamo [HK, PHK,
npomeuEu, aunugu, no^u3ulxapugu u gp.

Hskou makcoHoMut{Hu apynu ue*<gy koumo u cmpenmoMuqemume , uanorrsBaiiku
eguH ulu gpye om ocno8nume eu3uMu ulu cnequirlllu cuumemasu, ca cnoco6xu ga
cuHme3upam cnequQuuuu uema6oaumu c xeo6u.ra[Ha xuMuqua cmpykmypa EapeqeEu-
Emopuuuu rrrema6orrumu. Mnoao om rrrrx ca npousBognu na ue*gunnu uema6oaumu om
qenmpirnrume nbmuula ua nrp8uunua uema6oaugru. Bmopuuuume vema6oaumu ce
cuume3upam npu eolsMo pasnoo6paaue ua 6uocuumemuauume nbmuula, koumo ce
peey^upam no kounaekcell EaquH. AkmuBupanemo Ha onpege^eB nbm ce Ezruse om
npupogama u kouqenmpaqufima Ha B'oalepognume, asorrurume u Qoc<famnume
u3moamuqu, npu onpegelenu ycrro8ur Ha xpauumelen pe:kuu. Tosu mun koumpolr e
Eucoko cnequQuuex sa Sceku qau u garke ga Sceku npogyqupaE Emopuuex uema6oaum.

Ctqecm8yBam Mnoeo HercEomu ofllEocllo Ssaur,rogefcmBuemo r,re:kgy ntp8uueu u
Bmopuueu uema6olugtu u Mexanu3Mume Ha lokaana u aao6aana peey aqur.
f,r,o6azrxume peay^amopHu cucmeMu ca me3u, koumo nomenqua^Ho koumpo,rupam
Haqalomo na Smopuuuua uema6oluetu na 6agama c'urqecmByBau-1omo Esauuogeiicm8ue
rure:kgy ycaoBuflma Ea cpegama u npogyqeuma ua 6uoaoauqxo akmu8xu Beqecm8a.
Haqunum no koiimo unQopuaquxma ( xpanumerura ulu c gpyea npupoga ) ce npe8et<ga
ktr.a peey amopHume zeuu, quumo npogykmu akmu8upam c"uom8emxume
6uocunmemuqnu eeuu, e Bce oule ueugBecmen. Cla6o ca. npofreHu eu3uMume u
peaylaqutrma ua uema6ozru3Ma na aalckosama npu akmuuouuqemume, I moBa quclo u
cmpenmoMuqemume.

Cpa8numerruomo uayra8aue ra S. albogriseolus 444 u Ha neaoBuq uuckonpogykmu8eu
Bapuanrn" upes uscnegBaue Ha nskou acnekmu na ntp8urnua vema6oaugtv u no-
cnequaluo akmu8upauemo Ha eu3uMu, yracm8aqu B kama6olugupaEemo na 3axapu,
eHepeemuqnuq uema6orrug'ur"r I ct.remauue c guQepenquaquama Ea
cmpenmoMurlernuama kaemka, 6u uoerro ga gonpunece sa ugenmuQukaquama na oH3u
xunomemuqeu cuenal, omao8open ea ntpEonaualluomo Ekalro.lEaHe na Emopuuuua
uema6oaugtu

t
I

flognaBauemo

Ile,r u 3agarru

Ha BaauuogetcmBuemo ue>kgy. mp8uunua u Bmopuunua

ruema6o,rugtu npu r'rukpoopaanu3Mume - npogyqeumu ua 6uoaoauquu Eeulecm8a, koemo

e ocuo$a ea paskpu$ane pezy6amopnume MexaBu3Mu lla npoqecume na guQepenquaqua u

CuHme3a na BmOpUuuu rUema6Ozrumu Onpegels rleillna Ha Hacm6trUqs gugepmaquoneg

mpyg: ga ce npoyram pa3^uqHu acnekmu om ntpBuunua uema6orrugtvr ua S.

albogriseolus 444 u teao}us nuckonpogykmuBen Bapuanm.

3a nocmueaxemo na ua6err.s3auama qel 6qxa rlocma8euu clegnume Sagaqu:

1. Cpa8nume,uro usyra8ane Ea eE3uMu, yracm8atqu I ooro8nu r'rema6oaumnu

n'bmuula ( flom na Erra6geu-MauepxoQ-flapnac, fleumoso{locQamnua qukt,r" Uukta

na mpul&p6ono8ume kuceaunu), npu S. albogriseolus 444 u xeao8us nuckonpogykmu8eu

Oapuarm.

2. lAzcteg}ate na eH3uMa I'I4[ kuHasa, kamo kalcqoB exsuu koopguuupaul

ocnoBnume kama6oaumnu u aua6o,rumuu npoqecu r,rplu S. albogriseolus 444.

3. Tlsoaupane ua uer'r6panxoc8tpsana AT(Dasa om ulaMa - npogyqeum u neeo8u,

nuckonpogykmuBen Eapuanm. u usyra8ane fracmuemo u B enepaoo6e3ne,raBanemo u

nogtp>kanemo xoMeocma3a na krremkama.

4. I4syra$aue Ha cugme3ama ua ekcmpaqe1y6apHu npomeo6umuqgu engurrru om S.

albogriseolus 444 u neao8uq xuckonpogykmu$en Eapuanm B npoqeca na pas8umuemo uu I
mequu u m8rpgu xpanumeluu cpegu u po rma ua me3u eE3uMu B guQepeuquaqruma Ha

ur,auo8eme.

5. 3uaqenuemo na kanque8ume tonu kamo e<fekmop ua Quauoaoeuunua omaoSop I
cmpenmoMurlernuama kaemka.

6. Izlscaeg8aue E.rrusuuemo na co6cmBenonpogyqupaHrul aumu6uomuk Etpxy

pacmerka, guQepenquaquqma u uema6oaumuama akmu8uocm Ea .S. albogriseolus 444 t1

ueao8us uuckonpogykmuBeu Bapuanm.



Mamepua,ru u Memogu

1. MukpoopealrusMu u yc,roBua aa ky,rmu8upaue
1.1. Mukpoopaanu3Mu:
O6ekm na usirregBane e r4ay- Streptomyces albogriseolus 444 (Togopo6 u gp., 1981). u

ueaoB nuckonpogykmu8en Bapuaum Streptomyces albogriseolus 444-0 (Aumouo8a u gp.,

1gg6), npegocmaEenu om koaekqusma ua kamegpama no "o6qa- u npoMuur^eHa

rnrukpo6uoaoaux". flpogyUeum e Ha anmu6uomuqen kounlekc c urupok anmuuukpo6eu

cnekmtp (TogopoB u gp., 1981), B crcmaEa ua kotmo ca onpege^elru mpu korr,rnoneuma -

,orrue-ipe*,-n-orrueno8 u rraakpoaugen. I4umepec npegcmaE,rx8a npomuBo8upycuomo

gelcm3ui Ha no^uemepH'fi kounonenm (A-444, nanga6up, uuaepuquu), kotmo
npume:ha8a tiono<fopnu cBoiicmBa'

1.2. Tecm kyamypa - Axmu6uomu.ruomo gelcm8ue 6e ugnum8ano cpeuy mecm -

Bacillus subtilis.ATCC 6633.

1.3. Xpauume^Hu cpegu:
- floggrrpd<anemo Ha cmpenmoMuqelnuume qauo8e -Muueparura
- flolyra8ane na gtaOouuunu cnopu - cpega FM (Ochi' 1987).

- floafra8ane ua Eugyuruu cnopu - cpegu ISP2, Munepaana cpega 1 no Fayae

- Kyzrmu8upane Ha mecm -ky,rmypa B. subtilis ATCC 6633 -xpaHumeNra cpega cbc

c1egHufl ctcma$ (g/l): KH2POa - 0.45, K2HPO4 - 0.64, uecen ekcmpakm - 2.5, z,rlokosa-10'

azap-l;pH-6.9 -7.2- 
.- fioayuaBane ua npomonlacmu- xpauume a cpega YEME (Hopwood et al., 1'985).

- ,ftrr6ouuuuo ky,rmuBupaue - I xpaHume^nu cpegu: r'aogu<[uqupaHa Muuepaana

cpega I no layse (c aalokosa- 20 gfi)tcpega FM (Ochi, 1986).

I.4. Vcao8u.n ua kymu8upane:
B ea8ucuuocm om qelrna ua uecrregBanuf,ma qaMo8eme 6qxa kyrlmu8upauu npu

280C, Stpxy aeapo8u cpegu - Muuepaaua cpega I no fayse, ISP2 (8tB Bug na nlbmeu
pacme>k) u I me,{nu xpanumeluu cpegu- FM, uoguQuqupaua Muueparrxa cpega I' no

iayae(c aalokoea) u YEME, c npogta:kumeluocm cnopeg qe^Ina Ha ekcnepur"renmume.

,[u,r6ouuxuomo kyamuBupane ta s. albogriseolus 444 u HeaoEus nuckonpogykmuEeu

Bapuanm 6e octrUecm8eno I Eplenualepo$u kozr6u c Euecmur'rocm 500 ml, ctgtp*aqu
tOb nrl om coom8emnama cpega, Ha pomaquonen kaamaqen anapam nptt 220 o6/min, I
ycaoBuama ua I g8ycmeneuua Qepuenmaqrur. Koau'recmEomo na noceBnus Mamepuatl,

ugnorrsBaH sa unokylupane na noce8nama cpega 6e lVo (cnopO&a cycneusu, c ebcmoma Ha

cnopume 10'/rnl). KorruqecmEomo na uuokyayua sa nocsBate ua Qepr'reumaquouuume
cpegu 6e 5Vo (Beeemamu8eu r"ruqea).

1.4. Ilo,ryra8ane na cnopo8a cycnensufl - no Memoga ua(Hopwood et al., 1985).

1.5. Vcao8ur ua alagy8aue:
Muqeatm ua go6pe pasBuma 48 qacoBa kyrrmypa ua g8ama Eapuauma Ha ulaMa 6e

npoMum gBykpamxo cbc cmepuleH Qusuoaoeuuen pasmBop u npex8tplen B 1fi) ml cpega

(Munepaana cpega 1 no fay3e uau FM), ctgtpd<aqa cnopeg qeruna Ha ekcnepulraenma

CaCl2B pa:rluqnu koqenmpaquu (1.5 ,5 u 30 mM) uau I 1ff) ml cpega FM, 6eg egun om
c1egnume kounonexmu: nenmgH, rlocQam, errlckoga. B H-skou ekcnepuuenmu 6e gO6aBxx

korra lpepuenmaquouuama cpega uueepuquE, B paerruuuu konqexmpaquu(1,5,10'50 u 1fi)

PClrrl)

2. Memogu Ha u3caeg8ane
2.1. Euoxunruuuu usc,reg8anux
2. 1. l.Onpeqe,rgue na akmu6uocmma ensurru om EralepoqHut Mema6oausbrr.
AkmuBnocmma uM e onpegeaana B guuauuka:
MaramgexugpozeHa3a (E.K.1.1.1.37)- cnekmpo<fomoMempuquo npu 340 nm

(Bergmeyer&Bertet 7974), no yBezruuexuemo Ha onmu,reckama nlt'Iltuocm I pesy,rmam na

pegykquama na HA,{ B npuctcm8ue Ha Malam;
f,dokogo-6-Qocrfam gexugpoaeuaea ([-e,rlokoso-6-Qoc<[am HAA@ okcugo-

pegykmasa (EKl.1.1.49) - no Memoga na Kuby et al. (1966);
A,rgoaasa(Qpykmogo-1-6 guQoc<[am-.fl-zluqepalgexug-3-QocQamruan,E.K.4.l.2.l3)

-ko,ropuuempuquo qpe3 uarr,repBane na aakaruroura6uzrnuq Qoc<pop'ua mpuosoQocQamume
(CeBepun & CoaoBeB, 1989),

llupyBam kunasa (AT@:nupyBam-<[ocQompauc(pepaaa, EK 2.7.1.40)- cnekmpo-

QomornrempuuHo npu 340 nrr,r, c aomoB mecm Ha $ttpv,ama Boeinger Mannheim GmbH
Cykquuam-geHxugpoeeuasa (E.K. 1.3.99.1.) omuemena e kolopur'aempuuuo,. npu 420

nm cykquuam Qepuquauug-pegykmasuama akmuBnocm ( Munko8, 1985).

?.l,2.Izlsvqa8aue AT0 cuumemasuu.fl (ATOaseH) koprnaekc na 6uo,roauquume

,r.repr6pauu npu S. allogriseolus 444 u neao8ur uuckonpoqykmu8en Eapuaum:
- [so,rupane -na *rerr6pauna rfpakqua:
OctqecmBeuo e qpe3 paspyrua8ane Ea Muqela B 0.32 M 3,xapo3a, c noMoulma Ha

kBapqo8 nqcbk u e,rekmpolraexanuuua 6tpkarrka (4000 o6/min), I perkurr,r om mpu quktaa
no 15 min npu 0 -4oC u g8ycmenenno"qenmpoQyaupaHe npu 1000x g ga 5 rraun u 5000x g sa

20 uuu.(Beckman JA-20) i
- Paspyrua6ane Ha cnopu - na yampas8ykoB geaunmeapamop mun UD-20 (flolura),

npu pa6omna qecmoma 22 t L.65 kHz, arvrnirumyga 2-lO pm u ekcnosuquq 10 cekyrgu,
(pa6omeu pedcur'r 10 ntmu x 10 cekyngu), Ha AegeHa 6anx (0 -4"C).

- Co,rl'o6uausupa'e na QakmoP F1

3a usozrupaue Ha eE3uMa I pasmEopuua (fopr.aa 6e ugno.rg8au Memoga na Pedersen et
al., (Pedersen et al., 1984) B r'.rogu<fukaqua (Muuko8, 1985).

.Onpege,rxne na AT(DasEa akmu8nocm .

O6qama AT(Daaua akmuBnocm Ha npomonlacmu, Beaemamu8nu uuqeau u cnopu,
nolfreHu npu pa3lurrHu ycao8ux ud kyrtmu8upaHe, e onpegeltua no koau.recmEomo na
omgeleHu, ueopzauuqeH Qocr[am c rraogur[uqupaH Memog xa Fiske & Subarow (no
MuukoB, 1986) u (urtu) no no8uura8auemo na konqenmpaqurma ua Eogopoguume iionu I
peakquounama cpega (Shange & Nishimura, 1967).

- llo,ryua8ane na npomonaacmu - no Memoga ua Hopwood (Hopwood, et a1.,1985) I
r'roguQukaqua na Hayen (Hayeu, 1990)

2.1.3. Onpeqe,r.sne Ea HAII+ kunagHa akmu8nocm.
HA'u+ kuHasHa akmu8nocm ua guar usupanu 6egkrremoqxu ekcmpakmu om

ky,rmypume B gunar'ruka urru I ekcnoueuqualna Qasa na pacmed< 6e onpegeaeua no
o6pasy6auua HA'[O B xoga ua eu3uMBama peakqua npu 30oC, I 1 ml peakquorura cpega.
Pegyuupauemo ua o6paayBauuq HM(D 6e onpegeaeno'na cnekmpoQomor'aempuuno npu
340 nm (KouemoB, 1971) B eH3uMHa peakqur npu fracmuemo ua HA,[(D cnequQuuna
a.tlckoao-6Q-gexugpoeena3a (Serva) u u3rrucleH cbelacHo ![opvyaama:

r r aA340.3.n(J = 

-,krgemo:U-koauuecmBomo 

HM(DI{z(nmoVh), n - paspe*gme6'22 
*;-,r;uHffiH:"mffir-H1liflffi.*

4

cpega 1 no fayse



2.1,4. Onpege,rrne ua ekcmpaueay,rapuama nuompasna akmu8uqcm
(1946) npu cy6cmpam kageun (10 mg/rnl)'

Egna Kuni-tz eguguqa ce ge,[unupa kamo kozruqecmBomo eB3uM, koemo npu ycrro$uama

,u'npo.urur""na peakquami npegus6uk3a usMeHegue Ha a6cop6quflma paBgo na 0,001 .

Xugpoirusama ua cuHmemuqHufi cy6cmpam N-6eueou,t-apeuEuH p-Humpoanu^ug

(EAIIHX) 6eure onpegeamra qpes cnekmpo4ornoMempuauro u3Mep8ane ko'ruqecmBomo

iu p-ru,,iour*ogu, oiBo6o*<gi8an om neeo. Egua eneur'*ra egu,uqa ce geQunupa kamo

1 pM p-numpoaHa^ug, omge^eH om 1 ml Qumpam om kyamypalnama mequocm sa 1 min.

3. Aua,rumuqHu Memogu

A 57s npo6ama
Kaaquii(moVt) -x2,50,

A51 cmargaPma

3.2. Ko,ruqecm8euo onpeqe,rane ua adokosa'1no Memoga Ea Dubois et a1., (1956).

33. Ko,rUqecm8enO Onpeqe,r.sne na neOpaanU'lnug dOCdam.' nO Memoga Ua Weil-

Malherbe ( 1951).

3.4. Onpeqe,rsHe ua Sumpeklemoquomo cuqupi€Hue ira AT0. - cnekmpooomo-

,"-por*-ili S+O n-, c aomoB mecm Ha ![uprraama Boeringer Mannheim Gy91:
Eesilembqxu;e ekcmpakmu 6axa npeggapume1no genpomeunu3upagu c 0,6 N
nepx^opHa kucenuua

3.5. Onpeoeasne na 6eamok - Ee,rmtqnomo c,bgbpaaHue 8tB rlurrmpamume om

ky,rmypazruume meqgocmu u B 6esklemtuuume ekcmpakmu 6e onpegelrHo no Memoga

"u 
t_o*y (Lowry, 1965), a B ueu6pauuama <ppakqux no Memoga Ha Euypem (ce8epuu &

CoaoBeBa, 1989).

3,7. Anmu6uomuqnama akmu8nocm
Anmu6uomu.mama akmuBHocm Ha <funmpamu om kyrrmyparura meqHOCm Ha ,S.

albogriseolus 444 t sa emauolHu ekcmpakmu oln Muqelu 6e onpegeleua no guQysuounur

*.iriog cpeqy mecm-r,rukpoopeauu3bM B. subtilis 6633 ATCC u uspasrBana I mm

.-"pu"*u ro*u urru B eglmLno ma6^uqama Ha,UMumpue6a (Eaopo8, 1965)'

3.8. Ilo,ruakpulanruqHa ae,r elkmodoneea . SDS - PAGE 6e oc'uqecm$eta$ 10Vo

akpuaanaugen eed no Memoga na Laemly (1970).

3.9. XpomoruamoaPadcku uemogu
-oxapakmepu3upaBe Ea npomeo^umuqnufl kolrllekc, cunme3upau om s.

albogriseolus 444 - c Memogume Ea Bucokoel}ekmu8uama me'{Ba xpovamoapa<}ua npu

c^egHume yc^oBufl:" - ze^-- Qu,rmpaqux - kozroua TSK 2000 sw (7,5 x 300) (Pharmacia LKB)(HPLC) c
e^yupaul 6yrlep c pU 0,S 1O'OS M Na2SO4, 0,02 M Na2HPO)

[onoo6rraenna xpoMamoepaQus - korrona Mono Q (FPLC) 6y<[ep - 0,025 M Tpuc--uuruuulvlvnEa ^yvM4urvql,sYez \_ * 
- -/ -J T -r

HCl, pH 9 u 0,025 M Tpuc- HCl, pH 9 + 1M NaCl. flpuirotr<eu 6e ruueen epagueEm'

-[peuucm0ane ua HA,[+ kuuaga: oo Memoga na FPLC na kozroua "Shimadzu"

r'aoge,r LC 6,4', mun TSK-6-3000SWG c paslaepu 2t,51600 mm u e^yupaul 6yQep Tpuc-HCl'
0'05M' pH=7'4' 

pE3yATA Tvrr[,oECb)q{AHE

A. Enguuu om o6ulufl Mema6oausbM Ha S. albogriseolus 444 t Heeo8u-fl

Huckonpogykmu8en 0apuanm
l.Bre,repogna o6MflHa u anmu6uomuqHa cunme3a npu S. albogriseolus

444 a teeoBufl nuckonpogykmu8eH Bapuaum.

Kamo ntp8u eman I Hatuama pa6oma sa uscrreg8ane 6rxa nog6panu nqkou eH3uMu

om Brrarepognuq I\,Iema6o^u3bM Ha S.albogriseolus 444, ytacm9yBaruu B pa3lurrHume

kama6o,rumxu nbmuula: algola3a (8.K.4.1.2.13) u nupyBamkunaza (E.K.2.7.1.40) om
nbrns Ha Enr6gen Maiepxo<p flapnac (EMII); cykqunam gexugpoeeHa3a (C[X)
(E.K.t.3.99.1) u Malamgexugpozeuaaa(M,{X)-(E.K.1.1.1.38) om IITK; a,rlckoso-6(D-
gexugpoeeua3a (|6Q[X)-(E.K.1.1.1.49) om fI(D nbm u eH3uMu, yracmBaulu B

eHepau[nama o6Nas]ra na kaemkama. Pesyrrmamume ompasaBaqu guHaMukama ua

kama6ozrumnume eH3uMu ca c't'nocma8euu c me3u, nolfreHu npu uuckonpogykmuBnux
Bapuaum Ea ulaMa, om6errggan yclo8no kamo Streptomices albogriseolus 444-0.

Akmu8uocmma e npoclegeHa om 24 go 168 arac Ha ky,rmu8upauemo. flapa,rezrno e
omqemeHa nampyn$anemo ua 6uotuaca u cunme3ama na aumu6uomuk B krremkama na

ulaMa-npogyrleum u I ky4mypazruama cpega.

AkmuBnocmma Ha eH3uMa algo^a3a cpaBuumeiruo caa6o Bapupa no Bperr,re ua

ky,rmuBupaxemo u Ea g8ama uscaeg8auu Bapuanma (Quz.l). Kamo 8a*eu eusuN,I B

uema6o,rugpra, algola3ama npoa8a8a omnocumeluo cma6u,ura akmuBuocm, gokamo
akmuBuocmma na a^lckoeo-6<f-geQugpozeHa3ama napacmBa B npoqeca ua kyzrmu8upane,

c qceH nuk ua 96 qac (Que.2). Akmu8uocmma ua l6Q.[X ce sanas8a Bucoka go 120 uac,

koemo ctBnaga c'bc cmaquollapHama rlasa u akmu8uama cuHme3a na anmu6uomuk.
AkmuBnocmma Ha MiIAam gexugpoaeHa3ama (M.{X) u cykqunam ge)rugpoaeHa3ama
(C.{X) uapacm8a no.rmu 2 ntmu B kpaa na ekcnoneuqua.rurama Qaaa u ce sagtp>ka Eucoka
go 144 ,aac npu akmuBnua Eapuaum Ha ulaMa. llpr S.albogriseolus 444-0 ue ce na6rrloga8am

omkronenuq om ycmano8enama Eeqe guuar"rukama na M,{X (Quz.3). flpaBu Bneuemrreuue

no-ktcuo usgBsBaqus ce uakcur"ryu na C,[X, npu nuckonpogykmu8uux Eapuaum u
3Haqumelno no-nuckama C[X akmu8uocm go 120qac om ky,rmu8upauemo uy (Quz. 4).

flpu paa8umueta S.albogriseolus 444 B Muuepaana cpega I no layee ( c a,rlckosa),
nupy8am-kuuaeama uMa uai-Bucoka akmu8uocm no Bpeue Ha cmaquoHapnama Qasa
(Qua.5). llpu neakmu8uua Eapuanm m.s e oko,ro 2 ntmu no-nucka u no8uura8aue npes

cmarluouapHama Qasa ue ce na6doga8a. Akmu8upaHemo Ha onpegeleuu eE3uMu u
uema6o,rumnu nbmuula ce s&s1a caegcmBue om nogg'up>kaue pacme*a Ha

uukpoopeauusrrrume BrB Bapua6elnu yclo8ur, Ha 6agama ua m-flcHa koopguuaqur uedcgy

eHepeemuquu{ u koncmpykmuBnuq toIema6olu3bM u noggt'p*aue euepeemuquus 3apfig Ha

knemkama.

'-2+

Korq"ompu,rr,r111a ,u Caz*B lyrr-ypan*ama,cpega 6e onpegeaxua korropulraempuuuo

c O-kpesol-Qmaleuu u ugqucaqBaua B mmol/l no Qoprvryrrama:

- Oxapakmepu3upaEe na ueu6pannocEopsana AT(Dasa om S. albogriseolus 444 -

200 p.r r'rerra6p*r,i Opit rfru ca HaHeceuu na kozrona Superose TM-12 (paar',repu 0.5/300tuu)

u ca errLcupinu c 4oiqameu 6y<[ep 0.05M, pH-1.4, npu ckopocm_ua nomoka-0.4 mUmin.

Akmu8nama Qpakqus 6e npuao>kena Bmopuuno ua korrona MonoQ '
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Oua.1. I4sN,IeHesue B akmu8uocmma ua eu3uMa algolasa B npoqeca ua

S. albogriseolus 444 uaeao9us nuckonpogykmu8eu Bapuaum.
ky.rmuBupaue ua

Ouz.2. I4ernrenenue B akmu8uocmma Ha eH3uMa f6@-gexugpozeuaga B nporleca Ha

ky,rmu8upane ta S. albogriseolus 444 tt uezo8us nuckonpogykmu8eu Bapuaum.

Oua.3. I4sNaeHenue B guuarraukama Ea eH3uMa Malam gexugpozenaea B npoueca Ha

ky,rmu8upane na S. albogiseolus 444 tt HezoBu., uuckonpogykmuBeu Bapuaum.

Oue.4., I4sN{eneuue B guuauukama ua ensuua cykquHam gerugpozeuasa B npoqecaHa
ky,rmuBupane na S. albogriseolus 444 l nezo8uq uuckonpogykmu8en Bapuanm.

Oue.S. I4sN{euenue B akmu8nocrrrma Ha eusuua nupyBam kuuasa B npoqeca ua
ky,rmu8upane ta S. albogiseolus 444 u. ueao8ug nuckonpogykmu8eu Bapuanm

Enepzemu'ruurm cmamyc ua kaemkama e rrutcuo c8tpsan kakmo c Btaaepognama,
maka u c QocQamnama o6Naqua. Kamo aaocmepuqeH peey amop rloc<famtm nomucka
akmuBuocmma na Qoc<poQpykmokuuasama - krrl,oqo8 eH3uM om arrukbauiama u aalckoso-
6Q-gexugpoeeHa3ama u no8aus8a cbolnuorueHuemo Ha rrlo,rekyzrume aa1ckosa, koumo
Bcm-tn8am B egunur ulu gpyeufl l,rema6oaumen ntm. B maiu gptaka uacrregBaxlre
cpaBuumeano yc8ox8anemo 

- 
ua QocQamume om s.atbogiseolui 444 u niao8uq

uuckonpogykmu8en Bapuaum, i c'oulo maka u no8aus8auemo rtry om eksoaeHuo go6ageu B
cpegama, npegu Eaqa^omo na QepnaeHmaqrurma, HueepuuuH. om Qua.6 ce 6u*rga, ue
Huckonpogykmu8uuxm Eapuaum yc8ox8a no-nblrlo QocQama.

Ha 96 .rac om ky,tmu8upaHemo Ha s.albogiseolus 444, naparc*ro c nampynBanemo
ua aumu6uomuk, noguepmaHo ce aa6a8n yc8oaBanemo na QocQamume. Toaa8a e
peeucmpupaH u uakcurrayu B akmu8nocmma ua l6@[X (Que.2). EksbaeHuo go6a8euuam
HueepuquH sa6a8s usuepn8anemo ua (focQama npu kyrrmu8up atre ta S.albogriseolus 444 u
na HeaoBuq xuckonpogykmu8eu Bapuanm scHo uspa3elto npu Bucoku-e 

-k,rrq"r-paquu
aumu6uomuk (50-100pg/nrl)(ganuume ue ca nokagauu). Mod<ev ga gonycHeM, qe cbcgacur8auemo na aumu6uomuquama cuumesa npu s.albogiseitus- qu ce ga6a8x
yc8orBauemo Ha QocQama om cpegama nog Btsgelcm8uemo Ea co6cm8eno-
npogyqupaHu, anmu6uomuk c qe^ ga. ce noggtp:ka ueo6xogurr,rama 

^uMumupaudakonqeumpaqus B kaemkama Ha npogyqeuma.
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(Dua.6. VcBoqdane Ha HeopzaHurrHuq OocQam om kyamypu ta S. albogiseolus 444 tt Heao6uq

nuckonpogykmu8en Bapuium. Ko,ruqecmBenomo onpege^'flHe ua QocQama 6 cpegama e

. octqecm8eHo no Memoga Ha Weil - Malherbe (1951)'

llog kakEa Qopr,,ra QocQamtm, yc8oeH om 
_ 

cpegama, ce 8kaloq8a Bt,B

Btmpekiemtuuama o6Mflua? Busluorara Qoprraa Ha Bbmpek^embqHu cueguuenua- c

p.ryrru-opro getcm8ue ca oocoopu^upa*om" Hyk^eomugu (B uacmnocm AT(p).
'Caolnro*"ruemO rue>kgy nuEOmO Ha aumu6uomuqHama CUHme3a u koluqecm8omO na

AT(D ue e u3freEo npu 6uocuume3ama Ha norrtemepuu aumrr6uo^muqu. 3amoBa

uacrreg$axrvre ,r8o-o ui Btmpekrremtqgomo cbgt'p,€Hue la AT(D B ga$ucuvocm om

6uocuumesama Ha aumu6uomuk u pacme*nama Qasa ua S.albogiseolus 444 t aezo1us

nuckonpogykmu6eu Bapuanm (Qua.7).
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uarrra,r.s8ane na Bompekrremr,,rrHomo c'bgtp>kauue ua AT@ (ua 96 h.) npu S. albogriseolus
444, uo>ke ga e cBtpsauo c akmu8upaHemo na anmu6uomuk - naoguQuqupaulume eH3uMu
Ha ulaMa. Haii - Bepoamno kouqeumpaquflma Ha AT(D ce aBxBr eQekmop Ha onpege^euu
eH3uMu, Ho nog konmpo,ra Ha gpye oero8eu peaylamopeH napaMembp- euepeemuqHuq
3apqg Ha k-rremkama.

B magu Bptska, HepeueH e B'bnpocbm sa euepaoaaBucuMocrnma Ha cuume3ama Ha

noluemepHuq anmu6uomuk oqe noBeue, ue ca ua6al,oga8auu pa:zruuur B ycBorBanemo Ha

znlokogama npu g8ama BapuaHma (Que. 81.

llogo6uo Ha gpyzu cmpenmoMuqemnu ularuoBe v npu S. albogiseolus 444 e

ueo6xoguuo ga ce ycmauo8u onpegeleHo c'bornHorueuue rraeJ<gy akmu8uocmma ua
kama6o.Lumnume eH3uMu, octulecm8rBaqu pasapokgauemo Ha Btalexugpamume no
II(Dntm u,ru no EMII n'um-fl.

Ouz.8. VcBoqBaEe na z,{rckosa B npoqeca ua kymu8upaneua S. albogriseolus 444 u neaoBu.s
uuckonpogykmuBeu Bapuanm. lrrlckosama e onpegeleHa koluqecm8euo no Memoga na Duboi
( les6).

B masu Bptska, kamo c,regBaul eman B uaurama pa6oma, usclegBaxve eH3uMa
HA[+kuuaaa (E.K. 2.7.1.23 ATO:HA.{+-2 QocQompanc<pepaaa), koopgunupaul
pa3^uqHume aEa6o^umHu u kama6oaumnu npoqecu B krremkama.
' 2. HAA+kunasa

114[+kuuasama gupekmno no8rruqBa uuBomo HM+/HMO+, kamaausupalku
QocQopu,tupaHemo Ha HAfl* .rpee mepMuualuama rlocrfopua epyna om ATO. B
^umepamypama 

omcbcmBy8am gaHuu 3a mo3u Baken ensuru npu cmpenmouuqemu. He e
nporreHa polqma nry B 6uocuume3ama Ha Bmopuuuu nrema6o,rumu.

2.1". trtlslreueHue B HA.[\uEa3Hama akmu8uocm B

aumu6uomu.rHa cunme3a nprr S. albogriseolus 444.
npoqeca ua pacmerk u

@v3. [uuauuka BtB Btmpek,remtunomo HuBo iHa ATO B kr'emkume Ha

uuckonpogykmu$uua Bapuanm S. albogriseolus 444-0 u ularraa- npogylleHm S. albogiseolus 444

B npoqeca na anmu6uomuqHa cuHme3a.

Ha6d,oga8ano 6e no-Bucoko cbg'bp)kauue na AT(D npu M agume ky,rmypu u ua

g6ama Bapuiuma (48 qac om Haqalomo Ha ky mu8upagemo). Kamo qarro uuBomo ua

if@ . no-Eucoko'nprt S.albogriseolus 444. flonu*a8anemo ua ct'gtp*aHuemo na ATQ
npu akmu$uur Eapuaam ce usBtpurBa ua Qoua Ha 3aculBaula ce anmu6uomuqHa cuHme3a'

fiogo6ua guuaMuka npu xuckonpogykmu8uufl Bapuaum_ ue 6e na6aloga6aHa. Tgtpge
Bep-oamuoi ocBeu kamo r',rakpoepeuquo cbeguHeuue AT(D ga ce a$a8a Btmpekzremtueu

e<pekmOp, kOimO uura omHouleuue u ktu anmu6uomu'rnama cuHme3a. Cuzruomo

9

[unavukama na H{*kuna3uama akmuBnocm ua ky,rmypa S. albogiseolus 444 B
meqHa xpauume^Ha cpega fayse, om 24 go 168 qac e npegcma8ena ua Quzypa 9.

Ha6,rlcga8am ce gBa xoro o6oco6euu nuka- na 48 uac, B ekcnoneuquir Hama <faea u B
kr,,cuama cmauuouapHa Qaaa- ua 144 q. Ekgoaenno go6aBeu B cpegama HueepuquH
(ocuoBeu korr,rnoneum ua anmu6uomuqnu.fl koNrnlekc na ularrla) npegu llaqalomo Ha
ky,rmuBupauemo, uMa cmuMylupaul eQekm Btpxy HA,{+-kunagnama akmuBuocm,
u3pa3eH B kpaa ua ekcnoueuqualHama u cmaquouapHirma Qasu (Qua.10). Huaepuquutm B

kouqenmpaquq om 100 pg/ml cmuuy,rupa akmu8uocmma Ha ensuMa npu Bcuukume
uscaeg6auu emanu. B ctulomo 6perr,re anmu6uomuktm nomucka Hampln8aEemo Ha
6uouaca Ha qaMa-npogyqeHm.
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cpega. ycmaEoBeHurm meMnepamlpeH onmuMyM 3a ocbulecmEr8ane ua eHsuMEama
pjakuul npu s. albogti.seolus 444 e 28 - 30uc. om npo8epenume mpu 6yrlepnu cucmeMu
(Tpuc-HCl 6yrlep, Qocrlameu u lauqua-aaugunoB 6yrlepu) Bat-gb6pu pey^rnamu ca
nolfreBu c Tpuc-HCl 6yQep, 0.1 M. flogo6uo Ha HAA+kura3ume om gpyeu
rraukpoopaanueMu eu3uMbm e no-akmu8eu I aakaanama o6lacm -pH-8,3.

Onumno ycmano8euume onmuMitllru napaMempu ea ocuqecm8s8aue xa enguMgirma
peakqua, 6axa c-u6aloga8anu npu 8cu'rku onumu Ba ugolupaue u xapakmepu3upaue Ha
HA,[+kuuarama.

flopagu Muqeruilur cmpoerk Ha cmpenmoMuqemume 6eure paspa6omena u
co6cm8ena cxeMa 3a o.rucmka na HA'{+ kuraga om S. ahogriseolus 444, ocbulecm8eua B 4
emana: noayraEane xa 6esk^emruxu ekcmpakmu; meMnepam)rpno Qpakquonupaxe,
Qpakquonno ymaqBane c auonueB cyarlam u xpoMamoaparlcko pasgeirxne. floayueuuam
npequnumam cneg 50vo nacuulaue c auonueE cyaQam, e pecycneBgupan g rpuc-HCl
6yQep (0,1 M, pH 8.3), guarrueupan 1 norq cpeqy cbulu, 6yrlep u npurrodreu-na ae,r-
<pumpaquouua koaona TSK-6-3000-swG. pesyamamume om pa3ge^nremo ca
npegcma8enu na Qua.ll u ma6auga 1.

(Duz.9. Aunarrauka na HA,{kuna3Hama akmu8uocm B npoqeca ua pas8umue ua
S. albogiseolus 444 B xpawme^Ha cpega f ayse 1.

_ 250

f; !3 zoo

EEP ''o! EAgg E 100

HE# so

0
24 48 72 96 1ZO

SpeMe (h)

EKoumpora Ic 10 yglml. lc 50 pglrnl. Ic 100 pg/rnl

@ue.10. E<pekm ua ekgoaeuuo go6aBen Huaepuquu Btpxy HA,{*kuHa3Hama akmuBuocm ua
S. albogriseolus 444.

Bucokama HA,[* kunaena akmuBnocm no Bperr,re ua ekcnoueuqualnufl pua-"i
npegnolaea akmu8ua cuume3a ua HA.{(p, kotmo e Bad<eu kor}akmop, yracm8yBaul B

pa3luqHu Brmpekaemtunu npoqecu. floclegBanomo akmu8upane na f6@A Bepoxmno
He e czryratno, mti kamo mo nosBo r8a "pequkrupauemo" ua HAI@* go
ctomBemuama pegyqupaEa Qopr.,ra u nogckas8a Sepoamnama po,rx HA!+ kunagama B

peey upaHe ycBoaBauemo ua arrlokogama no nenmoso -Qoc<famnux nom u B cuHme3ama
ua HM(D.H, neo6xoguv sa aua6o,\umnume npotlecu.

2.2.Ilsoaupane u qacmuquo xapakmepusupaue Ha HA,{+ kunasa om S.

albogriseolus 444.
Aumepamypuume gaHnu sa aokazrusaqurma Ha HM+kunaeama B cy6k-iremtunume

cmpykmypu ca npomuBopeuu8u (Muto, 1981; Butler, 1982 ). 3amoBa B cepua om
npeg8apumeanu onumu 6xxa nog6pauu ycloBuama sa qenmpo<pyeupaue u cy6kaemtuno
<ppakquouupaue Ha xoMoeenama om Muqenu ra S.albogriseolus 444. Ha[-Eucoka
akmu8uocm 6e usrraepeua I 6eeklemt.ruume ekcmpakmu, nolfreHu caeg g8ycmenenno
qeumporlyeupaue u omgelrue Ha rraer'r6pauuama Qpakqua, koemo npegnolaua, qe

HM+kunasama e c'bcpegomoqeHa B qumosoaa.
TlsczregBaxrue ga8ucuuocmma ua akmu8noc[rma Ha H{+kunaga om S. albogriseolus

444 om pH, meunepamypama' kakmo u orlrlouleHuemo Mg'*/AT(D I peakquonnama

11

(Du2.11. Xpor'aamoapaQcko paageaane (FpLc) Ha 6egkaemt{uu guqAu3up:lHu ekcmpaku om
S. albryiseolus 444 (A) u pexpoMomoapa<fupaue na akmu8uama 4pakuua (nuk I ).

vcmano8euu ca uag 10 nuka, npu vB gemekmop -280 nm. Akmugxama 6eamtqua
Qpakqua (nuk 1), cr6paua u kouqenmpupana Ha Amicon Qu,rmrp 6e usnoasygana sa
Emopuuxa ael-Quampaquq Ha koaoHa TSK-6-3000-swG. cieg ni,ruomo eatoupaue 6e

,5 A. FLoIJ7 A., LOc



Ha6^logaBau eguH noqmu xoMoeeneu flcHo u3pa3en nuk. (Qua.11 )To[ urvra uo,rekyaua

Maca l4t 2lg D., onpege^ena c BETX, c^eg cmaHgapmu3upaHe Ha ko^oHama'

Haau.rue Ha u3oOOpMu Ea eu3uMa, kOumu ce pa3zle)kgam u kamo 6uoxurlruquu

Mapkepu 3a pa3^uqHume pacmeralu Qasu, ue 6xxa omkpumu c npeg^o>keHu, Memog 3a

npequcmBaHe.

Ha Qua.12, e npegcma8eEa npoMrrHama I ATOasHama akmu8nocm na Beaemamu8uu
Muqe^u, no^) renu npu gtl6ouuruo kymuSupaue I Muxepaana cpega I no layse om 24
go 168 qac. flpu s. albogriseolus 444-0 e u3MepeHa no-Bucoka AT(DasHa akmu8uocm
cnprMo npogyqupaqux Eapuaum, 6eg o6a'{e gunar,rukama ga ce pasluua8a npu
ky.tmu8upane B egnu u ctu.qu ycao8ux (<pua.12).

AT@aeHama akmuBnocm 6e npoclegena u npu kyamu8upaue Ha ulaMa B 6oaama no
ctcmaB xpaHume^Ea cpega FM, I kosmo ce ocueypx8a Bucoka ckopocm ua pacxne>k. u ce
nomucka panuorho ,o6paey8ane na aumu6uomurlHur kovnaekc. peoy,rmamume ca
npegcma8enu xa Quz.13.

Ta6auua 1.

Oqucmka na HA,[*Irunata,luzot'tpata om S. albogriseolus 444

Eman ua
npeuucm6aue

()Oul
6e.rmtk

(me)

O6ura
.ikmu8uocm

(nmolHA,{O/h)

CnequQuuua
akmuBuocm

(nmolHA,{O,4r
/mq\

,[o6uB
%

Cmenen ua
npeuucmBaue

Eesklemtqnu
ekcmoakmu

653 265rr 40.6 100 1

Terrnepamypuo
ibnakuuouuoane

s80 31548 54.39 84 t.L2

flpequnumaqur c
(NH4)2504

( 507o\

2.036 416 204.3 1.15 3.2

FPLC 0.038 2.35 62.1 0.33 53.1

1runa

3. AT(Dcunmema3elr (AT@asen) konm,rekc npu S. alhogtiseolus 444 a

Heeo8ufl iluckonpogykmu8en Bapuaum.
3.l.[uuauuka Ha o6ruama AT(DasHa akmu8nocm, I npoqeca na pacmed< u

guQepeuquaqur ua ruaM S. albogriseolus 444.

Mer'r6pauHo-c6bp3auume, H* npeEacflulu AT(Dagu ca npomoHuu noMnu, koumo

uepa.rrm qegmparlua porra B 6uoeuepaemukama na >kuBume opeauu3Mu. F6F1 mun AT(Daga,

,ro,tupara om Streptomyces lividans e qacmuqHo xapakmepwupana (Hensel et a1., 1991.), no

B ,rumepamypama omcbcm8yBam gaunu 3a rracmuemo Ha mo3u Ba:ken enguu B

pa31uqBume iluauorroauunu npoqecu, gu![epeuquaqurma u pacme>ka Ha cmpenmoMuqemu.

Emo sau.1o u3c^eg8axMe AT(DasHama akmuBuocm B npoqeca ua gulpepenquaqu, na s.

albogiseolus 444 u neeo8us nuckonpogykmu8eu Bapuanm.

@ue.12. AT(DaeEa akmu8uocm ua BezemamuBuu uruqeau om S. albogriseolus 444 u

HeeoBuq Euckonpogykmu8eu Sapuanm.AkmuBuocmma e usMepeHa no lrogulfuqupau
Memog Ha Fiske & Subarow ( Munko8, 1986).
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(Dua. 13. flporr,rrua B AT@agnama akmu8uocm aa S. albogriseolus 444 npu
gta6ouuuuo ky,rmuBupane B paeauuuu xpaHume^Eu cpegu.

Ouz.14. EQekm ua ka,rque8ume iiouu Btpry o6ulama AT@aeua akmu8uocm npu
gt,t6ouuuuo kyrrmuBupaue ta S. albogriseolus 444 B Munepaana cpega lno fayse
(koumpo,ra) u B Muuepama cpega 1 c go6aBenu l.5mM u 30 mM CaCl2.

caegBaiku emanume om ecmecmEeuus d<ugueu qukt,r na cmpenmoMuqemume,
u3MepuxMe AT(Dasua akmu8uocm na cnopu, no^freHu na aaapo8a Muuiparura cpega 1 no
layse, creg 14 gue8no kyzrmuBupane u ua gtn6ouuHHu cnopu, nolrreuu o cpegi riu o
yc^o8urma ua a,ragyBaue (uako,rko napale^Eu onuma - c,rom8emno B cpega FM 6ea
QocQam, 6eg nenmou u c go6a8eu caCl2). Btsgyuruume cnopu npumed<a8am MHoeo no-
uucka AT(pasna akmu8uocm I cpa8neuue c ma3u Ha Muqelu. gtn6orurrume u B,usqlruuu
cnopu. no^rreHu Ha cpega FM cneg 14 gneEuo ky,rmu8upaue, B npuct,cmgue ua 30 mM
Ca-- ce om,ru.raBam c no-Bucoka AT@asHa akmuBnocm.
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Ka.rque8ume Ionu (B kouqenmpaquq 1.5 mM u 30mM) npoMeu.am o6ulama

AT(Dagua akmuBuocm u npu g.o.r6ouunno ky,rmu8upalle Ha S. albogiseolus 444 ta
Munepazrna cpega I no fayae ( Quz.la). flpu c,ra6onpogykmu8uur Bapuaum Ha u.\aMa

ka,rquiBume UoHu ctu1o okae8am cmuMylupaul e<pekm Btpxy o6qama AT(Dasna

akmuBuocm, HaU-qcHo u3pa3eH B ekcnonenqualuama Qaaa (Qua.15)'

EKorlmDo^a

lc 1,5 mMCaCl2
, Ec a0 mMCaC12

72

Bpeue (h)

(Du2.15. EQekm na karruueBume iouu Btpry o6ulama AT(pasna akmu8nocm npu
gtir6o,ruuno ky.mu8upaue ta S. albogriseolus 444'0 B B Muuepaana cpega 1no f ayse

(koumpora) u B Munepa,rua cpega 1 c go6aBeuu 1.5mM u 30 mM CaCl2.
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Ouz.16. ATOasua akmu8uocm npt S. albogriseolus 444 (A) u ueaoBur uuckonpogykmu8eu
Bapuaum (E), B ycao8uama Ha  uMumupau pacmerk B cpega FM (c go6a8en 1.5 mM u

30mM CaCl2). Onumtm 6e octuecmBeu c ekcnouenquaanu (48 h ) ky,tmypu Ha ulaMa.

3a ga usxcuurvr e<pekma Ha pa3luqHume kouqeumpaquu Ha kalqueBume iiouu
npoBegoxrr,re clegHufl gonblnumelen ekcnepuMeltm: go6pe pasBumu 48 qaco8u kymypu
na S. albogriseolus 444 u neeo8ufi Huckonpogykmu8eu Bapuaum, 6nxa npeueceuu B

Muuepaana cpega I no fay3e, B kosmo e go6a8eHo crrom6emno 1,5mM u 30 mM CaCl2

uzru B yclo8uxma aa z^agy8alte no QocQam ulu a^loko3a. Oueuor\oeuquuam omeo8op Ha

qaMo8eme Ha 30 MuH,60 rr,run :u24.trac, npu ct3gageHume onurllHu yclo8ufl e npegcmaBeu

na ifua.16. Oqe ua 30 launyma e pezucmpup.llta 3 nbmu no-Bucoka AT(Dasxa akmu8uocm,

B npucr,cmBuemo Ha ka que8u [onu (1,5 mM) (Qua. 164). flpu S- albogriseolus 4414
cmurrayrrupanemo na 30-ma MuHyIna, e no-go6pe u3pa3euo npu Stcokomo cbglrP)kanue Ea

Ca2* lrlua 16 E). I4 npu gBama Eapuanma na ulaMa omcbcm8uerio na rlocQam I cpegama

uuxu6upa AT(Dagnama akmu8uocm.
Tpr6Ba ga or46eae*tru, lre usMepeuama

npuc'bcm8ue na Ca'* fionu e neuy8cm8umelrm
unxu6umop,sa AT(Dagu om FsFl mun - olueoMuqun.

Eucoka 
.AT(Dagua 

akmu8uocm B

no onuorueuue na k^acurreckuq

2.5
E

9u

!odE
r{

-

F

3.2.Xapakmepucmuka na uen6paunocBupeaua AT(Dasa u3oaupaua om
S.albogriseolus 4

B onumume no u3olupaue u xapakmepwupane na MeM6Pau[oc8bp3aua ATQaBa om
S.albogriseolus 444 6e usnoasBana o6ognaqenama kamo epy6a uau EenpequcmeHa

MeM6panHa Qpakqur, nolyqeua c pa3pafumeuama 3a rlelrlna Memoguka 3a paspyuaBaHe

Muqe^ume om cmpenmoMuuemu. Xugporrueama Ea ATo, ocbluecmBella om

HenpequcmeHzrma MeM6panHa Qpakuua 6eure pezucmpupaHa no g8a pa3 uqHu Memoga:

-flo nporramama B konqenmpaqurma Ha neopaauuuex @n .

;flo nporraanama B kouqenmpaqusma Ha ( H* ) Uoru

- Paspyura8anemo na Muqela c noMoulma xa kBapuo8 n-flcbk Moke ga npegu3Buka

culno Hapyua8aue'B qeloclnnvr Ha kaemu.ruama ueu6pana. flo magu npuuuna I
ekcnepuueumaluama nu pa6oma 6rXa npO8egenu OnUmU 3a u3olupalre Ha npomonlacmu
om kaemku Ha cmpenmoMuqemeu ulaM 444. flpomonlacmume 6axa nolryreuu om Muqel,
ky.tmuBupan 48 qaca B YEME (Hopwood, 1985), no onmuMu3upaH 3a Haruu, uI,aM

Bapuanm Ha Memoga Ha Hopwood (Hopwood, 1985). Ilpocaegeua 6erue xugpola3uama

akmu$uOCm ua namUBnu npomunlacmu U Ha npOmOnAaCmU, nogloi(egu Ha OCMOmuqeH

ruok.(ma6lr.2.)

Ta6,ruqa 2.
ATOagna akmu8uocm na npomonlacmu, no yqeuu om 48 qaco8a

kyamypa ta S. albogriseolus 444

fIpo6a Memog na
peeucmpupaHe

AI q)a3Ha

akmuBuocm
ATOasEa akmuBuocm B

npucrrcm8uemo ua 5pM
oAll2nMlilItH

HamuBuu
npomon^acmu

flo npoluua
koHuenmpaqusma na H*

iiouu

0.009
pg(H*)/mg/min

0.006 pg(H-)/mg/min

HamuBnu
npomonAacmu

flo npouruama ua (Du B

oeakuuouuama. coeoa
0.045

umol(Dn/mp/min 0.036 umol (Dn/ms/min

flpomoniracmu
c^eg ocMomuqeH

urok

flo npouanama ua (Du

B peakquouuama. cpega
0.018

pmol@r/mg/min 0.008 pmol Qu/mg/min

AT(DasHama akmu8nocm ua npomonlacmume e 3Haqumeluo no-uucka om ma3u Ha

uelr6pauuama <[pakqua u ce uHxu6upa HenbAHo om olueoMuquH.
Onumu ga ce nolflam npomonlacmu, rlusmo AT(Dasua akmu8uocm ga ce

cmuMylupa om pa3npffeaulu aeeHmu 6lxa neycneunu. flpu Bcu'lku usvep6auun
noly\reHume npomonlacmu npume;ka8axa akmu8nocm, kosmo ne ce cmuMylupa om
FCCP. 3amo8a no-HamamttuHume uec,regBanua npogt,ukuxlle c apy6ama luetu6pauna

48
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Qpakqua. vcmauo6uxve, ue apy6ama ueu6panua rlpakqua, nolrrena om s. albogriseolus
444 npume*a8a AT(DasHa akmu8nocm, kosmo neniano ce unxu6upa om anmu6uomuka
o^ueoMuuuH. floEuuraEanemo ,L kouqenmpaquama ua oAueoMuquEa }le npoMeH,
cmeneEma na unxu6upauemo. flapaaeauo c moga AT(Dasnama akmu8noim na
uacaegBanua cmpenmoMuqemen ulaM npoxBasa cbtqo nen'bllra uygcmgume^Eocm no
ornHotueHue Ha gpya unxu6umop na npeEoca na gogopoguu tonu-guqukaoxekcul
kap6oguurvrug (DccD). Egno8per',rerirromo go6a6me na 

- 
orruaouuqun u DCCD B

peakquounama cpega He npoMeHJr ctu.lecm8enuo xapakmepa na uuxu6upaaemo.
B no-namam'uuruama nu pa6oma 6xxa npo8egeuurJ no-namam'burHama- Hu paoofia 6xxa npoBegeuu ekcnepuvenmu 3a no^rraBaue na

eH3uMa I paemEopurrra Qoprraa. B ocno8ama xa usnorrsy6aHu, om uac Memoq euac Memog e
nocma8ena Stguo>lorocmma.ga colli)6uau3upirue (npuBed<gane B pasmgopurr,ra Qopr'ri) ua
<[akmop F1, onucaua om Pedersen (pedersen et a1., i9g4 ).TsozrupanemJe octulecm8euo
B npuc'ucm8ue ha Bucoku konqexmpaquu AT(D u EATA ,a gu i" npegna3u e,suMa om
uuakmu8upaxe.

flpoBegenume elekmpo<fopem-uqEu u,c^egganua Ha npenapama, no^rren c^eg
o6pa6omka c QaopoQopr.a, ugenmuQurlupaxa L2 pa3luqnu 6e,rmtka, 5 

'om 
koumo ca i

uoaekyrruo mee^o, ctomsemcm8aulo Ha rraolekyanume Macu Ha cy6egunuqume ua F1
(o= 60000, 0 = 45000, T = 20-29000, 6= 15000, e= 12000 Da).

O
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66
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A kDa
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@ua. 17. sDS - PAGE (L\vo po.4"n li, 1970) 
_(A) 

u, xpoMamoepaQcko paege,rane (E)Ha Eenpequcmeua pasmE0puua AT(pa3a om s. albogriseolus 
'444, 

no^rreHa c^eg
co,rlo6ulueaqua c x,ropoQoprr,r

(1 u 4 -6e.rmtunu vapkepu; 2-rraenr6panua Qp'akqux; 3-coalo6uaugupan F1 korr,rnaekc)
77
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flo,ryreuume pesy mamu no Memoga ua SDS-PAGE u HPLC auaaus (Qua'17),
nokas8am, qe u3olupaHama paem8opuua <fpakqux e orrluocumeluo qucma u rrao>ke ga ce

usnorrsyBa 3a no-Hamambu[ro npeuucmBaue.
3a gont'iruume^Ha ugeHmu<fukaqul Ha no^freEama paamBopuua <[pakqux 6eure

usczreg8auo Bausnuemo ua kracuqeckul unxu6umop na akmu8uocma na Qakmop F1 -Na

asug. Hazruuuemo Ha 100 pM aeug B peakquoHllama cpega Bogu go culno uuxu6upane ua

AT@aslrama akmuBnocm nptt Streptomyces albogiseolus.
C qeir noayraBane ua no-eoi\eMu koluqecmBa om Fr 6lxa Bt,Begeuu gonb^llume^Hu

cmaguu Ha o.rucmka crreg cozrlo6ulu3aqufima. Cmangapmuama cxeMa, Bkd,c'rBaula eman

Ha ueco^Bane c auouue8 cyir(pam He gage o.rakBauume pe3ylrnamu (ma6zr.3.)

Ta6,rurla 3.
tr{so,rupane u oqucmka ua pa:m0opunra AT(Dasa om S.albogriseolus 444

flpo6a O6eu
(rnl)

Ee,rmtk
(mg/rnl)

O6ur
6eamtk

(me)

CnequQ.
akm.

(pmolPlmg/
ml)

O6ura
akm.

Cmenen
HA

npequc
Baue

,[o6uB

ruerl6p.dp. 8. -tt 296 0.015 4.44 100

F, 6.9 4.2 22.9 0.037 1.069 2.46 24

F1 caeg
uazoqBane

6.9 3.8 26.2 0.048 1.25 3.2 27

F1 c,reg
ugco.rtBane

0.5 2.8 1.4 0.1 0.t4 6.62 3.1

I4soaupanama om Eac pasm8opulrla <[oprrra na eu3uMa e cma6urura npu cma[ua
meMnepamypa. flpu 0 -4 o C ga 1 ,rac m-fl ce uuakmu8upa l00Vo. Ctquqm erlekm uMam u
no- uuckume meMnepamypu. C,reg 4 .taca cbxpaueuue npu -20 oC uuakmu8upauemo e

nblxo u ueo6pamulro. ToBa 6e na6alcga8auo u no omloluenue na paamBopurr,rama Qopva
Ha eH3uMa, usolupana om nucko-npogykmuBuux Bapuanm Ha ulaMa.

Ha[-Sucoka xugpola3Ha. akmu8uocm Ha u3olupaH^.Ima BoguopasmEopulraa Qpakqua
(F1) 6e u3Mepeua I merr,rnepamypuur uumep8air 25-28"C B Tpuc-HCl 6yQep, 0.025M c
pH=7,5. flpu mesu ycaoBux Koucmanmama ua Muxaeauc-Menmen sa cpogcmSo ktrra

cy6cmpama (MgAT@) e 0.52 mM, u3qucleHa no Memoga ua AaInyeBtp u Etpk.
Merr,r6panno-c8tpaauuam AT(DaeeH kornrnlrekc om S. albogriseolus 444 B

npuctcmBuemo na AT(D kamo cy6cmpam Ea eusuMuama peakqua, npoa8a8a nucka
cnequQuuuocm k'uu g8y8aaerunnume touu. MaeEeaue8ume Ionu uoaam ga ce 3aMeHrm c

ka,rque6u, no uscaeg8anama o6u:,a AT(Dasna akmu8uocm ce nonu:ka8a I peakquonua

cpega c ka,rqueBu [ouu. Egno8peMeuHo c mo8a ce u3MeH, u uy8cmBumeanocmma ktrra

o,riraouurluu. B npuctcmBue na kaaquii, AT(Dagnama akmu8uocm He ce no8auq8a om
mosu k,tacu.recku uuxu6umop (pesy,rmamume He ca nokaeanu).

O6ulama AT(Dagna akmu8nocm e nai-Bucoka B npuctcm8ue ta 2.5 mM MgCl2,
u3Mepeua B Tpuc-HCl 6yQep, pH=7.5 u cy6cmpam - 1 mM AT@. npu cbutume yc,toBur,
onmuMalEama konqeumpaquq 3a kalque8ume iionu e 2.5 mM. Ilogo6ua sa8uculu{ocm om
uraauegue6ume flonu ua6alcgaBaxrrae u no olrlHotueBue na u3olupauufl c xrropo<[oprrl, om
apy6ama rraeu6panua Qpakqua, F1 kor',Iaekc. ,[pyaume u3clegBaHu om Eac iionu (K+,
Na*, Zn2*' Mn'* ), no-cla6o noBrruq8am AT(p-xugpo,rasuama akmu8uocm B cpa8uenue c
Ca2* u Mg2*u narram cmuMylupaul eQekm. EQekmtm ua uampue8ume Iouu ne ce

18



npoMeH, nog SBgeiicmBuemo na cuomcmSaulu, auuoH. Alronuegume iiouu, usgecmxu
kamo 

^cmuuyaamop 
Ha H*AT(Dagu npu pacme,ua u gpo*gu ne okasgam nogo6no

gelcmBue npu rraeru6paunoc8tpsaua ATOasa om S. albogriseot^ +U.
caeg8ar4 eman om Haluama pa6oma 6e xpovamoepaecko pasge^.rr,e Ha

ueu6panuama Qpakqux, no^rreHa om s. albogriseolus- 444, c-norraoqmu lra Ba ee^-
Qu,rmpaquouna koaoua superose T]ll-lz npu ycrro8urma, nocoqellu g pasgea .Mamepuaau
u lremogu". flolyreuume pe3y^rnamu om pasge^rHemo ca npegcmagiuu na 6uL. ts.
omge,urume nuko8e 6nxa ct6paxu t usr"repeua AT@asnami 

"akmuguocm 
(ma6a.4).

Taka8a 6e omqemeua caMo npu nuk 4 u 5 . Kamo npu nuk 4 ms e o^ueoMuqun
uy8cm8ume,rna ( ma6l.5). rlopagu u3olupauemo ua gge akmugnu rlpakquu ce onurnd(Me
ga zu oxapakmepu3upaMe gonb^Hume,ino qpe3 uuxu6umopen aniiug c oaueouuqun, g
npucucm8uemo na kaaque8u u^u MaeHe3ue8u uoxu. pey,rmamume ca npegcmageHu'na
ma6,r.5. flo-8lrcoka AT(Dasxa akmu8uocm npoa8aga ,Dpakrlu, 4 kamo g cpigi ctgrp:karqa
2:5- *Nl Mg2* ma HanbAHo 

_ce unxu6upi om go6ageru, orruroruqon (250 pg,/nl).o-uT"#.:u-a kamo Qpakqua-5 npo6a e oluaorrrugun uy8cm8ume,ura caMo o npucrcinorie
Ha^ca-'. 'I'e3u_ gaHHu Iru nogEoas8am ga gonycHeM Ea^uquemo na kalquii u vaanesuii-
saSucur',ra ATOasa 8 ueu6panume na S.albogiseolus 4U.

Oua.18. xnouam<,Q,,,,._ilto pa3ge^rsc xa ueu@axxa r[pakque om S.

. :r..:. 19

Ta6auua 4.

Pasnpegeaenue na 6e,rmoka u akmu8nocmma npu xponramozpaQcko pa:geaane (FPLC) ua

ivre*r6pannama Qpakqur om S.albogriseolus 444. Akmu8nocmma e u3MepeHa no Memoga Ha

Shange & Nishimura, (1967)

flpo6a UOEM
(rnl)

Eezrmtk
(mg/rnl)

O6ur
6errmtk

1mc)

CnequQ. akm.
(tgH+lmgl

-irr)

O6qa
akm.

Cmenen
H 

npequc-
mBaue

[o6uB
(7o)

uelr6o. rbo 10 3 30 0.087 2.61 I 100

akm.Op.4 0.3 0.07 o.o21 4.76 0.098 54.7 3.79

akm.ibo.5 0.3 0.069 0.0207 1.78 0.038 20.4 1,.45

Ta6,ruqa 5.

ATOaeua akmu8nocm na akmu8uume 6eamoqnu Qpakquu nolyqenu c,reg ae,r-Qu,rmpaqur
Ha nenpequcmena ueu6pauua $pakqu4 u3Mepena B npuctcmBuemo na Mg2*u Ca2*'no

Memgga na Shange & Nishimura, (1967)

flpo6a AT(DasHa akm
(B cpega c

Me'* )

c o^ueoMuuuH
(250 pglrnl)

AT(DasHa akm
(B cpega cCa2*1.

c o^ueoMuuuH
(250 pglrnl)

akm.ibpakuuq 4 r.33 0 2.48 t.24
akm.ibpakuus 5 0;79 0.68 3.0 0.0

E. Ka,rque8ume f,onu kamo Qakmop 3a MopQo-QusuoaoaurlHama u
6uoxurruqua guQepeHquaqu.fl Ha ulaM S. albogriseolus 444 u HeeoBufl

c^a6onpogykmu8en Bapuanm.
1. B,rusnue Ha ka^que8ume flonu Bopxy pacmei€ na S.albogriseolus

444 u neaoBufl c^a6onpogykmuBeH Bapuanm.
Kaaque8ume Ionu okas8am cu,uo Bluqnue Etpxy d<usHeuama geiinocm Ha pa3lurrHu

vrukpoopzanusrru. Ilocleguume aoguHu 6e uskasano npegnorrod<euuemo 3a yqacmue Ha

l<alqueBume Iouu I cnopylauu.flma na cmpenmoMuqemu u B kaaqu[-onocpegcm8anama

l)e?y^aquq ua 6asama omkpumume u npu npokapuomu kalquii-ga8ucuvu 6ezrmtqu.
'Jamo8a kamo uaqaao 6e unmepecuo ga npocleguM paaBumuemo Ha ulaMa-npogyqeum S.

ulbogiseolus 444 u ueaoBua uuckonpogykmu8eu Bapuaum B npuctcmBue ua pa3luqHu
koHqeumpaquu kazrqueBu iionu. Ilpocrrega8alku pacme>ka ta S. albogiseolus 444 u S.

ulbogiseolus 444-0,^8 laoguQuqupaua Muuepama cpega 1 no layse (c aal,ckosa), B

npucrrcm8ue Ha Ca'* B kouqenmpaqux 1,5 u 30 mM ycmano8uxrue, ue kazrque8ume tionu
:a6aBqm uampyn8anemo na 6uouaca om gBama Bapuauma Ha ulaMa. B omcrrcm8uemo ua
kirnqueBu Iouu ulaut,m uampynBa akmuBuo 6uovaca urcg 72 h. B cpega c kanqufi mosu
llllorlec e omMecmeH BtB Bpenaemo. Ka,tqueBume ioHu, o6aue ne okag8am 3Haqumeluo
lJnuruue Bt pxy anmu6uomuqHama akmu8uocm Ha ulaMa-npogyqeHm.

llpegu ga uac,reg8ave gpyau acnekmu om B,ruqHuemo ua ka.rqueBume Ionu,
lup()c^eguxMe kak ce ycBoa8a ka.r.quam om ky,r.mypume na g8ama Bapuauma (akmuBtu u

rrcakmuBen ularu) (Quz.19 u <[ue.20). Psgko Hava.^.q8ane ua kouqeumpaqurma Ha Ca'- ce

rra6lklga8a npea nr,,p8ume 24 h om kylmu8upauemo na ulavo8eme, c^eg koemo uuEomoalbog*t@lu aA
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My B xpauumelHama cpega ce 3ana38a noqmu Ee ce npoMelur. B npuctcm8ue ua
aHmu6uomuk usuepnBanemo Ha Ca'* om.cpegama e noqmu ntluo npu npogyqupaqufl
tqau. B'uslro:kno e u:uepn8auemo na Ca'* om cpegama ga e c8.upsano c o6pasy8auemo
Ha g'uzr6ouunnu cnopu om ky,rmypama. HanpaBeuume om nac uukpockoncku na6alcgeuua
nomBrpguxa Qoprraupanemo^ om ulaMa na gta6ouuuHu cnopu oqe ua 72 h B
npuctcm8uemo na 30 mM ca'*. flpu ueakmu8nur Bapuaum kaauue8ume iiouu npegueBuk8am
Hemunuqeu, 3bpuucm pacme>k ua uuqerra B meunama kyrrmypa.

5
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Oua. 19. B.rusnue ua ekaozeuuo go6a8eu HueepuquB Btpxy yc8oa8aHemo Ha kaauueBume
louu npu gtr6ouuuuo ky,rmuBupane aa S. albogriseolus 444 B cpega fayse 1.

72 9a

Bpcxc O)

Oue. 20. Brrusnue Ha ckaoae-HHo go6aBen HuaepuquH 8tpry yc8orBauemo Ha kairque8ume
iiouu npu gt.r6ouuuuo ky,rmuBupaue ta S. albogriseolus 44+0 B cpega laysb 1.

CleB_Sauuam eman om uauume u3cleg8aHufl c.bulo goka38a akmuguomo ) lacmueHa Ca" u aumu6uomuka I npoqecume xa gurlepenquaqru, oc,bulecmgsganu g
cmpenmoMurlenurama klemka. Kalque8ume tonu B konqenmpaqua om 5, 10 u 30 mM
cmuMy^upam o6pasy8anemo xa Btsgyuren Muqe^ npu kyrrmu8upaue ta S. albogriseolus 444
ua aaapo8a cpega ISP2 u Muneparura cpega 1 no fayse, kakmo u npoqeca na cnopy^aqu,
u npu g8ama Eapuanma na luaMa (Qua 21). EfrA, go6a8en ktr"r cpega I konqenmpaquu 2
u 5pmoVguck, cEeMa ua6rrloga8anua eQekm ua kaaque8ume [onu. ctulo maka
ycmauo8urnae, ue go6aBauemo na aumu6uomuka nueepuquu 8 nucku konqenmpaquu (1, 5,
10, 50, 100 pglguck) ktr'.r kymuSaquoHnama cpega ungyqupa eoprraupauemo na Bmgyureu
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Muqerl Toou eQekm e no-tcgo uspa3eg npu xuckonpogykmuBnua Eapuanm ua qarraa. Om

gp{ea cmpaEa BuuePuqunbm nokasBa no-culeH uHgyl.lupaul eQekm I npuctcmBuemo na

L.a. 
\

A
I

D
I

@w.21. E([ekm na kaluueBume tonu Btpry uopQorrozuuuma guQepenquaqu.a na S.

albogriseolus 444 (A) u Heao8uq uuckonpogykmu8en Bapuaum (E), kyamu8upanu na aaapoBu

cpegu ISP2 (A1)u Muxepaiura cpega 1 no layse (A2 u E). Karqusm e go6a8eu B

kouqeumpaquu 5, 10 u 30 mM (B rr'aku u^rru ua Qu,rmtpnu guckuema kakmo ciregBa: 1 - c 5
mM Caz*; 2 -c 10 mMCaz*; 3 -c 3OmMCa'*).



' 2. EQekm Ha ka,rque8ume fionu Srpxy ekcmpaqe,ryaapuume npomea3u
npogyquparu am S.albogriseolus 444 aneao8ux nuckonpogykmu8en Bapuanm.

2.1. EkcmpaBeay apEu npomea3u, npogyqupanu om S. albogriseolus 444 npu
ky,rmu8upaue I meqnu u aaapo8u cpegu u mrxuama eusuo,roau.rua pol.fl.

Om uscaegBauu, Ea nakou aBmopu e ug8ecmno, te S. albogriseolus 444 npogytlupa
ekcmpaqeayzr,apuu npomeasu (Anmono8a u gp., 1988). Btpry azapo8a Munepazrua cpega t
no fayee, 8 omctcm8ue na npomeasuu uuxu6umopt, s. albogriseotus 444 ce pas6u6a c
nocaego8ameauo Qopr"rupane ua cy6cmpameE Muqe^, Brsgyureu Muqe^ u Btagyuruu
cnopu. I4scaegBano 6e Bausuuemo ua E.[TA u ErrA (usBecmnu kamo unxu6umopu Ha
Memalonpomeasume) I kouqexmpaqul 0,1 mM u mpuncuHo8 uuxu6umop B

kouqenmpaqua I pglml Etpxy npoqecume ua gu$epenquaqufl aa s. albogriseorus 444.
Tlxxu6umopume 6qxa nocma8suu I xr,rku I azapo8ama cpega B m.sxno npucucm8ue 6e
ua6alrga8ano uuxu6upane na lpoprraupanemo Ha Etsgyureu Muuel u Btsgyunu cnopu
okolo gouama ua go6a8mremo. PasBumuemo na cy6cmpamnu, Muqel o6aqe ue ie
nomuckai.ue. ToBa npegnoaaea cuumesupaHemo orn S. albogriseolus 444 Ha mpuncuH-
nOgo6nu u Mema^onpomeasu, a maka cbulo u po^, Ha megu npomeasu B
guQepenqupanemo Ha Muqela. Te ne okagBam o6a.re Bauqxue Brpx! pas8umuemo Ha
cy6cmpamHux rrauqezr

flpu goa6ouuuno ky,rmu8upane na ,s. albogriseolus 444 B cpega fayae 1 (c aalckoaa),
I npuc'ucm8ue u omcrcmBue ua ka,rqueBu ilonu 6e onpege^eua momalHama npomea3na
(kaseuuasua) akmuBnocm (Q:ue. 22\.

@.oa.22. E<fekm ua ka,rqueBume [ouu Btpry npomeo^umuqHama (kaeeuuolumuuna)
akmuBnocm np:u S. albogriseolus 444.Toma*tama npomea3Ha akmuBuocm 6e onpege1eHa no
Memoga ua Kunitz (1946).

Hati-Bucoka magu akmuBnocm e Ha 48 u 96 h om pas8umuemo Ha ky,tmypama (B
omc'ocm8ue na Ca2*), kamo (peprr.reumaquoHEama cpega ue ctgtprka cyO"-pa- ,a
npomea3ume. Karrqurm B konqenmpaqua 1,5 mM cmuuyaupa npomeasEama akmuBuocm
Ha ulaMa c,reg 48 h om kyamuBupaEemo rr,ry. Bukga ce, ue konqeumpauu, ua ka,rqur om
30 mM nomucka noqmu EanbAHo npomeaguama akmu8uocm go Haqa^omo Ha
cmaquoHapnama <fasa. Bterrlojcro e mo3u e(fekm ua ka,rqua ga e c8tpsau c neaoBomo
Biruiuue Eqxy guQepeHquaquflma na ky,rmypama. B aumepamlpama ctrqecmBy8am
gauHu 3a cmuMy upagl erlekm na kalqux (B onpege,reuu kouqeumpaquu) Btpxy
npomeasuama akmuEuocm, kofimo ce o6qcuqBa ctc cma6uaueupaqomo My geucmbue
Btpry akmu8nocmma na cepuno8ume npo-.#u (Gibb & Strohl, 1988).

2.1. Xapakmepucmuka ua ekcmpaqelylapuume npomealu, npogyqupauu om S.

albogriseolus 444 B meqnu ky,rmypu.
Xapakmepucmukama ua ekcmpaqerryrrapHume npomea3u, npogyqupaHu om ulava B

cpega, HectgtpJcaqa cy6cmpam Ha me3u eH3uMu 6e octtqecmBeHa qpe3 onpegelrHemo
Ha cy6cmpamnama uM cnequQuuuocm u mexHu., omeo8op Ha pa3luqnu npomea3Hu
uuxu6umopu. Ekcmpaqe,ry,rapHume npomea3u, npogyqupauu om S. albogiseolus 444 ce
uuxu6upam om E,[TA, EITA u mpuncuno6 unxu6umop (go6a8anu eksozeuHo kt,v
tpepweumaquoHHama cpega). TpuncuuqBusm uuxu6umop nouuka8a akmuBuocmma na
npomea3ume rag 507o. I4 gpyaume uuxudumopu uMam no-culuo uau no-c,ra6o u3pa3eH
eQekm. ToBa nokas8a, ue B ekcmpaL\e^y^apHur- npomeolumuqen kovnaekc cuHmesupaH
om S. albogiseolus 444 yracmBam paa,ruiiu no Bug npomea3u - Bepoxmno-
Memalonpomea3u u mpuncunnogo6nu.

I4sc,reg8ana 6e cy6cmpamnama cnequQuqHocrn Ha cekpemupanume npomea3u caMo
no ornHorueHue ua EAfIHA (cnequQuuen cy6cmpam Ha mpuncuH-nogo6uume npomeasu)
u omeoBoptm kr,,rra go6a8anemo Ha mpuncuno8 unxu6umop B yc.LoBua in vitro. Ana,rugume
ca uanpaBeuu npu kyrrmu8upaHemo Ha ularr,ra B xpaHumelHa cpega c u 6es ka,rque8u iouu.
B npuct,cm8uemo Ha 30 mM Cat* npomeoAumurlHama akmu8uocm Ha ulaMa npe3
ekcnouenqualuama Qaea ua pacme:k e no-nucka om ma3u B omc,ucmBue na Ca'*
/lo6aBauemo Ha mpuncuHo8 uuxu6umop k'urra peakquoHHama cpega u B g8ama c,tyraa
uHxu6upa akmu8uocmma Ha npomea3ume, cuume3upaHu om S. albogiseolus 444 ($u2.23).
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(Du2.23. Baqanue Ha ka,rtlueBume iiouu u mpuncuuo8 uuxu6umop Byprry
npomeolumuqHama akmuBuocm ua S. albogriseolus 444, kyamuBupau B cpega fay:e
(konmpoaa ) u Muuepaana cpegal no lay:e c 30 mM CaCl2. TpuncuuoBuam uuxu6umop e
go6a8eu B kouqeumpaqua lpglml B peakquouuama cpega npu onpege^rHe npomea3Hama
akmu8uocm npu cy6cmpam BAIIHA.

3a ga 6tge. nomtpceHa uqkak8a Bptska ve>kgy cuume3ama Ha npomea3u,
ilil^uquemo Ha ca'- u Bmopuuuua nema6o^ust,N4 Ha ulaMa (cuumesama na aumu6uomuk)
rrrrc go6a8axve ek3ozeHHo B cpegama eguH om korrnonenmume ua anmu6uomuqHu,
kounnekc, cuume3upaH om ulaMa. Om Quz. 24 ce B:u>kga, ue B npuctcmBue ua ka,rque8u
iionu u ekgoaenuo go6a8eu HueepuquH (10 pg/firl), npegu Haqalomo ua kyrr.mu8upane,
npomeo^umurruama akmuBuocm e 3Haqume^Ho no-Hucka om masu B omctcmBue ua
irrrmu6uomuk. B  umepamypama uMa gaHHu nokasBaqu npa8onponopuoHa^Ha
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3a8ucuMocm Me)kgy aumu6uomurruama akmu8nocm u ekcmpaqelylapuama
npomeolumuqna akmuBnocnl kamo ce gonycka Spteka ue*gy Emopuunur uema6o.rrug'ou
u npomeo^umu.uama akmu8nocm (Ginther, 1979),, Poir"f,ma na npomeasume cnopeg
a8mopume, ce gakalo.{a8a I ocuaypx8anemo na arr,ruirokucelunu 3a cuumesama Ha

aumu6uomuka qetbauuquu am Streptomyces lactamdurans. I4gBecmxo e cbulo maka, ue
uskou auuuokuceluuu ca npegurecmBexuqu na eguH om anmu6uomuqume (go6aBxu om
nac ekgozeuno kula cpegama), cuxmeaupan I naii-ao,r.ffrdo koauqecmEo om S. albogriseolus
444.

Koaamo B cpegama ne ce ctgop*am Ca2*, uo urr,ra ekgoeeuno go6a8eu anmu6uomuk,
cburo ce ua6alcgaBa nomuckaue na npomea3Hama akmu8nocm, Eo no- c,ra6o I cpa8uenue
c mo8a 8 npuctcm8ue ta Ca'- .
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Qw.24. E[ekrn Ha eksozeHHo go6a8en HueepuquH Btpxy akmuBuocmma Ea
ekcmpaqerryirapHume npomea3u, npogyqupauu npu gta6ouuuno kyzrmu8upane ua .S.

albogriseofus 444 B Mwepa*ta cpegal no layse omc'ucm8ue u B npuctcmBue na kaaque8u
iionu (5mM CaCl2).

3a nomB'upd<ga8aue Ha Eposkama rvre*gy cutme3upanemo na ekcmpaqely^apEu
npomeasu u anmu6uomukoo6pasy8anemo 6e onpegelena npomeolumuqHama akmuBxocm
ua uenpogykmu8uua Eapuanm.
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Oue.25. Cpa8neuue Ha npomeo^umuquama akmu8uocm Ha S. albogriseolus 444 l S.
albogriseolus 444-0 kyfinu8upanu B Muuepaana cpega 1 no layse B omctcmBue ua kaaquii.
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Om Quzr 25 ce Bukga, te S. albogiseolus 444-0 nokas8a 3uaqumelno no-uucko uuBo
rra ekcmparierry^apHama npomeasra akmuBuocm. EQekma na Ca2* e c'bulu.s, kakmo u npu
npooykmuBnua Bapuaum. llo-c,ra6o e B.nuquuemo ua ekeoaeuuo go6a8euua anmu6uomuk.
(<pu,z.26)

| 
@u2.26. Bau.ffuue ua ka,rqueBume [onu u ]rueepuquu Btpxy ekcmpaqelylapHama
npomeolumuqna akmuBuocm ta S. albogiseolus 444-0. Afimu6uomuktm e go6aBeH kt,rra

cpegama sa ky,rmuBupaue B kouqeumpaqux 1Opg/ml.

Ha6aloga8an 6e u no-cna6 eQekm Ha mpuncuuoBul uuxu6umop Btpxy
lkmu8nocmma Ha cuHmesupaHume om S. albogriseolus 444-0, npomea3u. flogo6uo ua
rukmuBnuq Bapuaum, unxu6unlopnua eQekm e no-flcHo u3pa3eH caeg gt,r6ouuuno
kynmuBupaue na u-\aMa I npuc'ucmBue ua ka,rqueBu Iouu u (uzru) ar-rmu6uomuk.
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@:u2.27. E<[ekm Ha mpuncuHo8 uuxu6umop Btpxy npomeasna akmu8Hocm npu S.,

albogiseolus 444-0 B npoqeca na gta6ouuuno ky,rmuBupaue B Munepa,ura cpega 1 no
fayae. Tpuncuno8uqm uuxu6umop e go6aBeu B konqeumpagun lppml B peakquouuama
cpega npu onpege^rHe npomea3Hama akmu8uocm npu cy6cmpam EAIIHA.

Om npegcma6enume go myk pesy^rnamu ce Bu*ga, qe e+ekm.bm ua ka,rqueBume
tlorru Etpxy"akmuBnocinma ua npomea3ume ce u3MeEq B gaBucur\,rocm om pacme>knama
rlrlra na kyamypama, B ctqemanue c Qakmopume Ha cpegama.
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2.3 {acmuquo npeuucm8aue ua ekcmpaqely^apnume npomea3u, npogyqupauu om
S. albogriseolus 444.

C qea oxapakmepBupaEe na ekcmpaqeayaapHu, npomeagen korranaekc, npogyqupau
om S. ahogriseolus 444 <[uampamume om ky,rmyparuru mequocmu, nolfreHu cleg
ky,rmu8upaxe Ha ulaMa I cpega 6es ka^qut u ctc ctgtpd<anue Ha k.rlqu[ om 1,5 u 5 mM
6axa konqenmpupauu c PEG ( noauemuaeue,rukoa). floayrenume 6enmtqnu npenapamu
6axa ugnorro8auu 3a xpouamoapaQcko pasgearue qpe3 Eucokoerlekmu8na meqna
xpor',ramoapa<fua (HPLC), sa aHrr^umuqEo oxapakmepu3upaue. floayreuume p$yNnamu
ca npegcma8euu xa <[ue.28 u 29. om Quaypume ce 8u:kga, ue go6a8anemo na kaaque8u
fionu ktrra ky,rmlpaanama cpega npegw8ukBa ust'deueuua I eayaquonnua npoeua. Mo*e
ga ce om6eledcu, qe mo3u eQekm e nat-cuano uspa3en na 96-u.a u 168-g qac.
ClegoBameruro uorke ga ce npegnolo;ku, {e kaaque8unfe tionu npegus8ukBam usvene}rus
I kounoxenmnu.s c,bcma6 na ekcmpaqe,ryaapuu, npomeolumuqeu kounaekc, oco6eno
go6pe uspaseuo npu nukoBeme, elyupaqu ce rraed<gy 11 u 16 rvrun.

72h 96h 168 h

c:

(Due.28. Xporr,ramoaparlcko pasge,r.mre (upes HPLC) ua konqeumpupauu 6enmtuuu
npenapirmu om kyamypaanu mequocmu om s. albogriseolus 444, lyamugupan na
cpega rayse (6es kaaquii). vcao8usma Ba pa3ge sHemo ca nocorrenu B pasger,
'Mamepualu u Memogu".

qu

27 28

12\ 96h 16r h

Qw.29. Xpor'aamoapar[cko pa3ge rue (spea' HPLC) ua kouqeumpupanu 6eanrtquu
r.rpenlpamu om kyamypa,uu mequocmu om s. abogriseolus 444,kymnlupau ua cpega layse
(c5mM kaaquii). Vcito8uema Ha pasgearruemo ca nocoqcuu I pasgea "Ivlamepuaau u
Memogu ". KqEpo! ctJ DM c.t+ c 5 oMc.r'

Oua,30. Xpouamoeparlcko piurge/uue ('rper FPLC) ua kougeumpupauu 6camtuuu
np:n1!a!ru_om kyamlpaauu meruocmu oms. albogrireolu 444,kyrntt}\pau ui clega fayse (c1.5
u 5mM cao2). vcao8ucma ua pasgeanrcmo ca no@qeBu 0 pasgea "Ir{amepuaau ri Memoiu" 

'



B crreg8aqua eman om npoqeca Ha xpoMamoepa<[cko uecaegBane 6e uenorrs8aHa

Ionoo6rrleuna koloua Mono Q.(Qua.30). Ct6panume 6ertmr,qliu rlpakUuu cleg e^yupaHe

6axa uscrreg8allu 3a npomeo^umuqHa akmu8Hocm (c'bc cy6cmpam - kaaeun). B
omcbcmBue Ha ka^quti akmu6nocmma e  okalu3upaHa B nuko8e 3 t 6, a I npuctcm$ue ua

ka,rqut ag:rloeuquume nuko8e He noka38am maka6a. flpegBapumeauume pg3yfinamu Eu

gaBam ocHo$aHue ga Hanpa$uM 3ak^loqeHuemo, qe iionoo6MeHHama xpoMamoepaQuff e

nogxogrul Memog 3a pa3gelqHe u oqucmBage Ha npomea3uur koprnlekc , cuHme3upaH om

S. albogriseolus 444.
C kouqeumpupaHume npo6u om <fu,rmpamu Ea ky mypa Hu mequocmu c uaU-Bucoka

npomeo^umuqHa akmu8Hocm npu cy6cmpam EAIIHA 6xxa npo8egeHu npeg8apume^Hu

kuuemuqnu u3cleg8aHuff._ Ee OnpegerreHa koHcmaxmama Ea Muxaeauc-MeHmeH 3a

cpogcm8o korur cy6lmpa-i lt"Urrurnipa3Mepllocm e l,Oz.t}A M. Vcmano8enomo Bucoko

cpogcmBo kt'rra cy6cmpama Hu no3Eo^eBa ga sak^loquM, are B ekcmpaqe^y^apHu,

npomeo^umuqeu koMn ekc, cunme3upaH om S. albogriseolus 444 ce cbgbpr<am mpuncuH-

nogo6Hu npomea3u. Tsrcrama akmuBnocm ce noBluqBa om Haluquemo Ha kalque8u UoHu

B cpegama.
Ha6dogaBaEomo om Hac Muoeoo6pa3Ho geiicm8ue na ka,rque8ume [onu no

ornHorueHue Ea pa3lu\rHu eHBuMu u MopQoloeurma ua S. albogiseolus 444 u Heeo8ufl

HuckonpogykmuBeu Bapuaum goka38am Bepoxmuama My po^s kamo e![ekmop na

Quauoloauuuu, omeo8op npu cmpenmoMuqemu.
Pas6upauemo Ha peey^aqurma na Mema6olu3Ma, B 'racmlrocm kalque8ama

peey aqufl u Bmopuuuua Mema6o^u3t'M u3uckBa koplnzrekcen nogxog. Taka rrtoaam ga

6t,gam guQepeuqupaHu Quauoaozuuuume cueualu u ga ce pa3kpuffm peeylamopHume
Mexa6u3Mu, kOumo ca omeOBOpHu 3a pagmefuio-3aBucuMama aHmu6u6mgqHa cuHme3a

'0"ffi;##HH:H:1t;rraoa,e,a soama BapuaHma Ha ruaMa- nposyqeHm noka3oa, qe

pa3^uqHume Qusuoloauunu napaMempu, koumo u3c^eg8axMe BepoamHo geflcm8y8am Ea

pa3^uqHu Hu6a B peey amopEume kackagu, <|opr"rupaqu egHa c^orGa pezy amopEa

Mper<a, e(bekmupaqa Haqa^omo Ha allmu6uomuqEama npogykqur. Tasu cucmeMa e B

cbom8er;tcm8ue c Hy>kgume Ha cmpenmoMuqernHufl qaM ga y3uae, uumeepupa u
omuo8opu Ha MHo)kecm8omo cueHalu, koumo nocmtnBam kakmo om cpegama, maka om
caMama kaemka. ToBa o6scuq8a, B ua8ecmna cmeneu, Ha6lloga6aHume om Hac pa3luqut
6 akmuBuocmume Ea ugclegBauume eH3uMu om n'bp8uqHus vema6uoausurvr npu S.

albogiseolus 444 u tezolus. Euckonpogykmu6eu 6apuaum. kakmo u pa3luqHu, eQekm na

kovnonenmume Ea cpegama u karrqueBume iionu.

trIeBogu

B peayamam na npo8egeHume u3cleg8aHus rroaam ga 6bgam HanpaBeHu clegnume
u3Bogu:

1. Anmu6uomu.rHama 6uocuHme3a opu S. albogriseolus 444 ce ocbulecm8r8a npu
gocmuerrHe onpege^eHo csorllHotueEue B akmu8uocmma Ha eusuMume, ocbulecm8rBauu
ycBoa8anemo Ha e^lokosama (8 kauecm8omo ua eguHcmBeH Btalepogeu ugmoqnuk B

cpegama).
2. Bucokume nu8a ua akmu8nocm npu I6(p[X, nupy8am kuuasama u HuBomo Ea

ATO B kremkama, kopeaupam c Eaqalomo ua anmu6uomuquama npogykqus u

eHepzoo6e3neqaBane.

29 30

3. Paapa6omeu e gocmbnen Memog sa u3olupaEe u npeuucmBaue ua eneur\da HA|
kunaea omS. albogriseolus M4.3a nrpBu nbm e ueolupaE u qacmuqHo oxapakmepusupan
mo3u eH3uM om cmpenmoMuqemeu ulaM. Onpegezrena e lao.lekyauama My Maca- l4I Zl9
Da.

4. Ha[-Bucoka HA,4 kunaeua akmu8nocm e omqemeua I Ea'{aAHuq eman Ha
auu6uomuqna npogykqua u npu gocmueane ua ueluus uakcurvryrnr. EksoaeEuo go6a$enu{m
Hueepuquu cmuMylupa HA,[ kuuaenama akmu8nocm, napurlelrHo c nomuckane
ycBorBauemo xa rlocrlamu om cpegama u c nonud<a8aue uampyn8aHemo Ea 6uouaca u
npu g8ama Sapuanma Ea ulaMa.

5. 3a ntp8u nbm ca u3olupauu u qacmuquo xapakmepuaupanu 2 muna
ueu6pannocBtpsanu AT@agu-karrqui u Lraanesut sa8ucuua, om cmpenmoMuqemeu ulaM,
npogyqeHm na noluemepen anmu6uomuk. .{okasano e } racmuemo uM B
enepzosa8ucuMume npoqecu npu S.albogriseohn zl44 t sezo1lur HuckonpogykmuBen
Bapuanm.

6. Ycneuuro e corrlo6ulusupan kounaekc F1, uy8cm8umelen ktu asug, koemo
goka38a Hurluquemo na AT(Daga om F mun npu. S.albogriseolus 444.

7. Kazrque8ume iiouu ca 8ai<eu eQekmop Ha pa3luqxu npoqecu npu uscrreg8anux om
Hac cnrpenmoMuqemen uqau: -Kazrquam cmuMy upa npoqecume Ba cnopylaqrur Ba ulaMa
u'lreeo8ufl Eapuanm I meqnu u aaapo6u cpegu.

-KaaqueBume touu I kouqenmpaqua 1.5 mM u 30 mM u3Menrm guuauukama ua
rrampyn8ane Ea 6uoMaca npu g8ama Sapuanma lra ulaMa 6ee ga npornleuxm ctqecm8euo
rruBomo ua anmu6uomuuua npogykqu.r.,

-VcSosBanemo ua ekgoaeHxus Ca'*e uat -uumeneu8uo npee ntp8ume 24 \aca om
kyrmu8upanemo ta S.albogriseolus 444 u ne-ao8us nuckonpogykmu8en Bapuanm. B
npuctcm8ue Ha HueepuquH us.repnBauemo na Caz+ e noarmu ntrlHo.

-KaaqueBume iiolru nonuka8am akmu8uocmma Ha cuumesupaHume
ckcmpaqe y apnu npomea3u npu S. albogriseolus 444 u :rreeo}lus nuckonpogylmu8en
llapuaum.

8. S.albogriseolus 444 cunm$upa ekcmpaqezryrrapeH npomeo^umuueu kor,rnaekc , B
fl,cma8a Ea koiimo yracm8am mpuncuH-nogo6nu npomeasu, xapakmepusupaulu ce c
llucoko cpogcmEo ktr',r cy6cmpam EAIIHA (Km-1.02.10-" ).

9. Memaaonpomeasu u mpuncuu-nogo6uu npomea3u, cunmesupaHu om
,\.albogiseolus 444 ca omzo8opnu sa guQepenqupaHemo.Ea cy6cmpamnur ruruqea BtB
lh'egyueu u sa Qopuupauemo na cnopu.

Cnpa8ka 3a npuHocume B gucepmaquonnufl mpyg
B npegcma8enama 3a 3auluma gucepmaqufl Moeam ga 6rgam nocoqeEu clegHume

rlPuHoca:
l.{pee cpa8uumeluomo uscleg8urue akmu8uocmma Ea eu3uMu, yracm8aulu I

l)ir3^urrHu kama6oaumxu nbmutua np]u S. albogriseolus 444 u neao8u, uuckonpogykmu8en
l'lnpuaum e ycmano8euo, qe npoqecbm na anmu6uomukoo6paeyBaue ce uHuquupa npu
gocmuaaHe Ea onpegeleuo cbornuoureHue I akmuBuocmma ua eHsuMume,
ocr,ulecmBr8aulu yc8or8auemo Ha e^loko3ama. flo mo3u HaquB ce gonra8am ganEume sa
llraut'aogelcm8uemo rury ntp8uuen u Emopuueu rraema6orruerrr u Mexauu3Mume ua o6u1a u
cnequQuuua peeylaqur, npu .cmpenmoMuqemu, npogyqenmu Ha noluemepHu
irrrnru6uomuqu.



2. 3a n'op8u nbm'e ueolupaua u qacmuquo oxapakmepu3upaua 114[+ kunasa om
cmpenmoMurlemeH ulaM, kamo e npegrrodcex gocmbneE Memog 3a u3oluPaue u
npeuucmBaue Ha eH3uMa.

' 3. 3a ntpBu num om cmpenmoMuqemu-npo9)rqeH+1u na anmu6uomuqu ca

u3onupuruu g8a muna rtrerra6pano-c8bp3aHu AT(D-agu - Ca'- Mg'- - ga8ucurrru.

4. [okasaua e pol.rma Ea Ca'*, ekcmpaqeayrrapHume npomeasu u co6cm8e]ro -

npogyqupauufl anmu6uomuk B npoqecume ua pezy^aqurl ua gu!|epenquaqrulma u

aumu6uomukoo6paeyBanemo nptt Streptomyces albogiseolus 444.
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