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Vysokoproduk&n{ kmen mikroorganismu Streptomyces cin-

namonensis produkujici monensin A

K vyrobé monensinu A a8 B se pouZivéd

mikroorganismu Streptomyces cinnamonensis.
Novd vysokoproduk&éni mutanta tohoto kmene
oznatend SMU 21, jejiz vzorek kultury je
uloZen pod Eislem CCM 3977, produkuje monen-
sin A v koncentraci vice nez GOOOéug/mL

oproti vychozimu kmeni, ktery pro

ukoval mo-

nensin A v koncentraci kolem 1000 /ug/mL.

0d rodidovského kmene Streptomyces

cinnamo~-

nensis ACB-NLR-2 se 1i§f ddle v t&chto zna-

cichs -

a) zbarveni vzdu3ného mycelia pfi kultivaci

na pevném agarovém médiu

b) zbarveni submersnich kultur
c) vyuZitim fruktesy pro rtst pfi povrchové
kultivaci na pevném médiu,
Jako zdroj uhliku se pfi fermentaci po-
uzivé smés tukl. Mutagenni zdsah dginkem
8-methoxypsoralenu a UV z&feni.
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Vynilez se tykd vysokoprodukéniho kmene mikroorganismu Streptomyces cinnamonensis

produkujiciho monensin A, pFifemZ jako zdroj uhliku se vyuZivd tukd.
Standardni kmeny mikroorganismu Streptomyces cinnamonensis produkuj{ smé&s monensint,
v niz jsou hlavnimi sloZkami monensiny A a B. Pomsr produkovanych monensind lze u t&chto
pigmentujicich nizkoprodukénich kment omezend regulovat pouZitim rostlinnych olejod jako
zdroju uhliku (AO ©.218032). Nepigmentujfci mutantni kmen Streptomyces cinnamonensis K1-1

(AD &.226964) produkuje zhruba 90 % monensinu A po pEiddni specifickych prekursord téte
latky, tj. valinu nebo butyrdtu (AD &.225938).

Podstatou vyndlezu je novy vysokoprodukZni kmen Streptomyces cinnamonensis SMU-21,
produkujici monensin A, vyuZivajfc{ pFi fermentaci jako zdroj uhliku sm&s tuks, ktery je
uloZen ve Sbirce mikroorganismG Univerzity J.E.Purkyn& (CCM) v Brn& pod &éislem CCM 3977.

Novost kmene spo&ivd v tom, Ze na rozdil od rodi&ovského nizkoprodukéniho kmene, pro-

dukujiciho monensin A na pdddch obsahujicich glukosu, popf. nékteré dalsf cukry, produkuje

novy kmen SMU-21 vice neZ 6000 ng/mL monensinu A pti submersnich kultivacich v médifch

ohsahujfcich jako zdroj uhliku smés tukdl,

Yutantni kmen Streptomyces cinnamonensis SMU-21 byl ziskdn z dvojndscbné rezistentni-
o muianta Streptomyces cinnamonensis ACM-NLR-2, rezistentnfho k 2-amino-3-chlorbutyrdtu a
narleucinu, ktery je uloZen ve Sbirce mikroorganismi Mikrobiologického dstavu £SAV, Praha,
nikolikastupfiovou selek&ni metodou zahrnujfcf plsobenf chemickych mutantd 8-methoxypsorale-
nu a N-methyl-N’-pitro-N-nitrosoguanidinu na sporovou suspensi a ozdfeni sporové suspense

Uv-svétlem.

K suspensi spor (koncentrace konidii 1.5.1011 mL'l) v 0,1 M fosfatového pufru (Na)
pll 7.0 byl pfiddn ethanolicky roztok (96 % ethanol) 8-methoxypsoralenu tak, aby kone&nd
koncentrace této ldtky byla SUD/ug mL'l. Suspense byla nepFetrZit& mfchdna na elektroma-
gnetickém michadle pFi 24 Oc. Po 15 min. byla suspense exponovéna za michdni 20 min, UV-
zéfenim (zdrojem zdfeni byla lampa Philips 57415 P/40 TUV 15 W), odpovidajicim toku energie
6 md mm'z. Procento konidif pfeffvajicfch po mutagennim zdsahu (2.107' %) bylo urdenoc z
"podtu kolonif vyrostlych z konidif pe odstranén{ mutagenu po 5 dnech kultivace na agarové
medium o sloZeni (%):
kvasniéni extrakt 0,4
agar se sladinovym extraliem 2,0

glukosa 0,4
agar Oxoid 3,0
voda

Sporovd suspense (koncentrace konidii 5.1[]ll mL'l, v 0,05 M Tris-maleinanovém pufru

(Na) pH 9.0 byla za nepfetrZitého michdni na elekiromagnetickém michadle vystavena plisobeni
H-methyl-N*-nitro-N-nitrosoquanidinu v koneéné koncentraci 3 mg mL'l. Expoziéni doba byla
120 min. pFi 24% C. Procento pfeZivajfcich konidif (4.10"'8 %) po mutagennim zdsahu bylo ur-
geno stejnym zptsobem jako po Géinku B-methoxypsoralenu a UV-zdfenf., Variabilita kment
ziskanych po plsobeni chemickych mutagend byla ‘'sniZena pFirozenou selekcf, Izolovany mutant
byl rodiZovskym kmenem v ndsledujicim selekénim stupni. Kritériem pro vyb&r mutantd byla
biologicks aktivita submersnich kultur, u vybranych kmenl s vysokou produkci pomé&r produko-
vanych monensinl A a B, nepfitomnost neZddoucich derivdtd fenazinu a schopnost vyuZivat tu-
ky. Mutant Streptomyces cinnamonensis SMU-21 byl po pfe&isténi poravndn s vychoz{ rodigov-

skou kulturou Streptomyces cinnamonensis ACB-NLR-2.

Morfologickd charakteristika

P#i kultivaci na pud& se sladovym a kvasinkovym extraktem rostl mutant SMU 21 ve formé
béZovo-bilych, vrdséitych kolonii s vystouplym stfedem. Kolonie Eyly pravidelné, kulaté,
po 5 dnech kultivace dosahovaly velikosti 4 aZ 8 mm. Narostlé vzdudné mycelium s rovaymi a
zvinénymi sporofory se po 6 dnech kultivace &lenilo na jednotlivd b&Zove-bild konidia (spory)

s
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s hladkym povrchem,

Zatimco vychozi kmen ACM-NLR-2 tvofil bghem submersni kultivace dlouhs vétvend vldkna,
na mycelitu mutanta dochdzelo po 40 h. kultivace k bodovému ztludténi vldken a po 50 h. na-
stal vyrazny rozpad mycelia na Gtvary podobné spordm.

Zbarveni kultur pii kultivacich

Pri povrchovych kultivacich bylo sledovéno zbarveni vzduZného mycelia a zbarveni pig-
mentd difundujicich do agarového média. Na rozdil od vychoziho rodidovského kmene ACB-NLR-2,
ktery vylugoval Zlutobilé pigmenty, bylo mutantem SMU-21 po 7 dnech kultivace médium zbar-
veno hnédoCervenym pigmentem. Vzdusné mycelium a spory byly u obou kmend béZovo-bilé.

PIi submersnich kultivacich m&lo médium po 144 hod. intenzivni tmavé hnédou barvu na
rozdil od vychoziho kmene, kde byly tvofeny svétle hnédé pigmenty.

Asimilace zdrojd uhliku vychozim kmenem ACB-NLR-2 a mutantem SMU 21

Schopnest vyuZfvat rGzné zdroje uhliku pfi povrchové kultivaci na pevnych médiich byla
testovdna podle Pridham a Gottlieb (J.Bact. 28: 107, 1948) a Shirling a Gottlieb (Int.J.
Syst.Bacteriol. 16: 313, 1966). Pro srovnéni Je ddle uvedena tabulka vyuZit{ rdznych zdroju
ubhliku pfi povrchové kultivaci vychozim kmenem ACB-NLR-2 3 kmenem SMU 21 podle vyndlezu.
Oba kmeny rostly stejné na glukose, arabinose, xylose, mannitolu a rhamnose. Na rozdil od
vychoziho kmene, na fruktose rostl mutant SMU 21 mnohem lépe. Naopak vychozi kmen rostl lé-
pe na inesitolu. ROst nrebyl pozorovan (kromé kontroly) na sacharose, raffinose a celulose.

VyuZiti roznych zdroju uhliku kmeny ACB-NLR-2 a SMU 21

zdroj uhliku ACB-NLR-2 SMU 21
0 - -
D-glukosa ++ o
L-arabinosa . 4
sacharosa - -
D-xylosa + +
i-inositol ++ +
D~mannitol 4 ++
D-fruktosa + 4
L-rhamnosa + +
ruffinosa - -
cellulosa - -
- neroste ++ dobry rost

+ slaby rdst +++ velmi dobry rlst

Submersni kultivace

Bylo kultivovdno na rotacnich tfepacich strojich s frekvencf 4,5 Hz a polomérem rotace
15 mm pFi 34° ¢ v 500 ml varnych baikédch s plochym dnem, plnénych 50 ml, pfi kultivaci ino-
kula mutantnich kment 100 ml média.

Vychozi roditovsky kmen ACD-NLR-2 byl kultivovdn v médiu obsahujicim (%):

glukosa 2,5 (inokulum)
5,0 (II.vegetativnl generace)
K,HPO, 0,05
. MgSOll 0,05
KNO3 0,1
NaCl 0,05
FeS0 0,001

4
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Mutantni kmeny byly kultivavény v inokuladnim médiu o sloZeni (%):

sojovd mouka 1,5
kvasnigny extrakt 0,25
glukosa 0,5
dextrin 2,0
€aC05 0,1
Produkéni médium obsahavalo (%):

sojovd mouka 3,3
glukosa 3,7
NaCl 0,033
FeSU4 0,011
CaBU3 0,25
NaZSUa 0,22
A12(504)3 0,07
KZHPD4 0,0075
kyselina askorbovd 0,0019
sojovy olej 2,5
namelovy olej 8,5
methyloledt 0,8
NaNU3 g,8

Inokuladni baiiky I. vegetativni generace byly o&kovdny jednou kligkou spor z kultur

rulaéni pidé, starych 7 aZ 10 dnif. Vlastn{ submersnf kultivace probihala ve II. ve-

na spo
% 14 hod. Kultivace byly

getativni generaci; baiiky byly ogkovény 4 & inokula ve stdff{ 18 a
ukonéeny po 8 dnech.

Po skon&eni kultivace byla v methanolickém extraktu ze submersnich kultur sledovdna
novou metodou a tverba ldtek fenazinového typu autobio-

antibiotickd aktivita difusni plot
Testovacim organismem byl Bacillus subtilis.

graficky po tenkovrstevné chromatografii.

Pomér produkovanych monensind A a B byl zjistovdn v hexan-chloroformovém extraktu z

kultur. Po tenkovrstevné chromatografii byly zény monensint detegovény vanilinovym ginidlem

2 méfena densitometricky jejich intenzita.
Spotfeba tuki byla urgena v supernatantu po centrifugaci submersnich kultur m&fenim

tisla zmydelnéni.

Z charakteristik uvedenych vy3e vyplyvd, Ze kmen SMU 21 podle vyndlezu ziskany nékoli-

kastupiiovou selekci za pouZiti chemickych mutagent B-methoxypsoralend a N-methyl-N'-nitro-
_H-nitrosoquanidinu a UV-zdfeni se od rodidovského kmene Streptomyces cinnamonensis ACB-NLR~
-2 1i&{ v t&chto znacich:

a) zbarveni vzduiného mycelia pFi kultivaci na pevném agarovém médiu

b) zbarveni submersnich kultur

¢) vyuzitim fruktosy pro rist pfi povrchové kultivaci na pevném médiu

d) schopnosti vyuZivat jako zdroj uhliku pti kultivacich tuky

e) vysokou produkci monensinu A. (0proti vychozimu kmenu produkujicimu monensin A v koncen-

tracich kolem 1000 /ug/ml, produkuje kmen SMZ 21 podle vyndlezu vice neZ 6000/ug/ml,)
PREDMET VYNALEZU
Vysokoprodukéni kmen mikroorganismu Streptomyces cinnamonensis produkujici monensin A

oznateny jako SMU 21, vyu#ivajici pfi fermentaci jako zdroj uhliku smés tukd, jehoZ vzorek
kuItury je uloZen ve Sbirce mikroorganismi Univerzity J.E.Purkyn& (CCM) pod &islem CCM 3977.
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