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(54 Produk&n{ kmen mikroorganismu Streptomyces cinnamonensis CCM 3658, produkujfci
monensin A ) -

Piedmétem vynélezu je novy produk&-
n{ kmen Streptomyces cinnamonensis CCM
3658, ktery se 1i8f{ od standardnich kmeni
Streptomyces cinnamonensis tim, Ze produ-
kuje minim&lng 90 % monensinu A. Kmen je
uloZen ve Shirce mikroorganismi Universi-
ty J. E., Purkynsé,
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Vynalez se tyka produkéniho mikroorganismu Streptomyces
cinnamonensis, ktery produkuje monensin A,

Pro standardni kmeny Streptomyces cinnamonensis je charak-
teristické, Ze produkuji smés monensint A, B, C a D. s pfeva~
hou monensinu A a B, piricemz monensin B ma& vyraznd ni2§i biolo-
gickou aktivitu. NeZadouct tvorbu monensinu B lze taste&né po~
tlagit vhodnym slozenim kultiva&niho media s vyuZitim prekur-
sort nebo rostlinnych oleja /A0 218032 a A0 225 938 '

Podstatou vynalezu je novy produkéni kmen mikroobganismu
Streptomyces cinnamonensis ACER-2, produkujici monensin A,
ulo2eny ve Sbirce mikroorganisml University J.E. Purkyn& /CCM/

v Brné pod &islem .4.’.’]..%6.“:8;.. ‘

Novost kmene spo&iva v tom, Ze na rozdil od standardnich
kment Streptomyces cinnamonensis je htavnim produktem monensin
vA, jehoz podil v komplexu produkovanych monensinu je minimal~-
né 90 %. Monensin A je hlavnim nositelem 3adanych vlastnosti,
protoze ma nejpfiznivéjsi biologickou aktivitu. Novy kmen je
'sv9mi vliastnostmi pfedur&en pro prumyslovou vyrobu monensinové-
ho premixu, ktery bude slouiit Kk piipravé.medikovanich krmiv
pro pouziti ve velkochovech, pfimo 2z usueného mycelia bez na-
kladnych isolaci Ug&inného monensinu A. '

Studium biosyntézy monensinu ukazale, 3e rozhodujici staveb-
ni jednotkou monensinu A je butyratova jednotka, jejimZ piirozehym
prekursorem ée L-valin. Tento na$§ objev vedl Kk cilené pripravé
mutantniho kmene Streptomyces cinnamonensis ACBR-2 s kvalitativ-
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nimi zménami v produkci standardnich metabolitly, jejichi pod?
statou je zménéna intracelularni regulace metabolismu L-valinu.

Mutantni kmen Streptomyces qinnamonenéis ACBR-2 byl zis-
kdn z roditovského kmene Streptomyces cinnamonensis EC 100-5,
uloZeného ve Sbirce mikrorganismﬁ NBO CSAV Praha, a to po oza-
feni UV-svétlem. Jako zdroje zafeni bylo pouzito Lampy Philips
57415 P/40 TUV 15 W. Vodnd suspenze konidii kmene EC 100-5
/koncentrace kon1d11 107 mL™ 1/ byla vystavena U&inkum UV-z4Feni
pfi teploté 22 c za nepretrz1tého promichavani na elektromag-
netickém michadle. Expoziéni dobu 30 s, odpovidajici fluenci
enérgie 150 /uJ mm-z, preZilo 0.3 % konidii v suspenzi. Tato
suspenze spor po mutagenim zdsahu byla 42 h submersné& kultivo-
vana pii 36 ¢ v kultivaénim méﬁiu o sloZeni /hmotnostni kon=-
centrace/: '

L-asparagin /monohydréat/ 0,19 %
KH,PO, 0,05 %
MgsSo, 7H20 ‘ 0,1_%

Fe804.7H20 0,001 %
citrat sodny : 1,00 %

Po této dobé& byl piidadn antimetabolit L-threo~2-~amino-3~-
-chlormadselnd kyselina v takovém mnoZstvi, abyjeji koncentra-
~ce v kultivaénim méﬁiu ¢inila 0,075 %, Dale bylo submersné
kultivovano 72 hodiny za stejnych podminek. Potom byly pfeZiv=-
§i‘buﬁky vyoékovany na agarovou pudu o sloZeni /hmotnostni
koncentrace/:

L-asparagin /monohydrat/ 0,10 %
KH,PO, 0,05 %
Mg§04.7H20 0,10 %
Feso4.7H20 : 0,001 %
L-threo~2~amino~3=chlormaselnad kyselina 0,075 %
agar pe.aas /Difco/ ‘ 2,00 %
citrat sodny ‘ 1,00 %

Po 20 dnech kultivace p#i 28 °C ve vlLhké komlirce se na povr-
chu agaru objevily ojedinélé kolonie. Kritériem pro selekci .
kmene Streptomyces cinnamonensis ACBR-2 byly kolonie mutant-
niho kmene, obklopené mnoZstvim drobnych kolonii standardniho
typue. Mutantni kmen byl prei%tén na agarové plUdé stejného slo-~
seni jak uvedeno vysSe a jeho vlastnosti byly porovnany s vy-
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chozi rodiovskou kulturou kmene Streptomyces cinnamonensis
EC 100-5 pi#i stacionarni i submersni kultivaci.

1/ Morfologickad charakteristika

Pri kultivaci na pludé se sladovym a kvasinkovym vytaZzkem
tvoiril kmen ACBR-2, stejné jako rodiéovsky kmen EC 100-5,
Vzduéné mycelium s rovnymi a zvlnénymi sporofory. Po sedmi
dnech kultivace byly sporofory obou kmenl Streptomyces cinna-
monensis po celé délce &lenény na jednotliva konidia /spory/.
‘Clenéni bylo v mikroskopu s prochazejicim svétlem velmi nezfe-
telné, bylo v8ak potvrzeno pozorovanim v elektronovém mikro-

skopue.

2/ Zbarveni kultur pifi kultivaci na agarovych padach

PPi kultivaci na agarovych pUuddch bylo sledovano zbarveni
vzdusného mycelia a zbarveni difundujicich pigmenti. Nebyly
pozorovany Zadné rozdily. V obou pFipadech, u rodifovského
kmene i nového kmene ACBR-2, bylo vzdudné mycelium svétlé, Zlu-
tobilé a difundujici pigmenty svétle Zluté.

3/ Schopnost vyuzivat rGzné zdroje uhliku’

Schopnost vyuZivat rlzné zdroje uhliku byla testovana
podle Shirlinga a Gottlieba /Int.J.System.Bacteriol., 16:313,
1966/ za uziti deviti ruznych zdroju uhliku. Mutantni kmen
ACBR=2 i rodiéovsky kmen EC 100-5 rostly. stejné na D-glukose,
glycerolu, L-arabinose, D=xylose, D=-fruktose, cellobiose,
“L-rhamnose. Ani jeden z uvedenych testovanych kmend nerostl
na sacharose. Mutantni kmen ACBR-2, na rozdil od rodiéovského
kmene EC 100-5, slab& rostl na pudé s laktosou.

4/ Rezistence na L-threo-2-amino-3-chlormaselnou kyselinu
Novy kmen Streptomyces cinnamonensis ACBR-2 rostl na
agarovych pludach /sloZeni viz vySe/ s pridavkem L-threo-2-
-amino-3-chlormaselné kyseliny o hmotnostni koncentraci
0,075 %. Rust roditovského kmene EC 100-5 byl za téchto pod-

minek zcela inhibovan.

5/ Submersni kultivace

Mutantni kmen ACBR-2 i rodiZovsky kmen EC 100-5 byly sub-
mersné kultivovdny na rotaéni tifepalce s frekvenci 2,8 Hz
pFi teploté 36 °C v 500 mL varnych bankach plnénych 50 mL
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fermentaéni plUdy. SloZeni fermenta&ni plidy v hmotnostni kon-
centraci: |

sojova mouka 1,5 %4
glukosa 2,5 % pro 1.

vegetativni generaci
5,0 %4 pro 2.
vegetativni generaci

NaCl 0,3 %
CaCo, 0,3 %
Fe,/S0,/5.9H,0 0,03 %
MnClya4H,0 0,03 %

Pida pred o&kovanim byla sterilizovana pfi 120 %C a tlaku
100 kPa po dobu 35 minut.

Banky 1. vegetativni generace byly otkovéany sporovym
jnokulem z kultur na sporulaéni agarové pUdé se sladovym a
kvasinkovym vytazkem. Vlastni submersni kultivace probihala
ve druhé vegetativni genéraci; banky byly o&kovany 2 % inoku-
la z kultur prvni generace po 24 h kultivace. Kultivace dru=-
hé, produkéni generace, byla ukoniena po 120 h.

Mutantni kmen Streptomyces cinnamonensis ACBR-Z i rodi-
govsky kmen EC 100-5 tvoiily pii submersni kultivaci svétle~
hnédy /bézovy/ pigment. |

Antibioticka aktivita monensinu v submersnich kulturach
byla stanovena plotnovou difusni metodou s testovacim orga=-
nismem Bacillus subtilis nebo chemickou spektrofotometrickou
metodou s valinem.

Obsah monensinu A a B se stanovi chromatografii extraktu
ze submersni kultury na tenké vrstv& /A0 &. 218032/, KvéLita-
tivni pomér obou sloZek se objektivné zjisti densitometrickym
proﬁéﬁenim. Novy kmen Streptomyces cinnamonensis ACBR-2 tvofli
minimalné 90 % monensinu A.

'Z vyse uvedenych charakteristik je zfejmé, Ze novy kmen
Streptomyces cinnamonensis ACBR-2, ziskany po mutagenesi
UV=-zafenim a nasledujici selekci, se Lis§i od roditovského kme=-
ne Streptomyces cinnamonensis EC 100-5 v t&chto znacich:

a/ rezistence na L-threo-2-amino-3~-chlormaselnou kyselinuj;
b/ snizena schopnost vyuZivat laktosu j{ko zdroj uhliku;

¢/ potlaieni produkce nezaddouciho monensinu B a zvy3eni obsahu
monensinu A.
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Produkéni kmen mikroorganismu Streptomyces cinnamonensis cemMm 3“‘;
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