Produkce monensinid u kmenit Streptomyces cinnamonensis

rezistentnich vic¢i propionatu
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Monensiny (obr. 1) se fadi v soutasné dob& mezi nej-
v§znamngjsi oligoetherova antibiotika. Vzhledem k jejich
kokcidiostatické aktivité a stimulanimu G€inku na vy-
uZiti potravy u pfeZvykavcid, nasly Siroké pouZiti prfi
16¢b& kokcidi6éz driibeZe a pii vykrmu hospodéarskych
zvitat [1].
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Obr. 1. Chemickd struktura monensini

Monensin R! R R3
A CH; CH; CH,CH;
B CH, CH, CH,
g CH,CH; CH, CH,CH,4
D CH, CH,CH; CH,CH,

Biogeneticky patfi monensiny mezi oligoketidy. Jejich
molekula je tvofena kondenzaci nizkomolekularnich pre-
kurzorti, obdobné jako napf. mastné kyseliny. Bylo zjis-
téno, Ze zdkladni uhlikaty skelet monensinu A vznikéd z 5
acetdtovych, 7 propiondtovych a 1 butyratové jednotky.
Pfi syntéze monensinu B je butyrdtovd jednotka nahra-
zena dalSim propionatem (obr. 2) [2, 3].

Obr. 2. Schéma biogeneze monensinu A

Sbirkovy kmen Streptomyces cinnamonensis ATCC
15413 produkoval krom& monensinii jeSté dal3i antibiotic-
ky aktivni latky a biologicky neaktivni tmavé pigmenty
[4]. Po mutagennim zdsahu byly ziskdny kmeny, u nich2
byla tvorba pigmentdi potlatena [5]. Doprovodné biolo-
gicky aktivni latky byly po izolaci uréeny jako 1-fenazin-
karboxylova a 6-(3-methyl-2-butenyl)-1-fenazinkarboxylo-
va kyselina [6].

Produkci neZddoucich derivatdi fenazinu se podafilo
sniZit Gpravou sloZeni kultivaéniho média. Zatimco v mé-
diich obsahujicich glycerol byla jejich tvorba vysoka,
byl v médiich s glukosou vznik téchto latek potlacen [7].

Monensiny A a B byly ve smé&si produkované sbirkovym
kmenem zastoupeny v poméru 1:1. Bylo zjiténo, Ze pfi-
davanim prekurzord do fermenta&niho média lze pomér
obou sloZek regulovat. V souladu se schématem biosynté-
zy se zastoupeni monensinu A zvy3ovalo po pfidani n-
-butyrdtu, zastoupeni monensinu B pfiddnim propionatu
[8]. Podobny vliv na sloZeni produkované smési meély
L-valin, resp. L-isoleucin [9]. Mutantni kmen rezistentni
k analogiim valinu, produkujici 90 % monensinu A [10],
byl pouZit jako vychozi kmen pro pFipravu variant re-
zistentnich vii¢i propionatu a ke sledovéni vlivu propio-
natu na produkci monensind.

Varianty byly pfipraveny v selekénich pokusech, pfi
nichZ byl natriumpropionat v koncentracich 0—0,25 %
soutédsti pevného agarového média ofkovaného sporovou
suspenzi. Produkce monensinu byla hodnocena u 2. gene-
race ziskanych kmenii plotnovou difdzni metodou. Pomér
monensini A a B byl u variant se zvySenou produkci
urdovan hmotnostni spektrometrii.

Pfi testech vykazovalo 82 % variant produkci niZ3i neZ
vychozi kmen, 14 % produkovalo 90—110 % ve srovnéni
s kontrolou (400mg/l1). U 4% byla zjiSténa produkce
monensinu v rozsahu 110—130 %. Nejvy38ich produkci
bylo dosaZeno u variant ziskanych na pidach s 0,1—
—0,3 % propiondtu. Tyto varianty byly déle testovany
na schopnost produkovat monensin pfi submersnich kul-
tivacich za pfitomnosti 0—0,26 % propiondtu. Nejvy3si
produkce (140 % kontroly) bylo dosaZeno pfi koncentra-
ci 0,2 % propiondtu v médiu.

U vybranych vy3eprodukénich variant byla dédle sledo-
védna produkce monensinu po piisobeni propionédtu v kon-
centracich 0,3 a 0,6 % po dobu 5 min na sporovou suspen-
zi. Exponované spory byly vysévany na pevné agarové
médium obsahujici 00,25 % propionatu. Produkce mo-
nensinu byla hodnocena u 2. generace pfi submersni kul-
tivaci. NiZ3i produkce (méné neZ 90 % kontroly) byla
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namsfena u 94 % kmend, produkce v rozmezi 90—110 %
byla zjisténa u 4% kmen a zvySenou produkci 120—
—250 % vykazovala 2% variant. Maximalni produkce
(250 % kontroly) bylo dosaZeno pii kultivacich kment
ziskanych po 5minutové inkubaci spor v médiu s 0,3 %
propiondtu a nasledném vyseti na pevné medium bez
propionétu.

JestliZe byly do média pii kultivacich mutantniho kme-
ne S. cinnamonensis pridavany prekurzory, zvySoval pro-
dukci monensin@ nejvice propionat [8]. Stimulacni efekt
byl viak pozorovdn pouze u nejniZ3i koncentrace (0,05 %).
Stejné se projevil pfidavek propionatu napf. pti kultiva-
cich kmenid Streptomyces coeruleorubidus produkujicich
daunomycin [11]. U variant S. cinnamonensis, u nichZ
byla pozorovana stimulace tvorby monensind propiond-
tem (pfidanym pfi submerznich kultivacich do média),
zvySoval propionat produkci jesté pri koncentraci 0,2 %.
Vy3$si obsah propiondtu v médiu se projevil opét inhibic-
né. Pomér monensinit A a B, produkovanych sbirkovym
kmenem a jeho vy3eproduk&nimi mutanty, byl pfidavkem
propiondtu ménén ve prosp&ch monensinu B [8]. U mu-
tanta produkujiciho 90 % monensinu A [10] a u variant
rezistentnich k propiondtu, které z né&j byly ziskany, se
plsobenim propionatu pomér nezménil a nebyl ovlivnén
ani zvy$enou koncentraci propionatu.

Lektoroval dr. V. Jirkia, CSc.
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Z mutantniho kmene Streptomyces cinnamonensis pro-
dukujiciho zv§$ené mnoZstvi monensinu A byly priprave-
ny varianty rezistentni vii€i propionatu. Pfi submerznich

kultivacich vykazovaly znacnou variabilitu produkce
(0—250 % kontroly). U vybranych rezistentll byla sledo-
vana produkce monensinii pfi zvySené koncentraci pro-
pionatu; stimulace tvorby monensini propiondtem byla
pozorovana u 70 % sledovangch rezistentl. Nebyl zjistén
vliv propionatu na vzajemné zastoupeni monensinit A
a B.

Marteio, K0., Kapuerosa, f., Mocnumua, C., Horunek, M,
Bepan, M., Banek, 3.: TIpoAyKuHs MOH3H3HHOB WITAMMAMH
Streptomyces cinnamonensis Pe3HCTEHTHbIMH B OTHOLIE-
nHu nponnonarta. Keac. npym. 32, 1986, Ne 5, ctp. 110—111.

M3 myranTHoro mramma Streptomyces cinnamonensis,
00pa3yIoUlero Inpek/ie BCEro MOHIH3HH A, MBI NOJArOTOBHIH
BAapHAHTHL PE3HCTCHTHLIC B OTHOUleHHH nponHoxaTa. bo Bpe-
M$ TJyOMHHONH KyJbTHBALHH OHH OKa3aln 3HAYHTeJbHYIO
BapHAGHIBHOCTL B NPOAYKIMH anTHOHotHka (0—250 %
KOHTpOJs1). B rpynme BLIGPaHHBIX YCTOHUHBBIX MYTAHTOB
Mbl CJICIHJIN 33 NPOJYKIHEll MOHSH3HHOB NMPH NOBLILIEHHOI
KOHUEHTPALHK NPONHOHATA: CTHUMYJSUHIO OGpPa3’oBaHHA
MOHSH3HHOB NpOnHOHaTOM Mbl oTMetnan y 70 % mn3yuae-
MBbIX pe3HcTeHTOB. Mbl He YCTaHOBIJIH BJHsIHHE NPONHOHATA
Ha OTHOCHTeJbHOE cOOTHOUIeHHEe MousH3mHa A u B.

Matéjii, J. - Karnetovs, |. - Pospisil, S. - Nohynek, M. -
- Beran, M. - Vangk, Z.: Production of Monensins by
Strains of Streptomyces cinnamonensis Resistant to
Propionate. Kvas. prim. 32, 1986, No. 5, p. 110—111.

Variants resistant to propionate were prepared from
a mutant strain of Streptomyces cinnamonensis pro-
ducing predominantly monensin A. During batch culti-
vation they exhibited considerable variability of pro-
duction (0—250 % of control).

With selected resistants the production of monensins
(in media with higher concentration of propionate] was
examined. Stimulation of monensin synthesis by pro-
pionate was observed with 70 % of the resistants studied.
Propionate did not influence the ratio between mo-
nensin A and B production.

Matéji, J. - Karnetova, ]J. - Pospisil, S. - Nohynek, M. -
- Beran, M. - Vanék, Z.: Produktion der Monensine bei
propionat-resistenten Streptomyces cinnamonensis-Stim-
men. Kvas. pram. 32, 1986, Nr. 5, S. 110—111.

Aus einem Mutanten Streptomyces cinnamonensis-
-Stamm, der hdhere Menge von Monensin A produziert,
werden propionat-resistente Varianten zubereitet. Diese
wiesen unter Bedingungen der submersen Kultivierung
eine hohe Variabilitit der Produktion (0—250% der
Kontrolle). Bei auserwihlten Resistenten wurde die Pro-
duktion der Monensine bei gleichzeitig erhohter Kon-
zentration des Propionats verfolgt. Bei 70 % der unter-
suchten Resistenten wurde eine Stimulierung der Monen-
sin-Bildung durch das Propionat beobachtet. Ein EinfluB
des Propionats auf die gegenseitige Vertretung der
Monensine A und B wurde nicht festgestellt.




