Podtoze minimalne PMM do hodowli bakterii Pseudomonas aeruginosa i

izolacji piomelaniny

Przedmiotem wynalazku jest podloze minimalne PMM do hodowli
bakterii Pseudomonas aeruginosa 1 izolacji piomelaniny z bakterii metoda
precypitacji kwasowej dla formy nierozpuszczalne] w wodzie oraz metoda

chloroformowa dla formy rozpuszczalna w wodzie.

W celu otrzymania piomelaniny bakterie Pseudomonas aeruginosa

namnazane sa zazwyczaj w podtozu LB lub Muellera-Hinton.

Podloze LB jest powszechnie uzywane do hodowli bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae jak réwniez  Pseudomonas aeruginosa . Podloze LB 1
podtoza pokrewne (SOC, Terrific Broth, 2xYT itp.) sa szeroko stosowane w
pracach nad rekombinacja DNA 1 innych procedurach biologii molekularnej.
Obecnie mozna wyr6zni¢ kilka réznych odmian tej pozywki, chociaz réznig sig
one tylko szczegotami 1 wszystkie zawierajg takie same glowne skladniki.
Klasyczna pozywka LB zawiera rozpuszczone w wodzie redestylowane) ekstrakt
(lizat) z drozdzy, trypton i NaCl. Moze by¢ takze stosowana jako podtoze state po
dodaniu czynnika zelujacego, zwykle agaru. Pozywka taka zawiera wszystkie
niezbedne do wzrostu bakterii aminokwasy, czyli zrodto azotu z tryptonu 1 lizatu,
jak réwniez witaminy 1 mikroelementy z lizatu drozdzowego. Sol zapewnia
odpowiednig osmotyczno$¢ Srodowiska i jony sodu niezbedne do transportu
btonowego. W swojej standardowej postaci nie moze by¢ stosowana jako podloze

selekcyjne, ale po dodaniu czynnika selekcjonujacego, na przyktad antybiotyku, w



tym ampicyliny, nadaje sie do selekcji na podstawie opornosci. Podloze LB jest
rowniez uzywane jako uniwersalne podtoze do hodowli bakterii dla réznych
organizmoéw fakultatywnych. W laboratoriach podloze LB jest czasem uzywana
jako powierzchnia wzrostu przy probach analizy morfologii kolonii bakterii.
Pozywke sterylizuje si¢ przez autoklawowanie w 121°C. Gotowa pozywka ma
stomkowozottg barwe 1 jest przezroczysta. Sktadnikami pozywki ptynnej stanowia
0,5% ekstraktu drozdzowego, 1% tryptonu, 1% NaCl, woda redestylowana.
Pozywka stala zawiera dodatkowo 0,7% lub 1,5% agaru lub agarozy.
Poszczegblne odmiany LB roznig sie zawartoscig chlorku sodu, dobrang wedtug
warunkéw osmotycznych optymalnych dla danych bakterii. LB-Miller — 1%
NaCl, LB-Lennox — 0,5% NaCl. By osiagna¢ odpowiednie pH, okoto 7, do
pozywki dodaje si¢ wodorotlenek sodu. Taka pozywka nie jest jednak buforowana
i pH bedzie si¢ zmienia¢ podczas wzrostu bakterii 1 wydzielania przez nie do

srodowiska produktéw przemiany materii.

W podlozu Mullera-Hinton zasada stworzenia pozywki polega na
przygotowaniu jej z ekstraktu wolowego w ilosci 300g oraz hydrolizatu kazeiny w
ilosci 17,5 g, ktore dostarczaja aminokwasow, substancji azotowych i1 innych
sktadnikow odzywczych niezbednych do wzrostu bakterii. Skrobia w ilosci 1,5 g
jest wykorzystywana jako czynnik wzrostu 1 koloid ochronny neutralizujacy
toksyczne produkty, ktore tworza si¢ w pozywce podczas procesu wzrastania
bakterii, natomiast wapn 1 magnez sa kationami dwuwartosciowymi, ktore
wzbogacaja pozywke 1 wspomagaja wzrost drobnoustrojéw. Do pozywki dodaje

si¢ takze 17 g agaru. Pozywke doprowadza sie do pH = 7,4, w temperaturze 25°C.



Uzycie tego rodzaju podloza niesie za soba konsekwencje wysokiego
stopnia zanieczyszczenia piomelaniny substancjami dodatkowymi w postaci

alginianu 1 jego pochodnych oraz lipopolisacharydu.

Celem wynalazku bylo opracowanie podtoza do  hodowli bakterii
Pseudomonas aeruginosa 1 izolacji piomelaniny poprzez eliminacje tych
problemow przez zastosowanie pozywek minimalnych PMM (ang. Pyomelanin

Minimal Medium).

Podtoze minimalne PMM do hodowli bakterii Pseudomonas aeruginosa i
izolacji piomelaniny, wedlug wynalazku charakteryzuje si¢ tym ze w wariancie 1
zawiera od 0,15 do 0,25% diwodorofosforanu potasu KH,PO,, od 0,45 do 0,55%
chlorku sodu NaCl, od 0,0075 do 0,0125% siarczanu magnezu MgSQO,4 od 0,15 do

0,25% tyrozyny, od 0,15 do 0,25% glukozy.

W wariancie Il podtoze zawiera dodatkowo od 0,125 do 0,175%
arabinozy, a takze od 0,12 do 0,15% kwasu jabtkowego. Rozpuszczalnikiem jest

woda destylowana w ilosci od 98,3 do 98,8%.

Korzystnie podtoze zawiera 0,2% diwodorofosforanu potasu KH,PO4.

Korzystnie podtoze zawiera 0,5% chlorku sodu NaCl.

Korzystnie podtoze zawiera 0,01% siarczanu magnezu MgSO,.

Korzystnie poditoze zawiera 0,2% tyrozyny.

Korzystnie podtoze zawiera 0,2% glukozy.

Korzystnie podtoze zawiera 0,15% arabinozy.



Korzystnie podtoze zawiera 0,135% kwasu jablkowego.

Podtoze wedlug wynalazku odznacza si¢ tym, ze zawiera w swoim
sktadzie tyrozyne, ktora jest prekursorsorem syntezy piomelaniny dzigki czemu
istotnie zwigksza sie ilos¢ izolowanego barwnika z hodowli Pseudomonas
aeruginosa w porownaniu do wczesniej opisanych podtéz do hodowli (LB i
Muellera-Hinton). Wyizolowana piomelanina zawiera mniejsze zanieczyszczenie
substancjami takimi jak: LPS, alginiany, biatka i produktami przemiany materii
oraz zmniejszona jest ilos¢ innych barwnikow produkowanych przez
Pseudomonas aeruginosa takimi jak: piocyjanina, piorubina co istotnie wplywa
na uzyskanie czystszego produktu w wigksze] ilosci z zachowaniem jego

aktywnosci biologiczne;j.

Wynalazek zostal przedstawiony blizej w przyktadach wykonania

Przyktad 1 (PMM I):

W 1000 ml wody destylowanej rozpuszczono w ujecia wagowym i masowo-

objetosciowym
- KH,PO, 2g (0,2%)
— NaCl 5g (0,5%)
- MgSO, 0,1g (0,01%)
— tyrozyna 2g (0,2%)

— glukoza 2g (0,2%)



Tak utworzone podtoze doprowadzono sie do pH=7 1 wysterylizowano.

Przykiad 2 II (PMM II):

Podloze utworzone w przyktadzie 1 wzbogacono o dwa sktadniki

— arabinoza 15¢g (0,15%)
— kwas jablkowy 1.35¢ (0,135%)

Tak utworzone podtoze doprowadzono do pH=7 i wysterylizowano.



