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Sposdb otrzymywania wysokoaktywnych nizynotwoérczych populacji
mikroorganizméw Streptococcus lactis

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania wysokoaktywnych nizynotwérczych populacji mikro-
organizmow Streptococcus lactis z wyjsciowej populacji o stabej aktywnosci nizynotwdrczej.

Wedtug dotychczas znanych sposobéw wyizolowanie szczepdw nizynotwdrczych polega na wydzielaniu
frakcji populacji ze srodowisk naturalnych badz na wyizolowaniu klondw metoda rozsiewu na ptytce. Otrzymane
w ten sposéb kultury przechodza szereg etapéw uaktywniania poprzez podtoza ptynne istate. Jest to jednak
sposOb mato wydajny, pracochtonny, a przy tym wyniki zalezg od przypadku i s czesto negatywne.

Stwierdzono, Zze mozna regenerowa¢ aktywnos$¢ biosyntetyczng szczepu nizynotwdrczego w kilkuetapo-
wym procesie kierowanej selekcji przy uzyciu czynnikéw chemicznych takich, jak nizyna i N-metylo-N-nitro-
zo-N’'-nitro-guanidyna. Jako materiat wyjsciowy zgodnie z wynalazkiem moze stuzyé ostabiona populacja nizy-
notwdrczego szczepu Streptococcus lactis, ktorej ulepszenie cech produkcyjnych odbywa sie na drodze kierowa-
nej, eliminujacej z populacji osobniki o stabszej aktywnosci nizynotwoérczej i prowadzacej do biologicznego
wzmocnienia populacji, a zastosowanie N-metylo-N-nitrozo-N’-nitro-guanidyny umozliwia proces indukcji mutacji
w populacji drobnoustrojéw.

Sposéb wedtug wynalazku umozliwia otrzymywanie zmienionych populacji ze szczepu Streptococcus
lactis, ktore charakteryzuja sie wysokg aktywnoscig nizynotwdrczg i dobrg stabilnoscig produkcyjng w okresie co
najmniej trzech miesiecy. Ponadto pozwala na otrzymywanie szczepow produkcyjnych do 2500 jednostek nizyny
w 1 ml hodowli w mleku w ciagu przynajmniej 15 generacji. Zgodnie Zwynalazkiem hodowle bakterii nizyno-
wych o ostabionej zdolnosci biosyntezy nizyny rozmnaza sie w podtozu mlecznym do uzyskania poczatku
stacjonarnej fazy wzrostu, nastepnie po zobojetnieniu mleka do wartosci pH okoto 7,0 oraz po dodaniu
cytrynianu sodu oddziela si¢ osad komérek przez wirowanie, przemywa buforem fosforanowym o wartosci
pH = 7,0, po czym roztwarza w buforze fosforanowym o wartosci pH = 7,0 do zawartosci biomasy, wynoszacej
0,3—0,5 mg/ml. Uzyskuje sie w ten sposdb zawiesing podstawowa, do ktérej dedaje sie nizyne w ilosci zabezpie-
czajacej poziom 200—1000 j/ml, korzystnie okoto 500 j/ml, po czym przechowuje ja w temperaturze +4°C
wciggu 12godzin. Po tym czasie dodaje sie N-metylo-N-nitrozo-N’-nitro-guanidyne do uzyskania
0,05—1,0 mg/ml, korzystnie 0,5 mg/ml. Zawiesing bakterii w roztworze nizyny i N-metyio-N-nitrozo-N"-nit-
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ro-guanidyny przetrzymuje si¢ do 150 minut, korzystnie 60 minut, w temperaturze 30°C. Bezposrednio lub po
przechowaniu w temperaturze +4°C w czasie do 12 godzin, pobiera si¢ po 1 ml zawiesiny i przenosi do 9 ml
erylnego buforu ochtodzonego do temperatury +4°C o wartosci pH = 7,0. Po dokfadnym wymieszaniu
eriat biologiczny wysiewa si¢ na agarowe podtoze odzywcze. Po hodowli w ciggu 48 godzin w temperaturze

~ 30°C losowo odszczepia si¢ wyrosnigte kolonie i przenosi do chudego sterylnego mleka, z ktérego po dalszych

pnalzsiewach w trzeciej generacji oznacza si¢ poziom wytworzonej nizyny poprzez dany klon bakterii, stosujgc
mgtode rezazurynowa. Sposréd najaktywniejszych populacji pierwszego etapu konstruuje si¢ mieszana gopulacje
wyjsciowa do drugiego etapu, w ktérym izoluje sig, jak w etapie pierwszym, klony bakterii o podwyzszonej
aktywnosci w stosunku do populacji wyjsciowej. llo$¢ etapéw stosowanych w sposobie wedtug wynalazku zalezy
od aktywnosci populacji wyjsciowej. Przy niskich wyjsciowych zdolnosciach biosyntezy nizyny przewiduje sie
3 etapy procesu, natomiast przy populacjach o przecietnej zdolnosci produkcyjnej, wynoszacej okoto 800 j/ml,
uzyskuje si¢ dobre wyniki juz po pierwszym etapie.

Ponizszy przyktad wyjasnia blizej istote wynalazku, nie ograniczajac jego zakresu.

Przyktad. Do 400 ml chudego jatowego mleka wprowadza sie 3-procentowe inokulum, otrzymane
uprzednio na drodze hodowli mikroorganizméw ze szczepu Streptococcus lactis na chudym mleku w tempera-
turze 30°C w ciagu 12 godzin. Hodowle prowadzi sie¢ w temperaturze 30°C w ciagu 12 godzin przy mieszaniu
elektromagnetycznym. Po tym czasie uzyskuje sie poczatek stacjonarnej fazy wzrostu, hadowle zobojetnia sig
sterylnym 20-procentowym roztworem wodorotlenku sodu do uzyskania wartosci pH = 7,0, dodaje 1-procen-
towy roztwor cytrynianu sodu, cato$¢ dobrze miesza i osad komérek bakteryjnych odwirowuje w ciagu 15 minut
przy okoto 4000 obrotéow na minute. Osad komérek dwukrotnie przemywa sie buforem fosforanowym
o wartosci pH = 7,0 i nastepnie roztwarza w tym buforze do uzyskania zawartosci suchej substancji, wynoszacej
0,45 mg/ml, a nastepnie pobiera 150 ml uzyskanej zawiesiny, zwanej zawiesing podstawowa, po czym dodaje
75 mg standartowej nizyny w proszku o mocy 10° j/g, doktadnie miesza i pozostawia w temperaturze +4°C
w ciagu 12 godzin. Po tym czasie do podstawowej zawiesiny wprowadza sie N-metylo-N-nitrozo-N’-nitro-guani-
dyne wilosci, dajacej stezenie 0,5 mg/ml, i miesza elektromagnetycznie, a nastepnie w czasie do 150 minut
w okreslonych odstepach czasu przenosi po 1 ml do 9 ml buforu fosforanowego, schtodzonego do temperatury
+4°C, przy wartosci pH = 7,0, z ktérego mikroorganizmy wysiewa sie na optymalng pozywke agarowa, stosujac
w miare potrzeby rozciericzenia w schtodzonym buforze fosforanowym o wartosci pH = 7,0. Ptytki inkubowano
48 godzin w temperaturze 30°C. Nastgpnie z kolonii, ktére wyrosty, wyizolowano 103 klony bakterii i przenie-
siono je do chudego sterylnego mleka, z ktérego po otrzymaniu skrzepu, przeszczepiono dwukrotnie wszystkie
populacie’ na chude sterylne mleko. Sprawdzono zdolno$¢ nizynotwdrcza wyizolowanych klonéw bakterii,
ktérych aktywnosé nizynotwoércza wahata sig w granicach 950—1500 j/ml podczas, gdy aktywnos$¢ nizynotwor-
cza szczepu wyjsciowego nie przekraczata 550 j/ml. Stabilnosé wyselekcjonowanych szczepéw byta dobra
wciagu trzech miesiecy. Szczep wyjsciowy, zastosowany do izolacji klonéw nizynotwdrczych w pierwszym
etapie, po uptywie 3 miesigcy hodowli laboratoryjnej produkowat jedynie okoto 150 jednostek nizyny w 1 m
hodowli na mileku. :

W celu uzyskania populacji o aktywnosci nizynotworczej, przekraczajacej 2000 j/ml konstruuje sie¢ mie-
szane populacje wyjsciowe, na przyktad po selekcji z najlepszych populacji idalej postepuje, jak powyzej
opisano. Tabelka zawiera zestawienie wynikéw, uzyskanych w drugim i trzecim etapie selekcji.

Liczba klcnéw o aktywnosci nizynotwdrczej

Etap Czas dziatania ‘Liczba wyizolowanych jednostek/ml
se[ekcji N-metylo-N-nitrozo- klonéw . do do dp powy zej
N-ni'groguanidy ny . 1000 1500 2000 2000
Drugi 30 minut 39 30 9 brak brak
60 minut 39 25 1 .2 1
980 minut 39 29 5 4 1
Trzeci 30 minut 32 13 8 9 2
60 minut 30 9 6 14 1
90 minut 30 8 1" 10 1
120 minut 30 3 10 15 2




82443 3

Wszystkie wyizolowane szczepy w pierwszym, drugim i trzecim etapie selekcji posiadaty aktywnosé trwale
podwyzszona, co wykazano w hodowlach laboratoryjnych, ktére prowadzono w ciggu 3—4 miesigcy. Szczep
wyjsciowy, zastosowany do izolacji nizynotwdrczych w pierwszym etapie, po trzech miesigcach hodowli labora-
toryjnej produkowat jedynie okoto 150 jednostek nizyny w 1 ml hodowli na mleku.

, Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania wysoko aktywnych nizynotwérczych populacji mikroorganizméw Streptococcus
factis, znamienny tym, ze do zawiesiny nizynotworczych bakterii Streptococcus lactis o zawartosci
biomasy 0,3—0,5 mg/ml, uzyskanej na poczatku stacjonarnej fazy wzrostu hodowli w mleku, wprowadza sie
nizyne w ilosci 200-1000 j/ml, korzystnie 500 j/ml, dodaje N-metylo-N-nitrozo-N’-nitro-guanidyne w ilosci, daja-
cej stezenie 0,05-1,0 mg/ml, korzystnie 0,5 mg/ml, i przy mieszaniu cato$é przetrzymuje w czasie do 150 minut,
korzystnie 60 minut, a nastgpnie materiat biologiczny wyizolowuje sie bezposrednio lub po przechowaniu
w temperaturze +4°C w czasie do 12 godzin.

2. Sposéb wedfug zastrz. 1, znamienny tym, Zze izolacje materiatu biologicznego prowadzi sie
jednoetapowo lub w kilku etapach, przy czym z najaktywniejszych populacji jednego etapu wybiera sie populacje
wyjsciowa do nastepnego etapu.
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