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Sposéb otrzymywania podloia do hodowli békterii .

Przedmiotem wynalazku jest spos6b otrzymywa-
nia podloza do hodowli bakterii.

Dotychczasowy stan techniki. Do hodowli drob-
noustrojéw uzywa sie wielu réznych podlozy tak
podstawowych, jak i specjalnych wzbogaconych.
Podloza te wykonuje sie¢ réinymi metodami przy
uzyciu najczeSciej jako skladnika podstawowego
biatka zwierzecego, w szczeg6lnoSci miesa wolowe-
go. Podloza wykonane w oparciu o bialtka roSlin-
ne maja swoje zastosowanie, lecz ich przydatno§é
jest bardziej ograniczona, niz podlozy wykonanych
w oparciu o bialko zwierzece. Szczeg6llnie odnosi
sie¢ to do bakterii chorobotwérczych. NajczeSciej
uzywa sie podlozy wykonanych przez gotowanie
miesa i otrzymywanie z niego tak zwanych wycia-
gébw, z ktérych sporzadza sig¢ buliony przez male
rozcieficzenie woda i dodanie peptonu, chlorku sodu
i ustalenie pH.

Do§¢é czesto trzeba takie podloza  wzbogacaé
krwig, surowicg lub innymi zwigzkami tak orga-
nicznymi, jak i nieorganicznymi w celu uzyska-
nia lepszych wzrostéw, jak réwniez selektywnoéci
w odniesieniu do $ci§le okreSlonych grup bakterii.

Znane i opisywane podloza wykonuje sig, prze-
prowadzajac hydrolize bialka enzymami, zawarty-
“mi w jednym narzadzie np. trzustce. Do podlozy
takich mozna zaliczyé bulion Hottingera i bulion
Hartleya. W przypadku bulionu Hottingera uzywa
sie mieso i zmielong §wieza trzustke. Hydroliza za-
chodzi w czasie kilku dni. R6wniez bulion Hartleya
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uzyskuje sie przy wykonywaniu wyciggu z trzustki,
prowadzac hydrolize w okresie 6 godzin.

Przy znanych sposobach otrzymywania wyciagéw
migsnych straty bialka po wykonaniu podlozy wy-
nosza okolo 90 procent. o
* W przypadku otrzymywania podloza “sposobem
wedlug wynalazku straty biatka s3 minimalne, a
podloze spelnia Zadane warunki. C :

Istota wynalazku. Celem wynalazku bylo opraco-
wanie technologii otrzymywania podloza do hodowli
bakterii z mozliwo$cia diugotrwalego przechowy-
wania w postaci koncentratu.

Cel ten osiagnieto przez dilugoletnie prace do-
$§wiadczalne nad doborem surowca, jak i skladni-
k6w naturalnych, zawierajacych enzymy. Prace
pozwolily na. ustalenie, Ze najkorzystniejsze wyni-
ki otrzymano przez dzialanie na elementy uposta-
ciowane krwi zestawem enzyméw, zawartych w
zmielonym zoladku wieprzowym dodanym w iloSci
15—25 procent, w roztartej trzustce wieprzowej do-
danej w iloSci 8—12 procent oraz w §luzéwce jelita
cienkiego §wini dodanej w ilo$ci 2—4 procent, W
stosunku do wagi elementéw upostaciowanych krwi.

Hydrolize przeprowadza sie¢ w temperaturze
37°—41°C w S$rodowisku o pH=8,0—8,2 w czasie
72—96 godzin. Po tym czasie hydrolizat poddaje
sie zakwaszeniu do pH=4,5. )

Elementy upostaciowane krwi sa bezuzytecznym
bialkiem po odwirowaniu potrzebnej do innych ce-
16w surowicy. i
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Podloze, wykonane w oparciu o elementy upgsta-
ciowane krwi, jak stwierdzono, posiada 18 amino-
kwas6w oraz sole mineralne. Pozwala to na sto-
sowanie go bez specjalnych dodatkéw wzbogacaja-
cych do ustalenia lepszych wzrostéw.

Hydroliza enzymatyczna, przeprowadzona przy
powyzszym doborze jakoSciowym i ilo§Sciowym,
pozwolila na uzyskanie podloza do hodowli bakterii
w postaci koncentratu, ktéry nadaje sie do normal-
nego przechowywania i wykazuje przydatno$é przez
okres ponad dwu lat.

Wykonujac caty szereg do§wiadczen, stwierdzono,
ze elementy upostaciowane krwi, poddane hydroli-
zie enzymatycznej daja produkt kofcowy, ktéry w

_ wielu przypadkach jest lepszy od produktéw kon-
cowych, otrzymanych przez hydrolize miegsa, czy
tez innego bialka. Zalety jest otrzymywanie pro-
duktu koficowego jako ekstraktu, ktéry po wielo-
krotnym wrezcieficzeniu wodg od 1:5 do 1:20 w za-

i .leinofcl 6d potizeb, speinia taka role, jak wiekszogé

10

13

4

podlozy, wykonanych w oparciu o mieso zwierze-
ce, ktére to najczeSciej rozeieficza sie wodg w sto-
sunku 1:2.

Inng zaleta opracowanego podloza jest to, ze
kontrolujgc jego przydatno§é do hodowli bakterii
przez okres ponad dwu lat, nie traci ono nic ze
swej wartoSci uzytkowej. Zaleta podloza wykona-
nego na drodze hydrolizy enzymatycznej elementéw
upostaciowanych krwi jest réwniez i to, e do roz-
cieficzonego juz hydrolizatu nie potrzeba dodawaé
peptonu w celu jego wzbogacenia, a tylko nalezy
korygowaé pH i dodawaé chlorek sodu.

Wykonujac badania na zawarto$¢é azotu amino-
wego i biatkowego stwierdzono duzg koncentracje
szczegblnie azotu aminowego w ekstrakcie w po-
réwnaniu do bulionu wolowego peptonqwego i 1
procentowej wody peptonowej, a nawet ekstraktu,
otrzymanego na drodze hydrolizy enzymatycznej
miesa wolowego. /

Otrzymane wyniki ilustruje poniizsza tabela 1.

20
Tabela 1
Azot aminowy Azot bialowy
procent, w
Lp. W procentach przeliczeniu
objetoSciowych na wage 1 ml
1 Hydrolizat enzymatyczny
z elementéw upostaciowa-
nych krwi (ekstrakt) 0,546 1,053
2 | Hydrolizat enzymatyczny
z miesa wolowego
(ekstrakt) 0,507 1,318
Bulion wolowy peptonowy 0,0210 0,1905
4 | Woda peptonowa 1 pro-
cenfowa 0,0490 0,0687
Jak juz zaznaczono, ekstrakt otrzymany na dro- Ponizsza tabela 2 ilustruje zawartos¢ azotu ami-
dze hydmhz)r enz?matycznej elementéw upostacio- nowego i bialkowego w zaleznoci od Czasu prze-
wanych krwi mozna przechowywaé przez dtuiszy ho i X ; ko i
okres czasu, w ktorym to nie traci on swych war- chowywania w temperaturze pokojowej przez okres
toSci uzytkowych. 10 miesigcy.
Tabela 2
Seria . .
Lp, hydrolizatu Czas Azot aruingwy Azt g‘aglr‘g:i’i{
‘| (element .
l(lpos tacio{ przechowywania | p.eoeiotveh czenit; ,::l wage
wane krwi)
1 14 po wykonaniu 0,622 1,161
2 14 po 6-ciu tyg.
. lezakowania 0,637 1,248
3 13 po wykonaniu 0,546 1,053
4 13 po 10-ciu mies.
_ lezakowania 0,721 1,236
5 12 po wykonaniu 0,485 1,054
6 12 po 10-ciu mies.
przechowywania 0,507 1,414

Najbardziej zaskakujace wyniki otrzymano po-
przez badania poréwnawcze wzrostu réznych bak-
terii na podlozu rozcieficzonym wodg, otrzymanym
z ekstraktu hydrolizy enzymatycznej upostaciowa-

nych elementéw krwi w odniesieniu do wzrostu
na bulionie peptonowym wolowym.

Tlustruje to tabela 3.
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Tabela 3
Ilo&¢ komérek bakteryjaych w mid w1l ml
po 18 godzinach inkubacji
: podloie wykonape z enzyma-
Lp,| Rodzaj bakteril | 1. 00 wolowy | tycznego elsstraktu elementéw
peptonowy upostaciowanych krwi rozeciefi-
czone wodg 1:10 bez peptonu
z dodatisicos NaCl (0,6%)
1 | eat. Pasteurella
multocida 9,8—3,5 5—9
2 E. coli 08—1,2 4
3 Streptococcus 0,1—0,5 0,1—0.5 _
4 Corynebac-
terium 0,5—0,7 1—2
6 Salmonella 0,5—1 2—3

Wykonujgc badania przydatno$ci ekstraktu po
dwuletnim przechowywaniu w temperaturze poko-
Jjowej nie stwierdzono, by ten czasokres wplywatl
ujemnie na warto§é ekstraktu i podléz z niego
wykonywanych, odnoinie wzrostu bakterii. W' ta-
beli 3 nie podano innych rodzajéw, czy gatunkéw
drobnoustrojéw, ktére uzywano do badah przydat-
nofci wyzej omawianego podloza, wyniki wzrostu
bakterii byly réwniez lepsze niz na bulionie wolo-
wym peptonowym i to w rozcieficzeniach wyzszych.

Przyklad I

1000 gram elementéw upostaciowanych krwi
miele si¢ przez maszynke do miesa, dodajac do nich
2000 mililitréw wody wodociggowej i gotuje w na-
czyniu na matym ogniu przez 15—20 minut. Na-
stepnie ozigbia si¢ do temperatury 37—40 stopni
Celsjusza, ustala pH na 8,0—8,2 10 procentowym
lugiem sodowym, w dalszej kolejnosci dodaje sie
200 gram zmielonego zoladka Swifiskiego, 100 gram
roztartej w moZdzierzu trzustki wieprzowej, 20
gram Sluzéwki z jelita cienkiego $win, 25 mililitré6w
chloroformu i 25 mililitréw toluenu.

Po dodaniu i zmieszaniu wszystkich skladnikéw
i ochlodzonych do temperatury 37—40 stopni Cel-
sjusza elementéw upostaciowanych krwi z woda,
caios¢ wstawia si¢ do termostatu o temperaturze
37 stopni Celsjusza na 72 godziny, codziennie kil-
ka razy lekko mieszajgc, jak réwniez sprawdzajac
pH i w razie koniecznoSci doprowadzajac do
pH=8,0—8,2 10 procentowym lugiem sodowym. Po
okolo 72 godzinach trzymania w termostacie, hy-
drolizat zakwasza sie 10 procentowym kwasem
solnym do pH=4,5.

Nastepnie zakwaszony hydrolizat doprowadza sie
do wrzenia, gotujac 15—30 minut. Po zagotowaniu
hydrolizat chlodzi sie do temperatury okolo 60
stopni Celsjusza i przesgcza przez wate. Po prze-
filtrowaniu pozostawia sie hydrolizat w chlodnym
miejscu na 24 godziny. Po tym czasie uzupehia sie
ubytek hydrolizatu wodg do pierwotnej objetosci,
doprowadza sie pH hydrolizatu do 7,6 i przesgcza
przez bibule. Nastepnie rozlewa sie hydrolizat do
jalowych naczyf, szczelnie zamyka korkami lub
kapslami gumowymi i sterylizuje w autoklawie w
temperaturze 120 stopni Celsjusza przez 30 mintt,
Po sterylizacji hydrolizat wstawia si¢ mozliwie w
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chlodne miejsce do lezakowania ma okres szeSciu
tygodni. Przed uzyciem hydrolizat przesgcza sie i
rozcieficza si¢ woda w zaleinoSci od potrzeb.

Badania kontrolne hydrolizatu wykazaly zawar-
to§é nastepujgcych iloSci azotu aminowego w pro-
centach objetoSciowych i azotu bialkowego w prze-
liczeniu na wage 1 mililitra:
azot aminowy w procentach objetoSciowych —0,507
azot bialkowy procent w przeliczeniu na
wage 1 mililitra

Przyktad II

1000 gram elementéw upostaciowanych krwi
miele sie przez maszynke do miesa, dodajgc do
nich 3000 mililitréw wody wodociggowej i gotuje
w naczyniu na malym ogniu przez 15—20 minut.
Nastepnie oziebia sie do temperatury 37—40 stopni
Celsjusza, ustala pH na 8,0—8,2 10 procentowym
lugiem sodowym, w dalszej kolejnosci dodaje sie
90 gram zmielonego zoladka $§winskiego, 50 gram
roztartej w moZdzierzu trzustki wieprzowej, 10 gram
§luzéwki z jelita cienkiego $§wini, 25 mililitréw
chloroformu i 25 mililitréw toluenu.

Po dodaniu i zmieszaniu wszystkich skladnikéw
i ochlodzonych do temperatury 37—40 stopni Cel-
sjusza elementéw upostaciowanych krwi z woda,
calo§¢ wstawia sie do termostatu o temperaturze
37 stopni Celsjusza na 72 godziny, codziennie kil-
ka razy lekko mieszajac, jak réwniez sprawdzajac
pH i w razie koniecznoSci doprowadzajac do
pH=8,0—8,2 10 procentowym lugiem sodowym.

Po okolo 72 godzinach trzymania w termostacie,
hydrolizat zakwasza sie 10 procentowym kwasem
solnym do pH=4,5. Nastepnie zakwaszony hydro-
lizat doprowadza sie do wrzenia gotujac 15—30 mi-
nut. Po zagotowaniu hydrolizat chlodzi sie¢ do tem-
peratury okolo 60 stopni Celsjusza i przesgcza
przez wate. Po przefiltrowaniu pozostawia sig hy-’
drolizat w chlodnym miejscu na 24 godziny. Po
tym czasie uzupelnia si¢ ubytek hydrolizatu woda
do pierwszej objetoSci, doprowadza si¢ pH hydroli-
zatu do 7,6 i przesacza przez bibule. Nastepnie
rozlewa sie hydrolizat do jalowych naczyf, szczel-
nie zamyka korkami lub kapslami gumowymi i
sterylizuje w autoklawie w temperaturze 120 stop-
nd Celsjusza przez 30 minut. Po sterylizacji hy-
drolizat wstawia si¢ w mozliwie chlodnym miejscu

—1,414
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do lezakowania na okres szeSciu tygodni. Przed
uzyciem hydrolizat przesgcza sig i rozcieficza sig
woda w zalezno$ci od potrzeb.

Badania kontrolne hydrolizatu wykazaty zawar-
to$é nastepujacych ilo§ci azotu aminowego w pro-
centach objetosSciowych i azotu bialkowego w prze-
liczeniu na wage 1 mililitra:
azot aminowy w procentach objetoSciowych— 0,042
azot biatkowy procent w przeliczeniu na
wage 1 mililitra — 0,283

Jak z powyzszych przykladéw i wynikéow widaé
do szczegblnych zalet podloza otrzymanego sposo-
bem wedlug wynalazku nalezy ekonomiczny dobér
skladnikéw, mozliwo§é wielokrotnego rozcieniczania
woda i dlugotrwala przydatno$§é preparatu bez za-
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bezpieczenia specjalnych warunkéw lezakowania,
co bylo zalozeniem badan nad rozwigzaniem we-
diug wynalazku.

Zastrzezenie patentowe

Spos6b otrzymywania podioza do hodowli bakterii
na drodze hydrolizy enzymatycznej produktéw
bialkowych, znamienny tym, Ze do elementéw u-
postaciowanych krwi dodaje sie zmielony zoladek
wieprzowy w iloSci 15—25 procent, roztartg trzu-
stke wieprzowa w iloSci 8—12 procent, Siuzéwke
jelita cienkiego w iloSci 2—4 procent w stosunku
do wagi elementéw upostaciowanych krwi i prze-
prowadza hydrolize w temperaturze 37°—41°C, w
Srodowisku o pH=8,0—8,2, w czasie 72—96 godzin.

Bltk 1537/76 r. 105 egz. A4
Cena 10 zt
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