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Celem wynalazku jest wytwarzanie na dro-

dze mikrobiologicznej syntezy polisacharydow
o pozgdanym ciezarze czasteczkowym, zwlasz-

cza dekstranu odpowiedniego do stosowania .

klinicznego.

Obok ogélnie znanego znaczenia krwi kon-
serwowanej coraz wieksze znaczenie uzyskuja
sztucznie wytworzone roztwory, ktérych os-
motyczne i fizjologiczne wlasciwo$ci sa takie,
ze w polaczeniu z obecna jeszcze w organizmie
ciecza ustrojowa nie wywolujg zadnych szkdd
fizjologicznych. Tego rodzaju plazma — eks-
pander, zwtlaszcza izotoniczne roztwory poli-
winylopirolidonu i dekstranu, znajdujg dzisiaj
czesto zastosowanie.

Przer dzialanie dekstranosukrazy na sacha-
roze otrzymuje si¢ dekstran w postaci czaste-

czek o réznych wielko$ciach, przy czym stosu-
nek rozdzialu czasteczkowego jest taki, ze tyl-
ko nieznaczna jego cze$é nadaje sie do stoso-
wania klinicznego. ‘

Znane sa rob6zne sposoby, zmierzajace do
zwiekszania wydajnoéci tej czeSci produktu,
ktora nadaje sie¢ do zastosowania Kklinicznego,
polegajagce na hydrolitycznej depolimeryzacji
w $rodowisku kwasnym lub alkalicznym albo
na dziataniu mechanicznym, na prz¥klad za .
pomoca ultradzwiekow.

Wszystkie te sposoby nie prowadza do otrzy-
mywania produktu Kklinicznego z zadawalajgq-
ca wydajnoscia, a poza tym sg trudne i klo-
potliwe w przeprowadzaniu. '

Prébowano usung¢ te wady w ten sposéb,
ze mozliwie czystga dekstranosukrazg otrzymang



z odpowiednich . mlkroorganlzmdw ,in  vitro’
stosowano jako kataljzator w sterowanej poli-
meryzacjl z’ ruskoagltbczkowym dekstranem,
jako ciynﬁikicm ‘zapobzatkbwujacym reakcje,
co wplywd w ‘odpowiednich warunkach na
przemiane raztworu sacharozy.

Jakkolwiek w poréwnaniu ze starszymi spo-

. sobami pracy osigga sie zwiekszenie wydajnos-

ci, to jednak wytwarzanie roztworu dekstrano-
sukrazy, nadajacego sie bez zastrzezen do sto-
sowania, jako katalizatora w reakcji sterowa-
nej polimeryzacji jest. znacznym utrudnieniem.

Prébowano obej§¢ technologiczne trudnosci
wytwarzania czynnego roztworu dekstranosu-
krazy w ten sposéb, ze sterowano synteze bez-

pofrednio w roztworze kultur. Wysoko cza- -

steeZkowe dekstrany zawarter w normalnych
roztworach do szczepienia, zawierajgcych sa-
charoze, utrudniajg jednak dzialanie sztucznie
wprowadzonego czynnika zapoczatkowywuja-
cego reakcje tak wybitnie, ze tylko pewna
czefé wytworzonego dekstranu posiada cigzar
czgsteczkowy w pozadanych granicach.

W sposobie wedlug wynalazku unika sie
wszystkich wymlenionych dotychczas trudnofci
i umozliwia- osiggnigcie wysokich wydajnosei
dekstranu, nadajacego sie do celéw klinicz-
nych, a to na skutek tego, Ze dla szczepéw
Leuconostoc mesenteroides i Leuconostoc dek-
stranieus, jako irédlo wegla stosuje sie w roz-
tworach kultur substancje organiczne, ktére
gwarantuja bakteriom wysoka zywotno&t i op-
tymalng zdolno$é tworzenia dekstranu, a same
nie sg czynnikiem zapoczatkowujgcym synteze
dekstranu i nie wytwarzaja pod wplywem
ukladu enzymatycznego czynnika zapoczatko-
wujgcego reakcje.

Substancje takie nie dzia!a]a trujaco na bak-
terie. Bakterie nawet po wielokrotnym przej-
$ciu przez tego rodzaju podloza w postaci roz-
tworéw poiywek zatrzymujg zdolnoéé tworze-
nia enzymu dekstranosukrazy.

Jako tego rodzaju zrddla wegla nadajg sie
szczeg6lnie te substancje organiczne, ktére sa
zblizone do ~ produktéw przemiany danego
szczepu bakterii, a wiec kwasy organiczne,
rozpuszczalne w wodzie, a przede wszystkim
kwasy grupy kwasu cytrynowego, niisze kwa-
sy tluszczowe i kwasy dwu- wzglednie tréj-
karboksylowe oraz niisze alkohole, jak etanol,
propanol i butanol.

Jako #Zrédia wegla, ktére nie mogg znajdo-
waé - sie w-roztworze do szczepienia, nalezy

rozumieé¢ takie substancje, ktére albo same -

przez si¢ moga dzialaé jako czynnik zapoczat-
kowujgcy reakcje, a zwlaszcza cukry rzedu
maltozy i izmaltozy i takie, ktére pod wply-
wem ukladu ' enzymatycznego moga tworzyé
zwigzki, dzialajace inicjujaco, zwlaszcza jak
sacharoza. @) ‘

Cukry o malym dziataniu zapoczgtkowuja-
cym reakcje, jak glukoza, a zwlaszcza fruk-
toza, mogg znacznie podnie§é zywotnosé szcze-
pu bakterii. _

Aieby unikngé ujemnego wplywu cukréw,
znajdujgcych sie w roztworze do szczepienia,
na synteze dekstranu, stosuje sie niskie steze-
nie cukréw (nie wieksze od 0,5%).

Azeby roztwoér do szczepienia byl rzeczywis-
cie wolny od substancji o bezpoirednich lub
poérednich wlasciwoéciach zapoczatkowywania
reakcji nalezy przeprowadzi¢é paro- lub kilka-
krotne przeszczepienia kultur na pozywki z pe-
wyzej podanych Zrédel wegla. ‘

W ten sposéb otrzymany roztwoér do szcze-
pienia spelnia trzy istotne warunki: jest wolny
od czynnika zapoczgtkowujgcego reakcje i u-
mozliwia Zywotne rozmnazZanie bakterii przy

.niezmniejszonej zdolnoﬁci wytwarzania dek-

stranu.

Jefli przeszczepié taki roztwér do szczepie-
nia na przygotowany w zwykly sposob roztwor
przeznaczony do syntezy, do ktérego dodano
uprzednio obliczona ilo&¢ starteru, to .znaczy
czynnika zopoczgtkowujacego reakcje, wow-
czas osigga sie sterowany synteze dekstranu,
przeblegajgecq bez zakléceri, ktéra niespodzie-
wanie okazala sie¢ znacznie lepsza od kierowa-
nej enzymatycznej syntezy pod wzgledem
zwiekszenia wydajnoéci pozgdanego produktu.
Przy tym sposéb jest nie skomplikowany i
umozliwia jego technologiczne wykorzystanie
za pomocg prostych Srodkéw.

W stosunku do znanego sposobu hydrolitycz-
nego otrzymywania dekstranu klinicznego
spos6éb sterowanej syntezy wediug wynalazku
stanowi znaczny postep. Odpada nie dajgcy sie
sterowaé, a tym samym deficytowy przebieg
hydrolizy, jak réwniez kosztowne, wielokrotne
frakcjonowanie. Otrzymany sposobem wediug
wynalazku dekstran juz po fermentacji posiada
ciezar czgsteczkowy w pozadanych granicach
o ustalonej wydajnofci dekstranu klinicznego.
W stosunku do sposobu otrzymywania klinicz-
nego dekstranu za pomocg roztworu enzyma-
tycznego 'w wysokim stopniu oczyszczonego i
zatezonego wedtug zasad sterowanej syntezy, -
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sposéb wedlug wynalazku daje te korzysé, ze
sterowanie prowadzi sie bezposrednio w roz-
tworze kultur bez technologicznie kosztownych
s§rodkéw, jak na przyklad oddzielanie i zate-
zanie ukaldu enzymatycznego.

Wedlug J. A. Wolff’a i jego wspétpracowni~
kéw Ind. Eng. Chem. 46, S. 2605(1954) wydaj-
noéé dekstranu klinicznego otrzymanego spo-
sobem hydrolitycznym, wynosi od 14—309%,
produktu wyjSciowego. W sposobie wedlug wy-
nalazku wydajno$¢ wynosi 60—70%,. Sterowanie
syntezy jest powtarzane. W ponizej umieszczo-
nej tabeli podano wyniki z 20 kolejnych syn-
tez. Odchylenia nie majg znaczenia i mieszczg
sie w wlgkszej czeSci w granicach bledu
w oznaczeniach ciezaru czasteczkowego, za po-
mocg pomiaru lepkosci.

Ciezar czgsteczkowy nie ulegl zmianie po
przeprowadzonym frakcjonowaniu.

Tablice Ladunek Ciezar czasteczkowy
91 65 000
92 ' 76 000

* 93 72 000
94 74 000
95 78 000
96 - 77 000
97 76 000
93 75 000
29 ~ 81000

100 77 000
101 75 000
102 78 000
103 81 000
‘104 78 000
105 80 000
106 75 000
107 77 000
108 76 000
109 63 000
110 75000

Przyklad I. Sluz z podloza pozywki aga-
rowej (59, sacharozy, 0,5, Na,HPO,.12 H,0,
0,1°%,, KCl, 0,1°,, peptonu, 19, aut:lizatu droz-
dzy, 3%, agaru, woda destylowana do 100,
pH = 7,0 (nastawione za pomocg KOH) poro-
énietej szczepem Leuconostoc mesenteroides
wprowadza si¢ na roztwér pozywki I, o na-
stepujqcym skladzie:

1,08/, kwasu cytrynowego
0,5°/o NazHP04 .12 H:O
/ 0,19, KCI
0,1%, peptonu
1,09, autolizatu drozdiy
pH = 7
uzupelnionej woda destylowang do 100.

Po osiegnieciu maksymalnego zmetnienia za-
szczepia sie tym roztworem kultury w stosun-
ku 1:10 roztwér pozywki I.

Po osiggnieciu ponownie maksymalnego zmet-
nienia zaszczepia sie tym roztworem w sto-
sunku 1:10 roztwér pozywki I. Roztwér ten
po osiggnieciu maksymalnego zmetnienia sta-
nowi roztwér kultury przeznaczony do szcze-
pienia, wolny juz od dekstranu i cukréw.

Roztworem kultury zaszczepia sie w stosunku
1:10 roztwoér przenzaczony do syntezy o na-
stepujgcym skladzie:

109, sacharozy

29/, starter-dekstran, ciezar czasteczko-
wy 20.000 -
sole i biatka, jak w roztworze po-
zywki I :

PH =17

uzupelnione wodg destylowang do 100.

Po obnizeniu sie¢ warto§ci pH do 3,9 synteza
jest zakonczona. Dekstran przerabia sie dalej
wedlug znanych metod. Wydajnosé: 85%, prze-
cletny ciezar czasteczkowy: 60.000.

Przyktad II Sluz pochodzacy ze szczepu
Leuconostoc dextranicus wprowadza sie na po-~
zywke wylang na dno kolby (kolba o plaskim
dnie), o skaldzie nastepujacym: )

- 3%, agaru

0,59/, fruktozy :

sole i biatka, jak w roztworze po-
zywki I. ’ B

Po silnym rozwoju kolonii napetnia si¢ kol-

be roztworem pozywki, o nastepujgcym skla-
dzie: )
0,5%, propanolu
sole i bialtka, jak w roztworze po-
zywki I
PH =17
i uzupelnia woda destylowang do 100:

Po otrzymaniu maksymalnego zmetnienia za-
szczepia sie tym roztworem kultury w stosunku
1:10 roztwér pozywki o nastepujacym skla-
dzie:
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1,5%, kwasu propionowego
sole i dodatek bialka, Jak W pOoZyw-
ce I \
PH =
i uzupelnia wodq do 100,

Po osiggnieciu maksymalnego zmetnienia,
roztwor kultury stanowi roztwér do- szczepie-
nia roztworu przeznaczonego do syntezy, ktéry
moze mieé¢ sklad podobny do podanego w pray-
kladzie I i po zakonczeniu syntezy dekstrano-
wej zostaje przerobiony w zwykly sposéb.

Wymienione tutaj Zrédia wegla (kwas cytry-
nowy, fruktoza, propanol, kwas propionowy)
mozna zastgpi¢ innymi, takimi jak etanol,
kwas octowy, winowy i mlekowy. Liczba prze-
szczepian roztworéw kultur na roztwory po-
zywek zawierajgcych Zrédilo wegla bez czyn-
nika -inicjujacego, lub z nieznacznym udziatem
tege czynnika moze wynosi¢ od 2 do 6. Liczba
ta zalezy od osiagnietego przez przeszczepiania
stopnia oczyszczenia z .dekstranu i cukru. Ze
wzgledu na nieznaczne dzialanie inicjujace
iruktozy nie nalezy jej stosowaé, jako Zrédio
wegla przy koicowych przeszczepieniach.

Sterowanie syntezy nastepuje wediug prze-
biegu zjawisk wedlug okre§lonych praw kine-
tyki polimeryzacji. Ciezar czasteczkowy i licz-
ba czasteczek zapoczatkowujacych reakcje, jak
réwniez- liczba czasteczek sacharozy daja cie-

zar czasteczkowy otrzymywanego dekstranu,

przy czym nalezy uwzgledni¢é przy syntezie
dekstranu wydajnoéé czyli efektywnie prze-
reagowany glikozyl sacharozy. Kiedy sterowa-
nie ma daé w wyniku ciezar czasteczkowy
40.000, to roztwor przeznaczony do syntezy
moze zawieraé obok soli i biatka 209, sacha-
rozy, 2,5%, dekstranu o ‘ciezarze czgsteczko-
wym 10.000, jako starter. Wydajnos¢ fermen-
tacji wynosi prezcietnie 809, teorii (ciezar
czgsteczkowy — 40.000). Przy sterowaniu ma-
jacym doprowadzié do ciezaru czasteczkowego
— 75.000, roztwér przeznaczony do syntezy
moze zawieraé 109, sacharozy i 29, dekstranu,
o ciezarze czagsteczkowym 25.000 (jako starter).
Wydajno§é fermentacji wynosi przecietnie 909,
(ciezar czasteczkowy 75.000).

Przy sterowaniu majgcym doprowadzi¢ do

cigtaru czgsteczkowego —  300.000 roztwor
\-Q\E‘s 1A ¢
\
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przeznaczony do syntezy moze zawiera¢ 10%,
sacharozy i 139, dekstranu, o ciezarze czg-
steczkowym 75.000 (jako starter). Wydajnoéé
fermentacji wynosi przecigtnie 75%, (cigezar
‘czgsteczkowy 300.000).

Do wytworzenia dekstranu o maksymalnym
stopniu polimeryzacji nadaje sie¢ rowniez spo-
sOb zaszczepiania roztworem do szczepienia bez
$§rodka inicjujacego rekacje, poniewaz w przy-
padku tym z braku niskoczgsteczkowego czyn-
nika zapoczatkowujacego reakcje (zwiaszcza
cukru) moga sie rozwinaé tylko wysokocza- -
steczkowe skiadniki.

Kiedy sterowanie ma doprowadzié¢ do mozli-
wie najwiekszego ciezaru czasteczkowego, to
roztwor przeznaczony do syntezy zawiera je-
dynie sacharoze, mozliwie ponizej 10%, oko-
to 7,5%. Wydajno$¢ fermentacji wynosi prze-
cietnie 909, wysokoczasteczkowego dekstranu.

Zastrzezenie patentowe

Spos6b wytwarzania polisacharydéw o bar-
dzo obszernym zakresie jednostkowego ciezaru
czasteczkowego, szczegélnie dekstranu do ce-
16w klinicznych, na drodze sterowanej biolo-
gicznej syntezy, zwlaszcza za pomocg aktyw-
nych szczepéw Leuconostoc mesenteroides, zna-
mienny tym, zZe do biologicznej syntezy poli-
sacharydu stosuje sie roztwory kultur do szcze-
pienia, ktére wprowadza sie na poiywke uzy-
wang do otrzymywania dekstranu, zawierajgca
jako Zrédlo wegla tylko takie zwigzki orga-
niczne, jak kwasy organiczne rozpuszczalne
w wodzie, zwlaszcza nizsze kwasy tluszezowe
i kwasy dwu- wzglednie tréjkarboksylowe albo
niskoczasteczkowe alkohole, ktoére gwarantuja
wysoka zywotno§é bakterii i optymalng zdol-
nos¢ tworzenia dekstranu, po czym te kulture
do szczepienia przeszczepia sie na zwykla po-
zywke, zawierajaca sacharoze z dodatkiem lub
bez dodatku czynnika zapoczatkowujacego re-
akcje (startera) i roztwoér przerabia w znany
spos6b.

VEB Serum — Werk Bernburg

Zastepca: inz. Jozef Felkner,
rzecznik patentowy
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