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Sposob fermentacyjnego otrzymywania produktéw
przemiany materii streptokokow, zwlaszcza streptokinazy
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Wynalazek dotyczy biologicznego sposobu ho-
dowli streptokokéow, w celu wytworzenia produk-
t6w przemiany materii streptokokoéw, zwilaszcza
streptokinazy. : '

Streptokinaza jako produkt przemiany materii
p-hemolizujacych streptokokéw i w postaci o wy-
sokiej czystosci, nie zawierajgea substancji goracz-
kotwolrczych, jest bardzo poszukiwanym lekiem,
znajdujacym zastosowanie gléwnie w przypadku
wezesnego izawalu mieSnia  sercowego, ostrego
zamkniecia tetnic koficzyn wczesnej zakrzepicy zyl
i zatoru ptuc i tak dalej. :

Znane sg liczne sposoby biologicznego otrzymy-
wania streptokinazy i streptodornazy w wyniku fer-
mentacji hemolizujacych streptokokéw, ktére cha-
rakteryzujg sie jednak bardzo skomplikowanymi
i dlatego kosztownymi roztworami pozywek i sto-
sunkowo niewielkimi wydajnosciami. Przyktadowo
wedlug opisu patentowego Stanéw Zjednoczonych
Ameryki nr 3046200, stosujgc pozywke na bazie
enzymatycznie izhydrolizowanej kazeiny i szeregu
aminokwaséw oraz witamin, jak réwmniez soli,
otrzymuje sie tylko 3500 do 3530 j. streptokinazy na
ml roztworu kultury. ROéwniez opisy patentowe
Wielkiej Brytanii mr nr 923 453 i 924 562 stosuja
skomplikowang pozywke, zawierajaca nastepujgce
skiadniki: zhydrolizowang kazeine, KHPO;, cysty-
ne, glicyne, dekstroze, uracyl, siarczan adeniny,
kwas mikotynowy, pirydoksyne, tryptofan, panto-
tenian wapnia, tiamine, ryboflawine, kwas tiogliko-
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lowy, jak réwmiez roztwoér soli z pierwiastkami $la-
dowymi. Lecz réwniez w tym przypadku uzyskano
tylko okoto 1170 do 2200 j. stefptokinazy na ml roz-
tworu kultury.

Celem wynalazku bylo znalezienie takiego spo-
sobu fermentacyjnego otrzymywania streptokinazy,
ktéry pozwala mna wytwarzanie streptokinazy za
pomoca prostych i tanich pozywek i z wysokimi
wydajnosciami.

Nieoczekiwanie stwierdzono, ze stosowanie tego
rodzaju skomplikowanych i kosztownych pozywek
nie jest konieczne, i ze otrzymuje sie tznacznie
wieksze wydajnosci streptokinazy, stosujac obok
znanych skladnikéw pozywki, jak sole i cukier,
jako Zrodlo azotu autolizat i/albo namok kukury-
dziany. Stosowany wedlug wynalazku autolizat

" drozdzy, ewentualnie namok kukurydziany moze

zawieraé¢ 0,1—0,8%,, korzystnie 0,2—0,49% azotu
w stosunku do roztworu pozywki.

Zaletami wynalazku sa: prostsza i tansza pozyw-
ka i 3-4-krotmie wyzsza  biologiczna wydajnos$é
streptokinazy.

W ponizszych przykiadach opisane zostaty 2 stop-
nie kultury wstepnej szozepu streptokokéw, jak
réwniez kultura gléwna. Mozna jednak zastoso-
waé wynalazek takze w kombinacji z roztworami
innych kultur ewentualnie technikami kulturowy-
mi, odnoszacymi sie do streptokinazy.

Przyktad I. 1 i 2 stopien hodowli wstepnej.

‘Pozywke skladajaca sie z 20 gllitr trzustkowego
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peptonu z miesa lub ryby, 5 g/litr soli kuchennej,
29 surowicy bydlecej, albo autolizatu drozdzy
o zawartosci azotu réwnej 0,2% w odniesieniu do
roztworu pozywki umieszcza sie w kolbie Erlen-

4
(oultury poddawanej mieszaniu) mie powinien
(w zaleznosci od tempeératury) lezeé¢ poza logaryt-
miczng faza wazrostu. ’
Proces przeprowadza sie w temperaturze 28°C,

mayerd o pojuemhoéci? 200 ml, sterylizuje sie i zasz- 5 stosujgc mieszanie o ilosci obrotow 100—300 min—1.
czepia 10 ml zawiesiny streptokokéw  grupy Wartos¢ pH utrzymuje sie automatyczmie w gra-
C (Streptococcus equisimilis) w fizjologicznym rosz- nicach 7,2—7,4. ‘ :

tworze soli kuchennej. Po okresie wylegania, trwad- Czas trwania procesu wynosi 20%2'4 go.d.z'i:ny przy
jacym 16 godzin w temperaturze 37°C, przeszcze- zaszczepieniu  kultura, poddawang mieszaniu,
pia sie po 20 ml tej 1. hodowli wstepnej do mie- 10 a 24—28 godzin przy zaszczepieniu kulturg stojag-
szalnikéw, zawierajacych 2000 ml pozywki (2. ho- ca. W temperaturze 35°C czas trwania procesu
dowli wstepnej), albo uzywa sie jej jako -szcze- skraca sie od 12—16 godzin. .

pionki dla hodowli gléwnej. Pozywka sklada sie Wydajnoséci streptokinazy wynosza przy izaszcze-
z autolizatu drozdzy o zawartoSci azotu 0,29 pieniu kultura poddawang mieszaniu do 14000 i/ml
w odniesieniu do pozywki, jak réwmiez z pospoli- 15 roztworu kultury w temperaturze 28°C.

tych soli (KH PO, K,HPO, CH;COONa, Na:HCO;, Przyktad III. Wstepng hodowle materiatu do
MgSO,, FeSO, . (NH,/;SO, MnCl;). Hodowla jest zaszczepiania prowadzi sie, jak w przykladzie I.
prowadzona majkrécej do poczatku, najdiuzej do W roztworze pozywki kultury glownej stosuje sie
konca, korzystnie od polowy logarytmicznej fazy jako zrédlo azotu namok kukurydziany w ilosci
wazrostu (okolo 18 godzin) do temperatury 28°C. 20 35—280 mi/litr roztworu pozywki, co odpowiada za-
Przy stosowaniu temperatury 37°C proces trwa wartosci azotu 0,1—0,8%, korzystnie 0,2—0,4%,
tylko ekolo 7 godzin. w roztworze pozywki. Roztwér soli jest taki sam,

Ta 2. hodowla wstepna najlepiej nadaje sie na jak w przykladzie II. Po takim mastawieniu war-
material do zaszczepienia dla nastepujacej hodowli tosci pH, jak w przykladzie II, otrzymuje sie wy-
glownej, poniewaz streptokoki znajduja sie w naj- 25 dajnodé okolo 4500 j/ml przy zaszczepieniu kulturg
aktywniejszej fazie rozmnozenia i moga natych- stojaca i 8000 j/mil roztworu kulbury przy zaszcze-
miast kontynuowaé warost. pieniu kultura, poddawang mieszaniu.

Pruzyktad II. Hodowla gldwna. Roztwor po- '
zywki kultury gléwnej sklada sie z: Zastrzezenia patentowe

autolizatu drozdzy 15—120 g/litr roztworu pozyw- 30 o )
ki, co odpowiada 0,1—0,89%, korzystnie 0,2—0,4%, 1. Spos6b fermentacyjnego otrzymywania pro-
zawartoéci azotu w roztworze pozywki. duktéw przemiany materii streptokokéw, zwlasz-

. . X cza streptokinazy, znamienny tym, ze jako Zrédlo
KHPO, 2,50 g/litr roztworu pozywki azotu w roztworach poiywek stosuje sie autolizat
K,HPO, 2,50 g/litr roztworu pozywki s . .
CH,COONa . 3H,0 1,00 g/litr roztworu pozywki 3%  drozdzy i/lub namok kukurydziany.
cheérn. oz : ’ - 2}.l Zoposﬁb I?ediu-g zastrz. 1, znamiem‘;;' tym,hie
e . . . w hodowli giéwnej oraz w pierwszej i drugiej ho-
N?.HOO“’ _ 1,00 g/litr roztworu podywki dowli wstepnej, jako zZrédlo azotu stosuje sie wylacz-
MgSO, . THO 0,40 ghitr roztworu pozywki nie autolizat ‘drozdzy albo namok kukurydziany.
FeSO, . (NH,);80, 0,02 g/litr roztworuy] pozywk1 40 3. Spos6b wedlug zastrz. 1 znamienny tym, ze
MnCly . 4H,0 0,02 g/litr roztworu pozywki jako Zrédlo azotu stosuje sie autolizat drozdzy
glukoza 10,00 g/litr roztworu pozywki albo namok kukurydziany o zawarto§ci azotu

Sterylizacje roztworu soli i autolizatu drozdzy 0,1—0,89%, korzystnie 0,2—0,4%, w odniesieniu do
mozna prowadzi¢ osobno lub razem w formie jed- roztworu pozywki.
nolitego roztworu. Na koncu dodaje sie sterylizo- 45 4. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
wany roztwoér glukozy. Autolizat drozdzy mozna autolizat drozdzy i namok kukurydziany stosuje
saczyé w warunkach sterylnych. si¢. w mieszaninie,

Po napehieniu maczynia fermentacyjnego naste- 5. Sposbb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
pujé zaszczepienie w stosunku iloSciowym 1/100 autolizat drozdzy albo namok kukurydziany do-
czeSci objetosciowych 1. lub 2. hodowli wstepnej 50 daje si¢ do innych, znanych pozywek, stosowa-
do roztworu pozywki. Wiek 2. kultury wstepnej nych przy otrzymywaniu streptokinazy.
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