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Zptsob rozkladu biologického materialu

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplsobu rozkladu biologického
materidlu, pri kterém se biologicky materidl v pevném stavu

rozklada za pritomnosti pevné denaturujici latky.

Dosavadni stav techniky

Pro ziskavani proteint, nukleovych kyselin, mastnych
kyselin a jinych latek obsazZenych v burikach, se musi burky
rozlozit. Nyni byly objeveny rtzné metody, popripadé pri-
stroje pro rozklad bunék, nebot se bunky rdznych organismi
chovaji rtzné a zc¢asti jsou pouze tézko rozlozZitelné. Také
kvalita rozkladu je mezi jednotlivymi organismy, popripadé
burikami, velmi rdzné. Obzvlasté problematické je pri
rozkladu bunék soucasné uvolnovani odbouravajicich enzymi,
jako jsou nukleazy, proteazy, lipazy nebo glukosidazy. Aby
se takovéto aktivity potlacily, pridavaji se do vsazek

obvykle specielni inhibitory.

Obvykle se bunky rozkladaji v suspensi ultrazvukem,
lisem French, vysokotlakym homogenisatorem nebo X-lisem.
Pro ziskani proteind se pri tom vSeobecné pridavaji
inhibitory proteaz, jako je naptfiklad PMSF, EDTA nebo
leupeptin. Nevyhodou téchto metod je vsak to, Ze aktivita

proteaz nemlize byt vzdy dostatecne potlacena.

Pevny bunécény materidal mize byt také rozmélnén v mozZ-



di¥i za chlazeni kapalnym dusikem nebo ve vibrac¢nim mlynu
(viz naptiklad Hess B. a Brand K. (1983) Cell and Tissue
Disintegration. General Aspects. In Methods Enzym. Anal.,
Third Ed., Eds. Bermeyer, H.U. VCI, Veinheim, FRG, Vol. 2,
36 - 30). Nevyhodou této metody je vSak to, Ze vytézky
proteinti jsou ve srovnani s jinymi metodami relativné niz-

ké.

Pro ziskavani nukleovych kyselin se vSeobecné bunky
rozkladaji hydrolysou bunéénych stén pomoci lysozymu za pri-
tomnosti SDS. Proteiny se vSeobecné hydrolysuji proteinazou
K . Nevyhodou této metody vsak je to, zZe z bunék, které
jsou resistentni vac¢i lysozymu, je mozno pouze té€zko ziskat

nukleové kyseliny.
Ukolem predlozeného vynalezu tedy je nalezeni zpuaso-

bu, ktery by byl Siroce pouzitelny a ktery by umoznil ziska-

ni latek, obsaZenych v burkach, ve vysokych vytézcich.

Podstata vynalezu

Nyni bylo prekvapivé zjisténo, Ze je mozno biologicky
material v pevném stavu a za pritomnosti pevné denaturujici
latky lehce rozlozit bez toho, Ze by se aktivovaly odboura-

vajici enzymy.

Predmétem predlozeného vyndlezu tedy je zpusob roz-
kladu biologického materialu, ptfi kterém se biologicky ma-
terial rozklada v pevném stavu a za pritomnosti pevné dena-

turujici latky.

Pfi vyhodné formé& provedeni se jednd u pevné denatu-



rujici latky o krystalickou latku, obzvlasté o krystalickou
organickou latku. Jako priklady obzvlasté vyhodnych latek
je mozno uvést mocovinu, thiomocovinu, guanidiniumhydro-
chlorid, guanidiniumthiokyanat nebo siran amonny. Je také
mozné provadét rozklad za pritomnosti raznyxch denaturuji-

cich latek.

VSeobecneé se denaturujici latka pridava v asi jedno-
nasobném az asi dvacetinasobném (w/w) prebytku, vyhodné v
asi jednonasobném az asi desetinasobném (w/w) prebytku a
predevsim v jednonadsobném prebytku. Déale je vyhodné, kdyz
je biologicky materédl hluboce zmrazeny a kdyZz vyhodné behem
zpusobu rozkladu podle pfedlozeného vynalezu zGstava hluboce
zmrazeny. K tomu je obzvlasté vhodny napriklad kapalny du-

sik.

VSeobecné se biologicky materidl rozlozi rozemletim,

vyhodné za pritomnosti mlecich kouli.

Jako biologicky material je vhodny jakykoliv biologic-
ky material, jako jsou napriklad zvifeci, popfipade lidské,
nebo rostlinné burky, bunécéné struktury, tkané nebo zvire-
ci, popfipadé lidsky nebo rostlinny material. Vhodné jsou
také mikroorganismy, jako jsou houby, bakterie, kvasinky,
protozoa nebo rasy. Jako dal$i vhodné priklady je mozZno
uvést E. coli, streptomycety, acremonium, tetrahymena,
euglena, kukufici, pSenici, svalovou tkan nebo actinopla-

nes.

Pro nasledujici isolaci latek obsazZenych v burkach,
jako jsou proteiny, nukleové kyseliny (DNA, RNA), mastné
kyseliny, uhlohydraty a podobné€, po rozkladu, se rozlozZeny

biologicky material rozpusti ve vhodném pufru. K tomu se
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mohou pouzit pufry, béZné pro odpovidajici druhy bunék.
koned¢na koncentrace moc¢oviny je pri tom vSeobecné asi 1 az

asi 10 M , vyhodné& asi 1 az asi 5 M a obzvlasteé asi 4 M.

Pred tim, nez se pozadované latky obsazZené v bunkach isoluji

pomoci odbornik@m znamych zpasobl, je vyhodné zlomky bunéek

a jiné pevné soucdsti odstranit, napriklad odstifedénim.

V nasledujicim je zplsob podle predlozeného vynalezu

prikladné popsan.

Obvykle se odpovidajici organismus, poptfipadé mikroor-
ganismus, vyskytuje ve standardnich mediich, pro odborniky
znamych. Potom se mohou builky oddélit napriklad pomoci
odstfedéni. Obvykle se potom promyji a mohou se pro skla-

dovani zmrazit. Rostliny se mohou udrzZovat na standardnich

ptidich na svétle nebo ve tmé&. Rostlinny materidl se ziskava

napfiklad odfiznutim listl, stonkd nebo kofenl, které se
obvykle ihned $okové zmrazi, napriklad v kapalném dusiku.
Material se mZe nakonec mechanicky rozmé&€lnit rozetfenim

v dusikem vychlazeném mozdifi.

Hluboce zmrazené pelety bunék, popripadé rozmélnény
material, se potom daji do napfiklad z teflonu sestavajici
tF¥epactkové nadoby a chladi se napriklad kapalnym dusikem.

K peletéam se ptida napfiklad mocovina ve vySe uvedeném
poméru. Vyhodné se potom prida mleci koule a vsazka se
napitiklad ttfepe v laboratornim vibra¢nim mlynu, napriklad
Dismembratoru U firmy Braun Melsungen, Melsungen, BRD. Ob-
vykle se pelety za pritomnosti moCoviny rozemelou tfepanim
pfi napriklad 2600 otac¢kiach za minutu pomalu na prasek.
Vyhodné se vsazka chladi kapalnym dusikem a postup se tak
dlouho opakuje, dokud se neziskd jemny prasek. Po rozkladu

se pro isolaci latek, obsazZenych v buikach, ziskany prasek



rozpusti ve vhodném pufru az do uvedené konec¢né koncentrace.

Zlomky bunék a ostatni pevné soucddsti se vyhodné odstrani

odstfedénim. Supernatant obsahije pozZadované latky, obsaze-

né v burikach.

Podstatna vyhoda zplsobu podle predloZeného vynalezu

spoc¢ivad v tom, zZe latky obsazZené v bunkach, jako jsou

napriklad proteiny, ale také olej z ras, je mozno ziskat ve

vysokyach vytézZcich a jednoduchym postupem predevs$im z bu-
neék, které jsou pouze tézko rozlozitelné. Obzvlasté je

mozno vyhodnym zplsobem ziskat vysokomolekularni (> 20 kb)

DNA napriklad z Actinoplanes, které jsou normalné naptiklad

pomoci lysozymu pouze tézko rozlozitelné. DNA, ziskana

podle predlozeného vynalezu je proto obzvlasté dobre vhodna

pro isolaci velkych fragmentt DNA. VSeobecné neni také pri

zplsobu podle predlozeného vynadlezu nutna optimalisace pod-

minek péstovani mikroorganismi.
Nasledujici priklady provedeni slouzi k bliZzs$imu po-

pisu predlozeného vynadlezu, aniZ by byl tento na né néjak

omezen.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Rozklad E. coli

E. coli se péstuje ve 100 ml LB media (10 g/1 Bacto
Trypton,, 5 g/l kvasnic¢ny extrakt (Difco, Detroid, Michi-
gan, USA) a 5 g/l chlorid sodny) v trepacich barikach pri
teploté 37 ©°C az do OD 600 nm = 15 . Bunky se ziskaji



odstredénim prfi 4000 otadkach za minutu po dobu 15 minut
pri teploté 4 9°C . Peleta se dvakrat promyje v 1 M roz-
toku chloridu draselného. Potom se ziskanad peleta zmrazi

v kapalném dusiku. 2 g zmrazené pelety se potom se 2 g
mocoviny prevedou do chlazené teflonové nadoby, ve které se
nachazi volframovd mleci koule (primér 0,5 cm) a mele se ve
vibra¢nim mlynu (Dismembrator U, firmy Braun Melsungen,
Melsungen, BRD) piri 2600 otackadch za minutu po dobu jedné
minuty. N&adoba se chladi kapalnym dusikem a postup se né-
kolikrat (asi desetkrat) opakuje. Vytézek proteinu ¢ini

4 mg/g prasku (v préasku obsazeno 50 % mocoviny).

Aby se isoloval protein, rozpusti se 2 g prasku ve
2 ml 10 mM Tris/HCl, 5 mM EDTA a 10 mM MgClz, pH 7,5.
Potom se DNA Stépi pridavkem 10 jednotek benzonazy, popri-
padé 10 pl roztoku Dnazy/Rnadzy (10 mg/ml DNazyIl, 4 mg/ml
RNazyA v 10 mM Tris/HC1l, pH 7,5) pri teploté mistnosti po
dobu 30 az 60 minut, nacdeZ se odstreduje pri 14000 otac-
kdch za mn)inutu. Proteiny se nachazeji v supernatantu

a mohou se pouzit pro dalsi experimenty.
Priklad 2
Rozklad Streptomyces griseus

Streptomyces griseus se péstuje v 50 ml TSB (30 g/1
Tryptic Soy Broth) v jednolitrové specielni barice (firma
Schott, Regensburg, BRD) po dobu 2 dnd pt¥i teploté 29 °C
a pri 240 otackach za minutu. Mycel se oddéli odstredénim
pfi 5000 otadkach za minutu a teploté 4 °C po dobu 15
minut. Potom se peleta promyje 1 M roztokem chloridu dra-
selného. 2 g pelety se prevedou se 2 g mocoviny do chlaze-

né teflonové nadoby, ve které se nachazi volframova mleci



koule (primér 0,5 cm) a mele se ve vibra¢nim mlynu
(Dismembrator U, firmy Braun Melsungen, Melsungen, BRD) pri
2600 otackach za minutu po dobu jedné minuty. Nadoba se
chladi kapalnym dusikem a postup se nékolikrat (asi deset-
krat) opakuje. VytézZek proteinu ¢ini 5 mg/g prasku (v pras-

ku obsazZeno 50 % mocoviny).
Priklad 3
Rozklad Acremonium chrysogenum

Acremonium chrysogenum se péstuje v minimdlnim mediu
(30 g/1 glukosy, 3 g/l dusic¢nanu sodného, 1 g/1 hydrogenfos-
fore¢nanu draselného, 0,5 g/l siranu hofeénatého, 0,5 g/1
chloridu draselného a 0,01 g/1 siranu Zeleznatého) pfi tep-
loté 25 9C a 220 otad¢kach za minutu po dobu 3 dnti. Buiiky
se oddeli odstredénim pri 5000 otackach za minutu a teploté
4 °C po dobu 15 minut. Potom se peleta promyje 1 M rozto-
kem chloridu draselného. 2 g pelety se prevedou se 2 g mo-
c¢oviny do chlazené teflonové nadoby, ve které se nachazi
volframova mleci koule (pramér 0,5 cm) a mele se ve vibracd-
nim mlynu (Dismembrator U, firmy Braun Melsungen, Melsungen,
BRD) pfi 2600 otackach za minutu po dobu jedné minuty.
Nadoba se chladi kapalnym dusikem a postup se nékolikrat
(asi desetkrat) opakuje. Vytézek proteinu ¢ini 4,5 mg/g

prasku (v prasku obsazeno 50 % mocoviny).
Prikllad 4
Rozklad Tetrahymena thermophiles

Tetrahymena thermophiles se péstuje v PPYS mediu (10
g/1 Protease-Pepton Nr. 3, 1 g/1 kvasnic¢ny extrakt (Difco,



Detroid, Michigan, USA) a 1 ml/1 stopovych prvka (10 g/1
citranu sodného, 23,4 g/lk chloridu Zeleznatého)) pfi tep-
loté 25 ©C pri 80 otac¢kdch za minutu po dobu 2 dnt. Buiiky
se oddeli odstredénim pri 2000 otadkach za minutu a teploté
4 °C . Potom se peleta hluboce zmrazi v kapalném dusiku.

2 g pelety se prevedou se 2 g mocoviny do chlazené teflono-
vé nadoby, ve které se nachdzi volframova mleci koule (pri-
mér 0,5 cm) a mele se ve vibra¢nim mlynu (Dismembrator U,
firmy Braun Melsungen, Melsungen, BRD) prfi 2600 otackach za
minutu po dobu jedné minuty. N&doba se chladi kapalnym

dusikem a postup se nékolikrat (asi desetkrat) opakuje.

Priklad 5

Rozklad Eugelna gracilis, Tetraselmis specialis, T. chui

a T. coneoluate

Eugelna gracilis se péstuje v mediu 9 (1 g/l octanu
sodného, 1 g/1 masového extraktu, 2 g/1 Bacto Tryptonu, 2
g/1 kvasnic¢ného extraktu, 0,02 g/l dusic¢nanu draselného,
0,002 g/1 fosforec¢nanu amonného, 0,001 g/1 siranu horec-
natého a 0,04 g/l chloridu véapenatého) a 30 ml padniho
extraktu (300 g/l zahradni ptdy, kterd se vari po dobu 10
minut, potom se po odsazeni prfefiltruje a hodnota pH se

nastavi pomoci 10% roztoku uhlic¢itanu sodného na 7,5).

Tetraselmis specialis, T. chui nebo T. coneoluate se
péstuje v mediu 460 s polovic¢ni salinitou (0,3 g/1 gluko-
sy, 0,01 g/1 kvasnic¢ného extraktu (Difco, Detroid, Michigan,
USA), 11,74 g/1 chloridu sodného, 5,315 g/1 chloridu horec-
natého, 1,96 g siranu sodného, 0,555 g/1 chloridu vapenaté-
ho, 0,33 g/1 chloridu draselného, 0,095 g/1 hydrogenuhlici-
tanu sodného, 0,05 g/1 bromidu draselného, 0,015 g/1
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kyseliny borité, 0,02 g/1 chloridu strontnatého, 0,005 g/1
chloridu zelezitého, 0,025 g/l siranu amonného, 0,005 g/1
hydrogenfosforeénanu draselného, 0,15 g/1 natriumglycerol-
fosfatu, 3 g/1 Tris-pufru a 1,5 g/l kyseliny glutaminové),
jakoz i 3 ml roztoku kovid (1 g EDTA, 0,05 g/1 chloridu
zelezitého, 0,15 g/1 chloridu manganatého, 0,01 g/l chloridu
zine¢natého, 0,005 g/1 chloridu kobaltnatého a 1 g/1
kyseliny borité, hodnota pH nastavena pomoci hydroxidu sod-
ného na 6,5) a 1 ml roztoku vitamind (0,003 g/1 biotinu
a 1 g/1 thiaminu) ve 100 ml v barice o objemu 500 ml po
dobu 7 dnt pfi teploté 25 9C a pri 100 otackach za
minutu. Bunky se oddéli odstfedénim pri 2000 otadkach za
minutu a teploté 4 °C po dobu 30 minut. Potom se 0,5 g
vlhké biomasy smisi s 0,5 g moCoviny a pfevede se do
chlazené teflonové nadoby, ve které se nachazi volframova
mleci koule (primér 0,5 cm) a mele se ve vibrad¢nim mlynu
(Dismembrator U, firmy Braun Melsungen, Melsungen, BRD) pri
2600 otackach za minutu po dobu jedné minuty. Nadoba se
chladi kapalnym dusikem a postup se nékolikrat (asi deset-

krat) opakuje.

Pro ziskani oleje se k prasku pridaji 4 ml LM-smési
(toluen/ethylalkohol v pomé&ru 1 : 1) a inkubuje se za
michani po dobu 90 minut ptfi teploté 40 °C . Potom se
odstreduje pri 5000 otackach za minutu po dobu 30 minut
a odebere se horni organicka faze. Potom se znovu ke zbytku
pridaji 4 ml LM-smési, protfepe se a odstreduje se pri
5000 otackach za minutu po dobu 30 minut. Horni faze se
znovu odebere a smisi se s prvni organickou fazi. Potom se
spojené organické faze zahusti v rotaéni odparce. V barice

se nyni nachazi ¢isy olej z ras.
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Priklad 6
Rozklad kukurice

Semena kukurice (Zea mays cv. Felix) se naseji do
vermiculit-pidy a péstuji se pri teploté 30 OC po dobu 6
dntl na svétle nebo ve tmé (stridavé). Pada se udrzuje stale
vlhka. Nadzemni ¢asti rostlin se ntZkami oddéli a ihned se
zchladi v kapalném dusiku. Potom se rostlinny material
pomoci skalpelu rozdéli na malé kousky nebo se rozemele za
chlazeni dusikem. Rostlinny materidl se mize ale také po-
uzit nerozmélnény. Potom se 2 g rostlinného materialu
smisi se 2 g moC¢oviny a prevedou se do chlazené teflonové
nadoby, ve které se nachazi volframova mleci koule (primér
0,5 cm) a mele se ve vibrac¢nim mlynu (Dismembrator U, firmy
Braun Melsungen, Melsungen, BRD) pri 2600 otackach za
minutu po dobu jedné minuty. Nadoba se chladi kapalnym
dusikem a postup se nékolikrat (asi desetkrat) opakuje.
Vytézek proteinu ¢ini 7,5 mg/g prasku (v prasku obsazZeno 50

% mocoviny) .
Prfriklad 7
Rozklad psenice

Semena p$enice (Triticum aestivum) se naseji do vermi-
culit-ptdy a péstuji se pri teplote 30 OC po dobu 6 dnl na
svétle nebo ve tmé& (stridavé). Puda se udrzZuje stale vlhka.
Nadzemni ¢ésti rostlin se ntZzkami oddéli a ihned se zchladi
v kapalném dusiku. Potom se rostlinny material pomoci
skalpelu rozdéli na malé kousky nebo se rozemele za chlazeni
dusikem. Rostlinny materidl se mize ale také pouzit neroz-

mélnény. Potom se 2 g rostlinného materialu smisi se
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2 g mocoviny a prevedou se do chlazené teflonové nadoby, ve
které se nachazi volframova mleci koule (prtmér 0,5 cm)

a mele se ve vibra¢nim mlynu (Dismembrator U, firmy Braun
Melsungen, Melsungen, BRD) pri 2600 otac¢kach za minutu po
dobu jedné minuty. Nadoba se chladi kapalnym dusikem a po-
stup se nékolikrat (asi desetkrat) opakuje. Vytézek
proteinu ¢ini 7,5 mg/g prasku (v prasku obsazeno 50 %

mocoviny) .
Priklad 8
Rozklad svalové tkané

Svaly krys nebo mysSi se po jejich usmrceni ihned zmra-
zi v kapalném dusiku, nacez se 2 g hluboce zmrazenych svall
smisi s 18 g mocoviny a prevedou se do chlazené teflonové
nadoby (objem 20 ml), ve které se nachazi volframova mleci
koule (primér 1 cm) a mele se ve vibrac¢nim mlynu (Dismem-
brator U, firmy Braun Melsungen, Melsungen, BRD) p#i 2600
otackach za minutu po dobu jedné minuty. NAdoba se chladi
kapalnym dusikem a postup se nékolikrat (asi desetkrat)

opakuje. Po rozkladu obsahuje prasek 10 % proteinu.
Prikl1lad 9
Isolace DNA z Actinoplanes utahensis

Péstovani kultury se provadi ne 300 ml Erlenmayerovych
banlach s 50 ml R2YE media (Hopwood D. A. a kol (1985)
Genetic manipulation of Streptomyces: a laboratory manual,
John Innes Foundation, Norwich, UK) pri teploté 28 °C a pri
180 otackach za minutu po dobu 5 dnl. Bunécna peleta (2 g)

se oddéli odstfedénim pri teploté 4 °C a da se do 5 ml
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rozkladové teflonové nadoby s wolfram-karbitovou kulidkou
(primér 0,5 cm) se 2 g modoviny, pridemZ se chladi kapalnym
dusikem. potom se bunéc¢ni peleta homogenisuje v dismembra-
toru pfi 2600 otdckdch za minutu. Po kazdém cyklu se roz-
kladovy pfistroj ochladi v kapalném dusiku. Postup se tii-
krat opakuje. Studeny homogenisat se potom resuspenduje ve
20 ml TSE-pufru (TSE: 25 mM Tris/HCl; 25 nM EDTA, 10,3 %
sacharosa, pH 8,0) s 10 pg/ml RNAzy. Potom se roztok smisi
se 2 % SDS, nacez se pridd 7 ml neutrilni smési trichlor-
methyn/fenol (1 : 1) a promisi se. Obé faze se oddéli
odstfedénim (4000 otad¢ek za minutu, 10 minut) a odebere se
asi 15 ml vodné horni faze opatrné pipetou. Tato se da do
nové zkumavky a jednou se vytfepe 3 ml trichlormethanu. Po
novém odstredéni (4000 otacek za minutu, 10 minut) a rozdé-
leni fazi se horni fadze smisi s 1/10 objemu 3 M octanu
sodného (pH 5,2) a 0,8 objemu isopropylalkoholu a DNA se
vysrazi. DNA se potom z tohoto roztoku ziska odstfedénim
pri 15000 g (30 minut) nebo vylovenim sklené&nou tycinkou.
DNA se po promyti 70% ethylalkoholem su$i a vyjme se do TE

pufru.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zptsob rozkladu biologického materidlu,
vyznacujici s e t im, Ze se biologicky mate-
rial rozklada v pevném stavu a za pritomnosti pevné denatu-

rujici latky.

2. Zptisob podle naroku 1 ,

vyznacujici s e t im, Ze denaturujici latka

je krystalicka latka, vyhodné krystalickad organicka latka.

3. ZpGsob podle naroku 1 nebo 2 ,
vyznacujici s e t im, Ze pevna denaturujici
latka je zvolena ze skupiny zahrnujici mocovinu, thiomoco-

vinu, guanidiniumchlorid, guanidiniumthiokyanat a/nebo siran

amonny .
4. Zptsob podle nékterého z narokd 1 az 3 |
vyznacujicdi s e t im, Ze se pevna denaturu-

jici latka pridava do biologického materialu v asi jednona-
sobném az asi desetinasobném (w/w) prebytku, vyhodné v asi
jednonasobném az asi dvacetinadsobném (w/w) prebytku, ob-
zvlasté v asi jednondsobném az asi desetinasobném (w/w)

prebytku a predevsim v asi jednonasobném (w/w) prebytku.

5. Zptisob podle nékterého z narokd 1 az 4
vyznadcujici s € t im, Ze biologicky materi-

al je hluboce zmrazZeny.

6. Zpisob podle nékterého z narokd 1 az § ,

vyznacujici s e t im, Ze se biologicky ma-
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terial rozklada za hlubokych teplot, vyhodné za chlazeni

kapalnym dusikem.

7. Zpusob podle né€kterého z ndrokd 1 az 6 ,

vyznadcujici s € t im, Ze se biologicky

materidal rozemele, vyhodné za pritomnosti mleci koule.

8. Zptsob podle neékterého z naroka 1 az 7 ,
vyznadcujici s e t im, Ze biologicky mate-
rial predstavuje zvifeci, popripadé lidské nebo rostlinné
buriky, buné&éné shluky, tkané nebo zvireci, popripadé lidské

nebo rostlinné materidly.

9. Zpisob podle nékterého z narokt 1 az 7 ,
vyznadcuijici s e t im, Ze biologicky mate-
ridal je zvoleny z mikroorganisml, vyhodné hub, bakterii,

kvasinek, protozoi nebo fas.

10. Zptsob podle nekterého z naroka 1 az 9 ,
vyznacujici s e t im, Ze se rozlozeny bio-

logicky material potom vyjme do vhodného pufru.

11. Zptusob podle naroku 10 ,

vyznacujici s e t i m , Ze konec¢na koncentrace
mo¢oviny v pufru je asi 1 aZz asi 10 M , vyhodné asi 1 az

asi 5 M a obzvlasté asi 4 M

12. Zpisob podle naroku 10 nebo 11 ,
vyznacujici s e t im, Ze se do pufru vyjmuty

biologicky material odstredi.
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