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Uvedené rieSenie rozSiruje paletu dopo-
sial pouZivanych inicianych faktorov auto-
lyzy. Podstata rieSenia spofiva v tom Ze na
vstupni surovinu o sudine 5 aZ 30 % hmot.
sa pdsobi aktivhym autolyzitom v objemo-
vom pomere 1 : 3 aZ 1 : 12, zmes sa lyzuje
za mieSania pri teplote 45 aZ 55 °C pocas
5 aZ 30 hodin. Na vstupni surovinu sa si-
Gasne s autolyzdtom mobZe podsobit etano-
lom v hmotnostnom pomere 1 : 99 az1:9
a/alebo chleridom sodnym v hmotnostnom
pomere 1:999a%Z1:9.
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Vyndlez sa tyka spdsobu uvoliiovania cy-
toplazmatického obsahu kvasiniek induko-
vanou autolyzou za GZelom ziskavania potra-
vinarsky a farmaceuticky vyuZitelnych bun-
kovych komponent.

Na rozru$enie bunkovej steny a tym spri-
stupnenie proteinov a ostatnych zloZiek bio-
masy kvasiniek sa pouZivaju rdzne fyzikal-
ne, chemické a biochemické spdsoby dezin-
tegracie, priom potrebny stupeifi rozruSe-
nia bunky sa dosahuie &asto kombinéciou
tychto metdd.

Jednou z fyzikdlnych metéd dezintegrécie
je balotinovd dezintegrécia, €o je vlastne
drvenie alebo mletie biomasy v zariadeniach
s rbznymi abrazivami (Mogren, H., Lind-
blom, H., Hedenskog, G., Biotechnol. Bioeng.
16, 261—274, 1974). Nevyhodou tohto spod-
sobu je pomerne velky oter abraziva, s ¢im
stivisi potreba viacnésobného premyvania a
lok&lne zahrievanie susepnzie vyZadujice
chladenie.

Vysokotlakové metéda  dezintegrécie
(Brookman, ]. S., Biotechnaql. Bioeng. 17,
465-—479, 1975} spoéiva v tom, Ze suspenzia
kvasiniek prechddza z oblasti vysokého tla-
ku cez trysky dezintegratného zariadenia
do oblasti normdélneho tlaku. Rozbitie bu-
niek je v priamej zdvislosti na hodnote hyd-
rostatického tlaku a na rychlosti zmeny tla-
ku v prostredi, v ktorom st bunky suspen-
dované. A} pri pomerne vysokych hodnotdch
tlaku sa v3ak tento spfsob vyznaduje po-
merne nizkou fiéinnostou, nesticou so sekou
nutnost viacndsobne opakovat proces, &im
vznikaju fragmenty réznych velkosti a pro-
blémy pri ich separédcii. NavySe zahrievanie
pri zmendch tlaku méZe viest k inaktivécii
intranceluldrnych enzymov.

Principom dezintegrdcie explozivnou de-
kompresiou je nasytenie suspenzie vhodnym
plvnom pod tlakom a rychle zniZenie tlaku
(Nesterov, A. 1., Stavoroitova, G. A., Prikl.
Biochim, Mikrobiol. 11, 593—597, 1975). Na-
sledkom vyrovnédvania tlakového rozdielu vo
vnitri bunky a jej okoli dochédza k rozru-
Seniu bunkovych stien. Vniitrobuneény ob-
sah vSak zostdva z velkej &asti vnttri bu-
niek, nakolko rozru¥end bunka po kratko-
dobom pdsobeni dezintegrdcie uZ nie je me-
chanicky namdhané. To si vyZaduje nutnost
viacndsobného opakovania dezintegrécie.

Okrem tychto najzndmej$ich spésobov dez-
integrdcie sa zriedkavo vyuZiva aj ultraso-
nikAacia, zmrazovanie, suSenie.

Chemické spdsoby spo&ivaji v pdsobeni
urditych l4tok (napr. tiolov) na zloZky bun-
kovej steny, &im sa bunkovA stena labilizu-
je aZ ropzada (Shetty, ]J. K., Kinsella, ]J. E,,
Biotechnol. Bioeng. 20, 755—766, 1978).

Biochemické metddy si zaloZené na en-
zymatickom poOsobeni cudzieho alebo vlast-
ného lytického apardtu na bunkovii stenu.
V experimentdlnych podmienkach je hojne
roz8irené napmé vyuZivanie exogénnych sy-
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stémov (Phaff, M. ]J., Adv. Chem. Ser. 160,
249—282, 1977) ziskanych z baktérii Arthro-
bacter luteus, Bacillus subtilis, hib Oersko-
wia, Albus, Coprinus, Flavus a dal8ich, ale-
bo sa v laboratérnom rozsahu vyuZiva tré-
viaca Stava slimdka Helix pomatia.

Pomerne menej sa vyuZiva endogénny ly-
ticky systém kvasiniek (Chrenova, N. M,
Bezrukev, M. G., Kogan, A. S., Sergejev, W.
A., Nahrung 25, 837—844, 1981). Bunka za
uréitych okolnosti (vyferpanie Zivin, ne-
vhodnéd teplota, Ph} produkuje lytické en-
zymy — andopeptidazy, karboxypeptidazy,
aminopeptiddzy, kysld fosfatdzu, §-(1,3)glu-
kanézu, ktoré pdsobie na vlastni bunkovi
stenu a rozkladaji ju. Tento proces — auto-
lyza priebeha v kone¢nom doésledku aZ do
rozloZenta buniek na zdkladné zloZky ako
st aminokyseliny, patidy, nukleotidy, nizko-
molekulové sacharidy, vitaminy atd. Ak sa
v8ak vedie len do urfitého poZadovaného
stuptia, méZe sliZit ako vhodny prostriedok
na dezintegrdciu bunky a uvolitovanie pro-
teinov a inych vnitrobune&nych zloZiek do
prostredia. Doba prirodzeného autolytického
procesu. je pomerne dlhd (niekolko dni},
8o vyvolava riziko bakteridinej kontaming-
cie.

Tento nedostatok v podstanej miere od-
strafiuje spbsob podla vynélezu, ktorého
podstata spotiva v tom, Ze na vstupnd suro-
vinu o su8ine 5 aZ 30 % hmot. sa pdsobi
aktiviym autolyzdtom v objemovom pomere
1:3 az 1 : 12, zmes sa lyzuje za mieSania
pri teplote 45 aZ 55 °C podas 5 aZ 30 hodin.
Na vstupnti surovinu sa stifasne s autoly-
zdtom moZe poOsobit etanolom v hmotnost-
nom pomere k¥ : 99 az 1 : 9 a/alebo chlo-
ridom sednym v hmotnostnom pomere 1 ku
999.az1:9.

Spdsob podla vynélezu rozSiruje paletu
dopesial pouZivangch imiciatnych faktorov
autolyzy. Spogiva v inicidcii autolyzy prida-
nim vhodného mnoZstva uZ ziyzovanej sus-
penzie tohoistého mikroorganizmu. V pridé-
vanam lyzéte stk uZ naprodukované a uvol-
nené lytické enzymy, ktoré mdézu hned ata-
kavat bunkové stemy, tieto sa stdvajd pri-
stupnejSie vlastnému Iytickému systému,
ktory sa zatial utvori a proces rozloZenia
bunky sa takto podstatne skrati na 5 aZ 30
hodin.

Kombindciou s inymi iniciadnymi faktor-
mi, ako je chlorid sodny a etanol sa elte
zefektivni pdsobenie autolytického systému.
Ak ako kritérium autolytickej dezintegrécie
buniek pouZivame mnoZstvo uvolnenych pro-
teinov, tak potom sa tymto spdsobom, t. j.
pridavkom etanolu, chloridu sodného a ak-
tivneho autolyz4tu k suspenzii za niekolko
hodin z bunky uvolni 50—80 % z celkovych
proteinov, stanovenych Lowryho metddou.

Vhodny pomer priddvaného aktivneho au-
tolyzdtu k biomase zabezpeduje, Ze sa k
mikrobidlnej suspenzii pridd dostatotné
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mnoZstvo lytickych enzymov a pritom &o
najmenej ulitizovateInych Zivin.
MnoZstvo uvolnenych proteinov pri roz-
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nych spodsoboch inicidcie autolyzy udava ta-
bulka 1.

Tabulka 1

MnoZstvo proteinov uvolnenych do super-
natantu (v. %]} z pévoduého obsahu protei-
nov v intaktunom droZdi, pri rdéznych dobédch
a spOsoboch inicidcie autolyzy. Etanol, res-
pektive chlorid sodny priddvany vo vysled-

nej koncentrdcii 5 % hmot., autolyzat v
mnoZstve zodpovedajicom 1/6 objemu vstup-
nej suroviny (kvasni¢né mlieko o suSine
10 %}).

Cas 50 °C 50 °C 50 °G 50 °C 50 °C
(h) ‘ NacCl etylalkohol autolyzat etylalkohol
NaCl
autolyzat
1 0,7 0,9 1,9 17,5 18,2
5 4,6 5,6 7,1 26,6 37,2
10 9,0 12,1 16,0 453 68,5
24 36,3 46,3 50,9 64,7 78,8
Priklad 1 Priklad 6

K 3 1 kvasnitnej suspenzie o sugine 10 %
a obsahu proteinov 32,8 mg/ml! sa prida
600 ml Standardného autolyzétu, 30 g chlo-
ridu sodného, 150 g etanolu a zmes sa inku-
buje za mieSania pri 50 °C. Po 5 hodindch
sa suspenzia scentrifuguje, priom sa ziska
730 g sedimentu, vyuZitelného na izolaciu
napriklad ergosterolu a 2 812 ml supernatan-
tu o suSine 41 % a obsahu proteinov
15,5 mg/ml vyuZiteIného na izoldciu pro-
teinov.

Priklad 2

Postup rovnaky ako v priklade 1, lyza sa
v§ak neprerusi po 5. hodine, ale po 24. ho-
dine. Po centrifugécii sa z rovnakého mnoZ-
stva suspenzie ziska 639 g sedimentu a
3044 ml supernatantu o susine 6 % a obsa-
hu proteinov 25 mg/ml.

Priklad 3

Postup rovnaky ako v priklade 2, prida
sa vdak 1000 ml aktivneho autolyzatu a 60 g
chloridu sodného. Ziskany supernatant ma
sudinu 9,1 % a obsah proteinov 48,5 mg/ml.

Priklad 4

Postup rovnaky ako v priklade 2, prid&
sa v8ak 3 g chloridu sodného a 30 g etyl-
alkoholu. Ziskany supernatant mé suSinu
7,4 % a obsah proteinov 43,0 mg/ml.

Priklad 5

Postup rovnaky ako v priklade 2, pridé4
sa v8ak 150 g chloridu sodného a 300 g
etylalkoholu. Ziskany supernatant mé su3inu
11 % a obsah proteinov 44 mg/ml.

Postup rovnaky ako v priklade 2, prida
sa 500 ml aktivneho autolyzétu, 60 g chlo-
ridu sodného a 30 g etylalkoholu, Ziskany
supernatant méa su$inu 8,2 % a obsah pro-
teinov 44 mg/ml.

Priklad 7

Postup rovnaky ako v priklade 2, prida
sa v8ak 150 g chloridu sodného a 500 ml ak-
tivneho autolyzétu, ziskany supernatant mé
su$inu 11,2 % a obsah proteinov 41,5 mg/ml

Priklad 8

Postup rovnaky ako v prfklade 2, prida
sa vSak 500 ml aktivneho autolyzdtu, 3 g
chloridu sodného a 300 g etylalkoholu. Zis-
kany supernatant mé su$inu 6,9 % a obsah
proteinov 46,2 mg/ml.

Priklad"'9

Postup rovnaky ako v priklade 2, prida
sa v8ak 100 ml aktivneho autolyzétu, 150 g
chloridu sodného a 30 g etylalkoholu. Zis-
kany supernatant md su$inu 10,7 % a obsah
proteinov 46,2 mg/ml.

Priklad 10

Postup rovnaky ako v priklade 2, pridé
sa vSak 100 ml aktivneho autolyzdtu, 3 g
chloridu sodného. Ziskany supernatant mé
sudinu 6,2 % a obsah proteinov 36,2 mg/ml.

Priklad 11
g

Postup rovnaky ako v priklade 2, prida
sa vSak 100 ml aktivneho autolyzétu, 60 g
chloridu sodného a 300 g etylalkoholu. Zis-
kany supernatant ma suSinu 7,0 % a obsah
proteinov 40,5 mg/mdl.
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PREDMET VYNALEZU

1. SpOsob uvoliiovania cytoplazmatického
obsahu kvasiniek indukovanou autolyzou vy-
znadujici sa tym, Ze na vstupnd surovinu
o su$ine 5 aZ 30 % hmot. sa pdsobi aktiv-
nym autolyzdtom v objemovom pomere 1 ku
3 aZz 1 : 12, zmes sa lyzuje za mieSania pri
teplote 45 aZ 55 °C pofas 5 aZ 30 hodin.

Severografia, n. p. zdvod 7, Most

2. Sp6sob uvoliiovania cytoplazmatického
obsahu kvasiniek podla bodu 1 vyznagujici
sa tym, Ze na vstupni surovinu sa sGfasne
s autolyzdtom pdsobi etanolom v hmotnost-
nom pomere 1 : 99 aZz 1 : 9 a/alebo chlori-
dom sodnym v hmotnostnom pomere 1 : 999
az1:9.

Cena 2,40 Ki&s
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