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(54) Zpisob uvolnovéni nativnich frakei z jednobunddnfch mikroorganismi mechanickou
" dezintegraci ‘

Vyndlez se tykd zpisobu uvolnovéni netivnich frakei z jednobunddngch mikrporganismd
mechanickou dezintegraci, a to za tdelem izolace jednotlivych frakci nebo jejich smési,

Nap¥, pii pripravé koncentrdtl potrsvind¥ského proteinu z mikroorganismﬁ je nutno
uvolnit vnitrobunddny protein rozrulSenim bundliné stény, a to budvmechanickjm,'biochemic-
kym nebo cheﬁickym zpisobem, VyuZivd se piitom’ﬁéinku celulolytickych enzymi nebo hydro-
iysy,v silnd kyselém 3i alkalickém prost¥edi, coZ vSak pisobi destruktivné na nativni bil-
1 kovinu. Alkelickd hydrolyea umoiﬁuje nap¥. vznik toxickych sloiénych aminokyselin /lyzi= -
noalaninu/, p*{ipadnd racemizovangch aminokyselin; &im? se hodnota bilkoviny z potravindi-
gkého.hlediska podstatnd snifuje. _ , : S
: Na enzymové rozrudeni bunky je nutno pfedem pFipravit potiebné lytické enzymy &i
smés enzymii vlastni proces je tak dasovd ndrodny a tedy i hevjhodnj vzhledem k tomu, Ze
izolace jednotlivych enzymi- je ndkladnd a vesmds jsou p¥itomny i protedzy, které mohou .
Stépit bilkoviny / VrSanskd M,, Biely P. und Krdtky Z.t Zechr. Allg. Mikr, 17, 465, 19773
Funatsu M,, Aizono O,H, and Shinioda T.: Agr. Bidl. Chem, 42, 1975, 1978/, Piesto¥e v obo-
ru enzymové degradace bunéénjdh.stén bylo'v poslednim desitileti patentovdno n&kolik po-
stupli, tento zpisob se v primyslovém mé¥itku dosud nevyuZivd /brit. pétent é, 1, 281,618
/1972/, japonsky patent &. 56,682 /1978/ )e

PouZitdi mechaniokjch‘zpﬁsob& rozruseni bundénych stdn umofni ziskat protein, vhodny
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pro potravind¥ské ulely (aut. osv,. CSSR Nr, 161299), Krom& toho odpadd p¥i takové vyrobd
Jje mo¥no vyuZit k izolaci jinych, z biologického hlediske cennyeh komponent bundk, nep®,
ergosterolu,

Z mechanickych zpisobl rozruSovdni bundk se jevi jako nejpFijatelndjs{ metoda ex-
trusivni, balotinovd dezintegrace a rozruSovédni cestou rychlé dékomprese.

Extrusivni dezintegrace je zalofena na protlalovéni suaﬁenze bundk z oblasti vyso-
¢ého tlaku p¥es mikro-3tdrbinu dezintegradniho za¥izeni do oblasti norméiniho tlaku, 24~
kladnimi faktory, podmiﬁujicimi dezintegraci bundk, jsou - hodnota hydrostatického tla-~
ku, jeli gradient a rychlost zmdny tlaku.

Ze zatizeni na dezintegraci, ve kterych se vyu¥ivd tohoto zpisobu, jsou nejzndméjsi
hydraulické vysokbtlaké homogenizdtory firmy "Gaulin" (usa) ("Gaulin Technical Bulletin",
1968, 73 Hetherington P.J, et al, "Trans, Inst. Chem. Engrs.", 1971, 49,2, 142), Proces
rozrulovdni bundk v extrusivnich homogenizdtorech je charakterizovdn vysokymi hodnotami
pracovnfho tlaku (50 a% 80 MPa) abpomérné nevysokou produktivitou (50 a# 200 1.hod™1),
Pro ziskéni vysokého stupnd rozruSeni bundk (80 a% 90%) je t¥eba ndkolikrdt opakovat pra-
covni cyklus, co? vede k ziskdni fragmentd bun€k nestejné velikosti a k potiZim p¥i déle-
ni pevné a kapalné fdze ziskané suspenzej krom& toho vy33i teplota jako ndsledek opakova-
né komprese mii%e plsobit Zdstednou nebo dplnou inaktivaci intracelluldrnich sloZek. Na
podobném principu pracuje i upravené vysokotlaké derpadlo (Bréokman J.S., Davies M, "Bio-
technol. Bioceng." 1973, 15, 693), s produktivitou suapenze 15 l.hod'1 p¥i pracovnim tla-
ku do 310 MPa, .

P¥i pouZiti balotinovych dezintegrdtori je moiné v primyslovém m&¥Fitku p¥i konti-
nudlni technologii dosédhnout libovolného #ddaného stupné rozruleni bundk, oviem p¥i od-
povidajicim prodlouZfeni doby zpracovéni materidlu. Nedostatky tohoto zpisobu jsou lokdl-
ni prehtivdnd zpracovévané ldtky, coZ nutnd vyZaduje intenzivni,chlazeni;.opakované dr-
ceni ji% ziskanych bﬁnéénjch fragmenti s vytvéfenim p¥{118 drobnych ddstic (od jednotek’
do setin mikrometru) navic znadnd komplikuje ndsledujici rozd¥leni pevné a kapalné féze,
Toto vSe dohromady, tj. zvySend sﬁotfeba vody na chlazeni elektrické energie, deldi doba
zpracovdni biomasy prodrafuje proces a odrd%¥i se na konedné cend produkiu. |

- Je zndm rovnd% zpisob a za¥fzeni kontinudlni dezintegrace s vyu#itim efektu dekom-
prese (aut. osv, SSSR Nr, 477742 /1973/; aut. osv. SSSR Nr, 492118 /1973/4 aut. osv, SSSR
Nr, 602550 /1974/% aut. oav.\SSSR Nr, 602551 /1975/% patent USA Nr, 4084757; Franc,patent
Nr, 7624795), jeho’ funkce spoiivd na principu rychlé dekomprese, Suspenze mikroorganiz—
mi je sycena plynem pod tlakem ( dusikem, vzduchem, kys. uhliditym), ktery nesm{ reago-
vat 8 intraceluldrnimi kompoﬁentami a také,nesm{ inhibovat enzymy, zvld3té endofenni
nukledzu vyuZitelnou pro degradaci nukleovych kyselin v miktobidlni bilkoving, P¥itom se
plynem syti i bunky a¥ do vyrovndni parcidlnfho tlaku.z obou stran bun&dné stdny, nade¥
ge suspenze ndhle prevede na Groven atmosferického tlaku, qu}edkeﬁ je gradient tlaku
plynu v bunce, smérovany do vndjsfho prost¥edf. Jeliko¥ rychlost tGniku plynu z bunky je
vyS81 ne? rychlost difuze bund&nou stdnou, dochdzi k roztrieni stény.

Dezintegrace zpisobem rychlé dekomprese probihd v za¥bizeni, jeho? podstatou je kom-
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presor plynu, vysokotlaké ddvkovaei Serpadlo suspenze mikroorganizmi a dva vysokotlakové
vdlce na syceni a pFevdd&ni suspenze., Nespornd vyhode dekompresni dezintegrace spodivd
v fom, Ye bunky resp. bunddné stidny zistdvaji po dezintegraei celé nebo vykazuji jen ma-
1y stupeﬁ rozdrceni a lze je tudif snadno odddlit separaci od protoplazmy.

Popsany postup nevede k inéktivaci intraceluldrnich enzymi a umo¥nuje izolovat che-
mické komponenty buﬁky v nativnim stavu., Energetickd spotPeba p¥i dekompresni dezintegra-
ci je nizkd a &inf 0,06 kWh, kg-l, zatimeco pii extrus}vnim nebo balotinovém rozdrceni
bund ke spotfébﬁje 0,2 a% 0,4 kWh.kg'l. |
7 Proces dekomprasni dezintegraoé gém o sob& v8ak nezabezpeluje dostateiné vysoky stu-
pen uvolndni vnitrobunddnfeh komponent do vndjdfho prost¥edi a proto¥e je podstatnd
ovlivnén hodnotou pH zpracovivané suspenze, je t¥eba postup doplnit @xtrakci biomasy
dezintegrovaniéh bundk,

Toto je dokumentovdno v éab..é. 1, kde je udédna hodnota pH suspenze kvasinek Sacha-
romyces cerevisiae v zdvislosti na uvolﬁovéni ve vodé rozpustnfech bilkovin do mimobu-
n&éného prost¥edi (supernatantu) z bundk naruSenych dekompresnim zpisobem. Pro srovnini
jsou uvedeny hodnoty pro jedno a Sestindsobnou dezintegraci,

MnoZstvi vodorozpustné bilkoviny v neporudené bunce dini 20 % = celkévého obsahu
proteinu (N x 6,25),

- Tabulka 1.

Viiv hodnoty pH na stupeﬁ extrakce vodorozpustné bilkoviny z bunék kvasinek Sacha-

romyces cerevisiae, rozrufenych dekompresi,

—— " " S T P S A et A1 T A D o b i b o G S e L A Dt S Sy D A S e W S S S b ot e e e D S T Ty A S iy T S o T e Ao o 00 D At M 0

4,5 8,0 51,0
7,0 12,0 68,3
9,0 - 18,1 96,5
11,0 _ ’ 24,9 124,0

Jak je zPejmé uz tabulky, prakticky celé mnoZstvi ve vodé rozpustné bilkoviny se
uvolﬁuje z dezintegrovanych bundk jenom p¥i pH = 9,0, Stupeﬁ extrakce p¥i pH = 11,0,
prevydujici{ 100% lze vysvétlit dodatednym rozpudtdnim frakei proteinu, rozpustnych
v alkdliich, Destrukéni'pﬁsobeni dekomprese na sténu buﬁky trvd setiny sekundy. Poté
buﬁké Ji% neni mechanicky namdhdna, tak?e z nf vytede jen ddat pfotoplazmy, obsahujici
protein. P#i opakovaném dekompresnim pﬁsobeﬁi do mezibund&ného prostoru prechdzi dalsi
gédat bilkoviny, jeji¥ mnoZstvi zdvisi na pH vnéjSiho prost¥edi a podtu dezintegraci.
Bunééné sténa s; visk ji% vice nenaruluje, Existuje tak proporcionalita mezi mnoZstvim
bilkoviny, uvolnénym z buﬁky, a podtem jednotlivych operaci dezintegrace, a rovné% hod-
notou pH suspenze,

Nevfhodou tohofozplisobu je nizky vytéZek bilkovin z dezintegrace suspenzi p¥i pH
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okolo 7,0, eventueln& nutnoet pou¥ivdni vyssieh pH pro rychlejsi ﬁvolﬁdvéni a% extrakei
bilkovin z narufenych bundk a ddle okolnost, Ze aktivnd nukleéza-potfebné pro degradaci
nukleovych kyselin se uvolﬁuje v mensi mi¥e ne? p¥i dezintegraci balotinovymi dezinte-'
gritory. ’

Uvedené nevyhody odstraﬁuje predmét vynélezu,'jehoi podstatou je, %e se mikrobidlni.
guspenze o koncentraci 1 a¥ 20 % hmotnostnich p¥i pH 4,5 8% 9,5 a za teploty O aZ 70 ¢
nejprve podrobi dezintegraci dekompresi s pracovnim pretlakem 3 a% 30 MPa, nade? se pred
drcend suspenze zpracovdvd mechanickym drcenim a uvolndné nativni frakce se iuzoluji obec-
nd zndmym zpisobem,

Cilem vynélézu je izolace intraceluldrnich chemickych komponent v nativaim stavu
biomasy mikroogranismi za krat$i dobu a p¥i ni%¥{ spot¥ebd energie s vysokym vytéikem a .
zigkdni suspenze, obsahujici dostatednd velké bunédéné fragment&, jejichZ izolace na
gtandardnich separdtorech neddld potiZe.

Toho, e d0sahﬁje pouzitim kombinované mechanické dezintegrace, kdy suspenze bunék
mikroorganismﬁ je jedenkrit nebo i vicekrdte dezintegrovdna dekompresi p¥i teploté O a¥
70 °C, pH = 4,5 a% 9,5, pracovnim tlaku v systému 3 a¥ 30 MPa, a poté zpracovdna v balo-
tinovém dezintegrdtoru, obsahujicim balotiny, (sypni objem balotind je k objemu suspeﬁze
& vihodou v pomdru 1,7 & 1).

P¥itom mohou byt podrobeny dezintegraci kvasinky nap¥. rodu Sacharomyces cerevisiae,
Candida torulopsis, Rhodotorula, Ovidium, Pichia, Hansenule, bacterie rodu Megaterium,
Medtanomonas, Escherichia coli, plisné a Pasy.

Navrhovany zpisob spodivd v ndsledujicims

Izolace nativnich frakeci z jednobuﬁéénjch mikroogranismi se provddi z jejich vodni
suspenze 8 koncentrac! bundk 1 aZ 20 % hmotnosti o teplotd O az 70 °% a pH = 4,5 a% 9,5,
Suspenze je zpracovdna jednou nebo nékolikrdte v periodickém nebo kontinudlnim dezinte-
gratoru, Jako pracovani plyn je pouzivdn vzduch, dusik nebo jakykoliv jiny plyn chemicky
inertni ve vztahu k bunkdm. Do suspenze je piivddén stladeny vzduch protlakem 3 az 30
MPa, je udrfovdna pod tlakem 15 aZ 60 gel’, a pYevedena do oblasti barometrického tlaku.
P#itom probihd dekompresni dezintegrace bundk mikroorganismi,

Dile je suspenze zpracovdvidna v balotinoYém dezintesrdtoru, obsahujicim balotiny
o primdru 0,40 a% 0,60 mm s vyhodou pfi poméru sypného 6bjemu suchych balotin k objemu
suspenze bundk 1,7 : 1, Pritom za 5 aZ 10 min, dezintegrace‘pfechézi do roztoku 80 a%

95 % ve vodd rozpustnyeh bundinych frakei v nativnim stavu, kterd jsou izolovdny a 3iS-
t&ny zndmymi metodami.

Ni%e jsou uvedeny pFiklady vyuZiti zplisobu dezintegrace pro izoiaci nativai bilko-
viny z bundk mikroorganismi podle vyndlezu.

Prikled 1

Vodni suspenze kvasinek Sacharomyces cerevisiae s koncentraci bundk 9,8 hmotnostnich %

o teploté 20 °C a pH = 8,4 byla jednordzovd zpracovdna v laboratornim dekompresnim de-
zintegrdtoru s periodickym plsobenim, sestdvajicim z cylindrické komory - ménide vysoké-

ho tlaku o pracovnim obsahu 35 ml, opatiené uzaviracim ventilem, z cyklonu-expanderu a
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sbdrné nddoby. Suspenze byla vpravena do komory, nasycena stladenym dusikem pod pFetlakem
9 a% 10 MPa, a po 29 sek. syceni plynem vysti¥elovdna pres uzaviraci ventil do cyklonu-ex-
panderu, Dezintegrované suspenze bundk byla jimdna do sbdrné nddoby a dédle zprécovina v
jednodiskovém balothovem vertikdlnim dezintegrdtoru s rychlosti otddek disku 180 m—sek.
a sklenénymi balotinami o priméru O 40 a¥ 0,56 mmj; pomér objemu suspenze sypného objemu
suchych kulidek v dezintegrdtoru cinil 1: 1,7, Efektivnost dezintegrace byla hodnocena
dle rychlosti uvolnovdni vodorozpustné bilkoviny do mezibunddného prostiedi,

Pro srovnini byl provéddén pokus, ve kterém byla biomasa zpracovdvina jenom v baloti-
novém dezintegrdtorn, 7 '

Graf éa obr. 1 znézorﬁuje vysledky dezintegrace na balotinovém mlynu ve srovandni s
postupem podle vynélezu v zdvislostl na Sase, Kiivka &. 1 zachycuje. pribéh kombinovaného
dfceni podle vyndlezu s jednim preddrcenim, kPivka &..2 s dvéma preddrcenimi a kPivka &, 3
bez pieddrceni,

(VRB = vodorozpustné bilkoviny a AKS = absolutni kvasnilnd sudina).

Jak je zPejmé z obr. 1, v pokuse s pFedb&inou dekompresni dezintegraci prakticky celd
vodorozpustnd bilkovina pPechdzi do roztoku bdhem 5 minut balotinové dezintegrace; pri ba-
1ot;nove dezintegraci bez predbdiného dekompresniho zpracovdni je pro uvoln&ni tého% mnoZ-
atvi bilkoviny zapot?ebi 24 min. Tak p¥edb&ind dekompresni dezintegrace umo¥nuje zkratit
dobu balotinové dezintegrace na 21 %,

Péikled 2

Pokus byl provddén v téZe suspenzl a v tSchie podminkdch jako v P#{kladé 1, ale predbdZnd
~ dekompresni de-integrace byla provdddna dvourdzové, éasovy pribéh pokusu a vytéZnost jsou
vyjdd¥eny k¥ivkou ¢. 2 na obr, 1,

P¥iklad 3

Vodni suspenze Sacharomyces cerevisiae s koncentraci bundk 15 % hmotnostnich o teploté

50 °C a pH 7,5 byla jednordzové zpracovdna v dekompresnim dezintegrdtoru pri tlaku 19 aZ
20 MPa, Ostatni podminky jsou stejné jako v piikladu 1. VytéZnost bilko?iny za toté% Caso-
vé obdobi &ini 16 % na sufinu kvasinek (jako v pFikladu 1).

P¥iklad 4

Misto suspenze kvasinek Sacharomyces cerevisiae byla dezintegraci podrobené guspenze bak-
terif{ Hethariomonas, Podainky dezintegrace byly stejné jako v prikladu 1. VytéZnost bilko-
viny za totéZ Zasové obdobi Cinila i9 % na su$inu bakterii,

Zpisobu dezintegrac; jednobunddnych mikroorganismi podle vyndlezu lze poufivat v pri-
padech, kdy je zapot¥ebi efektivni ddleni pevné a kapalné fédze vytvoPené suspenze rozruse-
nych bundk ve standardnich odst¥edivkdch nebo gepardtorech nebo izolovat v nativnim stavu
intraceluldrni chemické komponenty, které se dezaktivuji p¥i vyssi teplotd i v pPilid
kyselép nebo alkalickém prostredi, Zpisobu miZe byt pouZito nap?, pii zigkéni potravind¥-
skych bilkovinnych ldtek z biomasy jednobundénych mikroorganismi, kdy% soudasnd s bilko-
vinami je nutno izolovat v aktivnim stavir intraceluldrni nukledzy, vyuiivané pro sniZeni

obsahu nukleovych kyselin v ziskaném produktu,

Vyuziti navrhovaného zpisobu ukazuje, %e doba zpracovdni bundk v balotinovém dezinte-
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gritoru se zkracuje 4 ai 5 krét, jestliZe suspenze byla pfedbéZn@ pbdrobena dekompresni
dezintegraci. PFitom se vyznamn? ganifuje stupen oh¥evu suspenze, co? pPispivd ke zvySeni
produktivity balotino#ého\dezintegrétoru, dspoPe chladici vody a enqrgie.

V p¥ipadd izolace jakychkoli termolabilnich frakei bun3dného obsahu zvySuje se jejich

o

vitd%nost a uchovdwd aktivita, Pou¥it{ =zphsobu podle vyndlezu umoZnuje izolovat bundiné

“

enzymy v aktivnim stavu, anp¥. intraceluldrni nukledzu a ddle ji vyuZit na rozruSeni nu-

’

kleovych kyselin, nachdzejicich se v bunkdch mikroorganismi,

PEEDMET VYNLLEZU
1. Zpisob wvolnovéni ndtivnich frakel z jednobuni&nych mikroorganismi mechanickou dezin-
teg raci vyznadeny tim, e se mikrobidlni suspenze o koncenfraci 1 aZ 20 % hmotnostnich,
p¥i pH 4,5 a% 9,5 a za teploty O aZ 70.°C nejprve podrobi dezintegraci dekompresi s
pracovnim pietlakem 3 a¥ 30 MPa, nade? se pPeddrcend suspenze zpracovavt mechanlckym
drcenim a uvolndné nativni frakee se izoluji obecné zndmym zphsobem.,

2, Zﬂusob podle bodu 1 vyznaleny tim, e se ﬂLkroblalnl suspenze podrobi dezintegraci

dekompresni nejménd dvakrit,

1 vykres
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