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Sposéb otrzymywania kwasu rybonukleinowego z drozdzy

1

Wynalazek dotyczy sposobu otrzymywania kwa-
su rybonukleinowego z drozdzy.

Kwas . rybonukleinowy nazywany dalej RNA
wedlug danych np. z ,The Nucleic Acids” B.
Caryaff’a i I. N. Dawidsona (Akademic Press, New
York, 1955) jest zwigzkiem organicanym uwaza-
nym za spolimeryzowany nukleotyd, ktéry sklada
sie z kwasu fosforowego, cukru ( w postaci D —
rybozy) i puryny albo pirymidyny. Zwigzek ten
wystepuje w drozdzach, oraz w wszelkiego rodza-
ju komoérkach zaréwno roslinnych jak i zwierze-
cych.

Poniewaz drozdze sg tatwo dostepne oraz nale-
zg <o mikroorganizméw szczegblnie bogatych w
RNA prcwadzono juz badania nad ekstrakcjg kwa-
su rybonukleinowego z drozdzy (Gt Clark, G. B.
Schryver. (Biochem. J.11.319 (1917) i A. M. Chem.
216 185 (1955).
pierwotnie opracowywane w celu studiéw bioche-
micznych nad rolg, ktérg jak przypuszczano, RNA
odgrywa w zyciu i wskutek tego nie mozna ich
dostosowaé do celéw przemystowych na wielkg
skale.

W zwiazku z niedawnym okryciem aktywnosci
farmakologicznej RNA i jego niektérych pochod-
nych, jak tez w zwiazku z zastosowaniem nukleo-
tydu zasady 5’-puryny (wytwarzanego z RNA)
w przemysle spozyweczym, popyt na RNA wzroést
tak znacznie, ze dotychczas znane sposoby jego
otrzymywania pozwalajace na wytwarzanie tylko
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niewielkich ilo$ci RNA staly sie w skali przemy-
stowej nieekonomiczne.

Przedmiotem wynalazku jest przemyslowa meto-
da otrzymywania kwasu rywbonulkllemowego przez
ekstrahowanie go z drozdzy.

Wedlug wynalazku mleko drozdzowe zawierajg-
ce dodatek tugu posiarczynowego, albo mleko droz-
dzowe nie oddzielone jeszcze od brzeczki, otrzy-
mywane przez hodowle drozdzy na pozywce zawie-
rajacej lug posiarczynowy poddaje sie ogrzewaniu,
nastepnie za$§ oddziela sie ciecz od stalej zawiesi-
ny i z cieczy tej wyodrebnia kwas rybonukleinowy.

Stwierdzono bowiem, ze. lug posiarczynowy,
otrzmany jako produkt odpadkowy przy rotwa-
rzeniu celulozy metodg siarczynowsg, korzystnie,
gdy jest rozcienczony, stanowi doskonaly $Srodek
ekstrakeyjny przy wydobywaniu kwasu rybonu-
kleinowego z drozdzy. Stwierdzono réwniez, ze od-
ciek podrozdzowy wuzyskany po oddzieleniu z
brzeczki drozdzy, hodowanych na pozywce zawie-
rajacej lug posiarczynowy, korzystnie po roz-
cieniczeniu, takze nadaje sie jako Srodek ekstrak-
cyiny do ekstrakcji kwasu rybonukleinowego z
drozdzy.

Poniewaz nie jest catkowicie zrozumiaty mecha-
nizm ekstrakecji kwasu rybonukleinowego z droz-
diy za pomoca lugu posiarczynowego lub z wyzej
wymienionego odcieku przyjeto, ze dzialanie ek-
strakcyjne tych cieczy w stosunku do RNA jest
wynikiem obecno$ci pewnego skladnika (skladni-
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kéw), przypuszczalnie lignosulfonianéw. W zwigz-
ku z tym, gdy tug posiarczynowy stosuje sie jako
pozywke hodowlang w fermentacji drozdzy tylko
pewna iloéé jego skladnikéw (zwlaszcza cukry ule-
gajace fermentacji) zostaje pobrana przez drozdze,
a sklad odcieku podrozdzowego, jezeli chodzi o
zwigzki wykazujace zdolnosé ekstrahowania kwa-
su rybcnukleinowego jest zasadnieczo taki sam jak
w lugu pos1arczynowym nie poddanym fermen-
tacji. '

Jako surowiec w sposobie wedlug wynalamku
mozna stosowaé drozdze suche lub zywe komoérki
drozdzowe ofrzymane na pozywce zawierajacej hug
posiarczynowy, poniewaé jak juz wyzej podano od-
ciek z brzeczkl zawierajgcej lug posiarczynowy
moze byé stosowany do ekstrakeji kwasu rybonu-
kleinowego. Fug posiarczynowy’jako produkt od~
padowy stanowi bardzq tani sorowiec. W sposo-
bie . wediug wynalazgku meina stosewaé lug po-
siarczynowy otrzymany przy roztwarzaniu réznych
surowcéw drzewnych.

Poniewaz sklad lugu posiarczynowego bywa
rézny, w zaleino$ci od rodzaju drewma, metody
i warunkéw stosowanych w: procesie roztiwarzania,
mozna_ przyjaé, ze przecietny skiad lugu w pro-
centach wagowych jest nastepujacy: sucha mielot-
na pozostatosé 10—15%,, lignosulfoniany okolo 5—
—8%,, ogdlna zawarto§é cukru okolo 2,5—4,5%, cu-
kier fermentacyjny. okodo .1—3,3%, siarka okolo
0,8—1,2%. Eug stanowi ciecz koloru ciemnobrazo-
wego. :

Sposobem wedlug wymalazku moima poddawaé
ekstrakcji drozdze otrzymane w zhany sposéb w
Srodowisku zawlerajacym lug posiarczynowy.
W procesie wytwarzania drogdiy, przy zastosowa-
niu lugu posiarczynowego postepuje sie w sposéb
nastepujacy:

Najpierw za pomocg pary odpedza sie z lugu
posiarczynowego dwutlenek siarki, a jezeli to jest

pozgdane lug przepuszcza sie przez warstwe wap-

na palonego, w celu zmniejszenia jego kwasowosci.
Po takiej obrébce lug posiarczynowy wprowadza
sie do kadzi fermentacyjnej z amoniakiem i in-
nymi pozywkami. Kadz fermentacyjna jest zaopa-
trzona w specjalne urzgdzenie do przewietrzamia,
azeby pobudzié drozdze do normalnej aerobowej
fenmenrtacﬁ i gwaltownego rozmnazama Rozmno-
zone drozdze wyladowuje sie z kadzi fermentacyj-
nej razem z wyczerpang brzeczkg (lub odciekiem)
i doprowadza do wiréwek, w ktérych oddziela sie
zawiesine drozdzy zwang mlekiem drozdzowym
od odcieku. Nastepnie mleko drozdzowe poddaje
sie kilkakrotnie naprzemian odwirowaniu i prze-
mywaniu wodg, az do uzyskania czystego produk-
tu, ktéry sie suszy. Proces ten jest opisany bar-
dziej szczegblowo w Industrial Engineerung
Chemlstr 43 8 (1951).

‘ Do ekstrakcn kwasu rybonuklemowego z droz-
dzy, mozna stosowaé w sposobie wedlug wynalaz-

ku réwniez wywar otrzymany po fermentacyjnym -

przerohie lugéw posigrczynowych. v
Ponadto stwierdzono, ze do otrzymywania kwasu
- rybonukleinowego z drozdzy nadajg sie takze mile-
ko dro2zdzowe z brzeczkg lub mleko drozdzowe od-
dzielone na wiréwkach od brzeczki (odcieku) i
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jeszcze nie oczyszczone na diodze przemywanta:
Sklal mleka drozdzowego, stogowanego do ek-
stra’zcii kwasu rybonukleinowego sposobem wedbug
wynalaziku, moze sie@ waha¢ w skerokich granicach
lecz korzystnie jest, Zeby stezene droidzy wymo-
sito 3—15% wagewych (w przeliczeniu na suchag
pozostalo§é), a stezenie stalych skladnikéw za-
wartych w lugu posisrczynowym hyto takie same

przed przerobem tych tugéw na droZdze i po prze- -

robie lugéw 0,2—0,5% wagowo (w stcsunku do
suchej pozostalosci).

Mileko drozdzowe stosowane do ekstrakeji kwa-
su rybonukleinowego powinno wykazywaé pH =
= 4—9, korzystnie 5—7,5. Warto§¢ pH mleka moz-
na dowolnie regulowaé¢, na przykiad przez doda-
wanie alkaliéw, np. wodorotlenku sodowego. Jeze-
li warto§é pH jest nizsza od 4 lub wy2sza od 9,
ekstrahowany kwas rybonukleinowy wykazuje
tendericle do depolimeryzacji.

W procesie ekstrakcji kwasu rybonukleinowego
korzystne jest mieszanie ' ogrzewanie mleka droz-
dzowego. Czas i temperatura ogrzewania muszg
byé rdzne, w zalezno$ci od rodzaju drozdzy, pozg-

danej wydajnoéci i iloéci mleka poddawanego ob-
_réhce. Na 0g0l ogrzewanie prowadzi sie w tem-

peraturze 90—120°C (ci$nienie atmosferyczne) w
ciggu 30—300 minut. Na ogét im wyzsza jest tem-
peratura, tym krétszy czas ogrzewani.a Najkorzyst-

' niej jest ogrzewaé mileko do temperatury wrzenia

(okoto 100°C) w ciggu 50—200 minut.

Podczas ogrzewania kwas rybonukleinowy znaj-
duJacy sie¢ w drozdzach, przechodzi do fazy ciek-
lej. Mleko drozdzowe po obrébce cieplnej przesy-
la sie mastepnie na przyklad na wiréwki lub prasy
filtracyjne w celu oddzielenia substancji stalej od
cieczy, z ktérej z kolei wyosobnia sie wyekstraho-
wany kwas rybonukleinowy.

Wydzielenie kwasu rybonukleinowego z cieczy
prowadzi sie korzystnie przez jej zakwaszenie do
wartoS§ci pH = 1,5—3,5 kwasem np. kwasem sol-
nym, siarkowym, fosforowym itp. organicznym
kwasem karboksylowym, takim jak kwas octowy,
kwas monochlorooctowy itp. i kwasem takim jak
organiczny kwas sulfonowy zwlaszcza benzenosul-
fonowy, toluenosulfonowy i ligninosulfonowy.
Przez zakwaszenie opisanej cieczy wytrgca sie
kwas rybonukleinowy w postaci osadu, ktéry od-
sgcza sie lub odwirowuje.

Sposéb wedlug wynalazku pozwala na wyekstra-

- howanie z dobrg wydajnbscig kwasu rybonukleino-

wego z drozdzy. Na przyklad jezeli stosuje sie
zywe drozdze, otrzymane w wyniku aerobowej
cigglej fermentacji drozdzy w $rodowisku zawiera-
jacym lug posiarczynowy i pobrane z kadzi fer-
mentacyjnej podczas stadium wazrostu, otrzymuje
sie surowy kwas rybonukleinowy (zawarto§é or-
ganicznego fosforu 8%) z wydajnoscia 4—6% W
stosunku do masy drozdzy.

Tak otrzymany surowy kwas rybonukleinowy
mozna stosowaé bez oczyszczania do celéw prze-
mystowych np. mozna go w znany sposéb hydro-
lizowaé¢ do rybonukleotydu, uzytecznego w prze-
my$le spozywczym. Mozna takze surowy kwas ry-
bonukleinowy oczyszczaé w znany sposéb, np. me-
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todg Sevag a (M. G. Sevag i inni, Journal of Biolo-
gical Chemisty 124 425 (1938)).

Sposobem wedlug wynalazku mozna traktowaé
drozdze zar6wno suszone jak i zywe. Odpowiedni-
mi rodzajami drozdzy sa np. Hansenula anomala,
Endomyces vernalis, Sacharomyces cerevisiac,
Candlna tropicalis, Torulopsis utilis, Mycotyryla
Jalpormca, itp. .spwr?)d ktérych torulopsis utilis sg
korzystne wskutek ich wysokiej zdolnosci rozmna-
Zania.

Nastepujgce przyklady wyjasniajg blizej sposéb
wedlug wynalazku. Podane w przykladach procen-
{y oznaczajg procenty wagowe.

Przyktad I. Po wstepnym traktowaniu jak
odpedzanie’ dwutlenku siarki zalkalizowany wap-
nem powarzelny tug posiarczynowy z roztwarzania
drewna sosnowego, zawierajacy 12,7%/o nielotnego
produktu statego (7,8, lignosulfoniandéw, 4,3%
ogblnej zawarto$ci cukru, 3,2% fermentujgcego cu-
kra wprowadzono wraz z malg iloSciag materiatu
pozywkowego (chlorek potasu, fosforan dwuamono-
wy i amoniak), do kadzi fermentacyjnej pracujg-
cej metodg cigglg (zmodyfikowany typ kadzi fer-
mentacyjnej Waldhof’a). Warto$§¢é pH brzeczki wy-
nosita okoto 5,0. Na wymienionej pozywce hodowa-
no drozdze Torulupsis  utilis w ciggu 6 godzin W
temperaturze 33°C przy przewietrzeniu. Nastepnie
rozmnozone drozdze wraz z brzeczkg podrozdzows
spuszczono z kadzi fermentacyjnej i naprzemian
poddawano odwirowaniu i przemywaniu wodg. Te
kolejne operacje powtarzano dwukrotnie, w celu
ofrzymania mleka drozdzowego o stezeniu drozdzy
11,5°/0 w przeliczeniu na suchg pozostalo$§é i od-
cieku zawierajgcego 29, stalych skladnikéw (wy-
suszona stala pozostatosc).

1 kg mleka drozdzowego doprowadzono do war-
tosci pH =7, za pomocg wodorotlenku sodowego
i mieszajac ogrzewano do wrzenia w autoklawie
z nierdzewnej stali, w ciagu 90 minut. Nastepnie
mleko oziebiono do temperatury 5°C i przesgczono
w prasie filtracyjnej. Przesgcz zawierajgcy kwas
cybonukleinowy doprowadzono do warto§ci pH =
= 3,0 za pomocg rozcienczonego kwasu solnego.
Wytracony wyekstrahowany kwas rybonukleino-
wy oddzielono przez odwirowanie, przemyto woda
i wysuszono w proézni. Otrzymano 6,3 g surowego
sproszkowanego kwasu rybonukleinowego. Surowy
kwas rybonukleinowy zawieral 89, organicznego
fosforu, wediug kolorymetrycznego oznaczenia fos-
foranu metodg Allen’a (R. Y. L. Allen Biochem. I.
(London) 34 858 (1940)). co odpowiada wydajnoS$ci
5.5%, w stosunku do drozdzy.

Surowy kwas nukleinowy o‘czysz'cza siec metoda
Seveg’a (wedlug danych J-Biol. Chem. 124 425

-(1938) M. G. Seveg i inmi) i otrzymany -czysty

kwas nukleinowy hydrolizuje kwasem solnym.

Chromatografia bibulowa otrzymanego npkleotydu .
wykazala, ze w stosunku do czy\stego kwagu nukle-, ‘

inowego, zawieral on 579, puryny, ktéra mozZe byé
stosowana jako produkt wyj§ciowy w produkcji
kwasu 5-inozynowego i kwasu 5-guanylowego.

Przyklad II. Na pozywce hodowlanej, za-
wierajgcej tug posiarczynowy z roztwarzania drew-
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na bukowego, zalkalizowany wapnem o zawar-
toéci nielotnego produktu stalego 13,0%, (lignosul-
foniany 5,7%, og6tem cukru 3,6°/7) hodowano draz-
dze typu Torula w warunkach aerobowych w taki
sam spoedb jak w przykiadzie I. Rozmnozone droz-
die z odciekiem odwirowano i przemyto wodg w
celu utworzenia mileka droddiowego, zawierajgcego
10,5 suchej pomostalosci i odcieku zawierajgcego
4,3% suchej pozostaloéci.

1 kg tego mieka doprowadzono do wartofci
pH = 6,5 i ekstrakcje prowsdzona w autoklawie
w ciggu 70 minut, w temperaturze 100°C. Po tym
traktowaniu usunieto komérki drozdowe i pbzo-
stalg ciecz doprowadzono do wartoéci ‘pH = 2,0
za pomocg rozcieficzonego kwasu soinego. Wytra-
cony kwas rybonukleinowy odwirowano, przemyto
wodg i wysuszono. Otrzymano w postaci prosziku
surowy kwas nukleinowy (zawartosé fosforu 8,0%)
w iloéci 5,7 g, co odpowiada okoto 5,5% uiy‘tych
drozdzy.

Przyktlad III. Suche drozdze Torula wyhodo-
wano na pozywce hodowlanej, zawierajgcej iug
pcsiarczynowy, jak w przykladzie I, dodano do roz-.
tworu zawierajacego 20/ substancji stalej i otrzy-
manego przez rozciefczenie 6,3-krotnie tugu po-
siarczynowego, - stosowanego w preykladzie I, tak
ze otrzymano mileko drozdzowe, zaJmeraJace 5%
dv'oz»dlzy

1 kg tego mileka doprowadzonego do wartosci
pH = 6,5 ogrzewano w ciggu 120 minut do tempe-
ratury 100°C podczas mieszania i przesgczono.
Z przesgczu otrzymano 2,4 g (wydajno§é 4,8% w
stosunku do drozdzy) surowego kwasu nukleino-
wego (zawarto§é¢ fosforu organicznego 7,3%).

Surowy kwas nukleingwy oczyszczono w taki
sam sposéb® jak w przykiadzie I, po czym hydro-
lizowano. Chromatografia bibulowa otrzymanego
nukleotydu wykazala, ze zawiera on 56 nukleo-
tyd6éw adeniny i guaniny.

Przyktad IV. Przykiad ten wyjasnia ek-
strakcje kwasu rybonukleinowego z drozdiy wy-
hodowanych w §rodowisku odmiennym wod &rodo-
wiska zawierajgcego tug posiarczynowy.

Drozdze piekarniane hodowano na - melasie we
wistrzgsanym mnaczyniu fermentacyjnym.

Do autoklawu wprowadzono rozcieficzony lug
posiarczynowy z roztwarzania drewna bukowego,
zawierajgcy 3,3% stalej substancji, to znaczy roz-
twor otrzymany przez 4-krotne ‘rozciericzenie hu-
gu posiarczynowego, stoscwany w przykladzie II.
Do tego roztworu dodano drozdze piekarniame, do
uzyskania mleka drozdzowego o warto$ci pH- = 6,5
zawierajgcego 8% drozdzy, Mleko drozdZzowe ogrze-
wano do temperatury -110°C w ciggu 100 minut
podczas mieszania. Po ozigbieniu mleko odsgczo-
no i przesacz doprowadzono do wartosci pH = 2,5
,Z2 pomoca kwasu octowego i odwirowano w celu
'addzielenia wytraconego kwasu rybonukleinowego.
Otrzymano 0,22 czesci (wydajno§é 2,7% w stosun-
ku do drozdzy) surowego kwasu nukleinowego
(fosforan organiczny = 7,1%).

Przyktad V. Powtérzono postepowanie =z
przyktadu IV, z wyjatkiem tego, Ze stosowano
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drozdze piwowarskie lub drozdze ze sfermentowa-
nego ryzu wyhodowane w $rodowisku odmiennym
od S$rodowiska zawierajgcego tug posiarczynowy.
Zawiesing wodng tych drozdzy ekstrahowano tu-
gami posiarczynowymi otrzymanymi z miazgi ce-
lulozowej. W zadnym przypadku nie wyekstraho-
wano kwasu rybonukleinawego z drozdzy z dobrg
wydajnoscig.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b otrzymywania kwasu rybonukleinowe-
go z drozdzy, znamienny tym, Ze rozcienczone
mleko drozdzowe otrzymane z drozdzy wyhodo-
wanych na pozywce zawierajgcej tug posiarczy-
nowy doprowadza sie¢ do pH = 4—9, korzyst-
nie 5—7,5 nastepnie ogrzewa majkorzystniej do
temperatury 90—120°C, przy czym kwas rybo-
nukleinowy przechodzi do fazy cieklej, a uzys-
kany roztwér kwasu rybonukleinowego oddzie-
la sie od drozdzy przez odsgczenie lub odwiro-

Dokonano jednej poprawki
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wanie, po czym zakwasza do uzyskania wartos-
ci pH = 1,3—3,5 w celu wytrgcenia kwasu.

Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
jako mleko drozdzowe stosuje sie zawiesine za-
wierajgeg w przeliczeniu na suchg pozostalosé
3—15% drozdzy i 0,2—5% , stalych skladnikoy
lugu posiarczynowego, wystepujagcych w mnie-
zmiennej ilo$ci przed i po zdrozdzowaniu tych °
tugow.

Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze ja-
ko rozcienczone mleko drozdzowe stosuje sie
zawiesine drozdzy nie oddzielong od -odcieku.

Odmiana sposobu wedlug zastrz. 1, znamienna
tym, ze jako mleko drozdzowe, stosuje sie za-
wiesine wotrzymang przez zmieszanie suchych
drozdzy z lugiem posiarczynowym.

. ‘Sposéb wedtug zastrz. 1—4, znamienny tym, Ze

jako drozdze stosuje sie Torulopsis utilis.
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