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Pri izolaci nebo uvelnéni obsahu buiiky je tfeba roz-
rusdit bunéénou bldnu. Zplsobdi jak rozru3it obal builky
je nékolik. V laboratornim méfitku se nejvice uplatiiuje
dezintegrace ultrazvukem, protlatovédni zmrazené suspen-
ze bunék tdzkou Stdrbinou, popfipadd drceni v balotino-
vém mlynku. Pokud jde o zpracovdni vét$iho mnoZstvi
suspenze mikroorganismia lze pouZit tlakovy dezintegri-
tor (pracujici na principu ndhlé zmé&ny tlaku), nebo
balotinovy mlyn. VSeobecn& jde o plisobeni kavitace,
stfiZzného a smykového napdti, ndrazu t3lisek a ndhlé
zmény tlaku.

Jednotlivé zplsoby drceni se od sebe 1li3i vyuZitim
vloZené energie a ovlivnh&nim uvoln&ného bund&ného
obsahu. ZdleZi-li na jeho nezm&n&né biologické aktivi-
té, pak je vhodné&j8i pouZit dezintegrace ve zmrazeném
stavu & ultrazvukem. Pro primyslové pouZiti je v3ak
dilleZité i vyuZiti energie a proto se pouZivd dezintegri-
torlt pracujicich na principu redukce tlaku nebo balo-
tinovych mlynd.

V MBU provédime vyzkum drceni bun&k jako rozho-
dujici operaci pfi izolaci kvasniéného proteinu [1]. Tato
jednotkovd operace je v celém sv&td intenzivng studo-
vdna, bohuZel viak pouze z hlediska rozdiln§ch princi-
pli dezintegratordl, jejich uspofdadani nebo piisobeni fy-
zikdlnich a fyzikdln& chemickych vlivii (teplota, pH).
Samozfejmé, Ze pro konstrukci drtie jsou poznatky to-
hoto typu rozhodujici. Pro dal3i intenzifikaci procesu pii
pouZiti nemé&nného uspofddéani drtice, je v8ak tfeba znat
vliv vlastnosti buné&&né suspenze [fyziologického stavu
bunék]) na prib&h dezintegrace.

Fyziologicky stav bun&k jsme charakterizovali risto-
vou rychlosti, dobou skladovdni bez doddvédni Zivin a
druhem limitu (C-limit a N-limit] p¥i kontinudlni kulti-
vaci v chemostatu. Rychlost dezintegrace byla méfena
mnozstvim uvolnéné bilkoviny. Pro snadné&jdi matema-
tickou interpretaci byl vypodten pomdr mezi maximéal-
nim mnoZstvim uvolnitelné bilkoviny a zbytkovou hod-
notou. Tento pomér exponencidlné zavisi na ¢ase. Rych-
lost drceni je charakterizovdna hodnotami konstant A, B
v obecné rovnici 1.

Rm
T = A exp. Bt (1)
Rm — R
Rm je maximdlni mnoZstvi uvolnitelné bilkaviny,
R — skutetné uvoln&néa biflkovina v &ase t.

1. Zavislost rychlosti drceni na riistové rychlosti

Buniky C. utilis byly péstovany na etanolu jako zdroji
energie v chemostatu. Odebirali jsme vzorky pri riz-
nych zfedovacich rychlostech. Po separaci bungk a roz-
michani ve fosfdtovém pufru jsme vychlazenou suspenzi
drtili v laboratornim drtici.

Konstanty A a B charakterizujici rychlost drceni pfi
riizné riistové rychlosti jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Zdvislost rychlosti drceni na ristové rych-

losti
|
riistovi rychlost (h-‘) ' A B
|
0,06 ’ 1,0484 0,20
0.1 1 1,1900 0.25
0,2 1,3170 0.13
0.3 ‘ 14274 0,11

Nejlépe drtitelné jsou bufiky rostouci rychlosti 0,1 h-1.
Buiiky s vy33i i niZsi riistovou rychlosti se drti nejen
hiife, ale priib8h kfivky popsany rovnici [1] s kon-
stantami A a B neodpovida v bodu 0 minut skutednosti.
Pocatecni koncentrace proteinu v nedrceném materidlu
je niZsi neZ je ddna konstantou A. Extrém (maximum)
v zdvislosti drceni na riistové rychlosti v bodé ¢ = 0,1,
lze vysvétlit bud na zdkladé zmén chemického sloZeni
bun&éné stény, nebo na zakladé morfologickych zmén.
Zmény chemického sloZeni bun&&né stény v zavislosti
na ristové rychlosti popsal u Saccharomyces MecMur-
rough a Rose [2]. Je zajimavé, %e prdavé pfi rychlosti
ristu 0,1 h=! vznikd u kultury limitované glukdzou
extrémni rozloZeni glukdnu v bun&&nych stdnach. Také
aktivita g-fructofuranosidasy vykazuje znaéné maximum
pii g = 0,1 h—1 I kdyZ ve sloZeni bun&&né stény u Sac-
charomyces a Candida je jisty rozdil, lze s urc¢itou ne-"
pfesnosti ofekdvat i analogické zmény ve sloZeni bu-
nééne stény u Candida utilis. Také morfologické zmény,
zvlasté velikost bunék, mohou do jisté miry ovlivnit
rychlost drcenf. Pro bufiky rGzné velikosti je optimalni
riiznd velikost mlecich t&lisek. Tento vztah vykazuje
pfimo uamérnou zavislost. ProtoZe velikost bundk se
vzristajici riistovou rychlosti stoupd [3] a velikost ba-
lotin je konstantni, je moZné, %e se vytvofi maximum
pfi ne&které ristové rychlosti [= velikosti bun&k). Po-
rovname-li vSak rozdily v hodnoté konstanty B pii jed-
notlivych riistovych rychlostech, potom zavislost rych-
losti drceni na velikosti balotin by musela byt znag-
nd. Podle nasich pozorovidni vSak pomér mezi velikosti
kuliek a velikosti bunék nemd tak veliky v§znam, jak
by vyplyvalo z predstavy zivislosti rychlosti drceni na
velikosti bungk.

VSimneme-li si konstanty A, kterd vice ménd charak-
terizuje vliv poCéteCnich podminek a jejiZ vzriist je
umérny riistové rychlosti, je zfejme, Ze zvlasté pfi drce-
ui bunék s vy33i riistovou rychlosti se v prvnich okamzi-
cich [interval 0—1 minut) uvolni urité mnoZstvi pro-
teinu rychleji, neZ odpovidd rychlost dreceni v dal§im
pritbéhu procesu.

V bodu 0 minut jsou totiZ kvasinky promyté a v su-
pernatantu po centrifugaci lze prokédzat jen nepatrny
obsah bilkovin. MnoZstvi bilkoviny tedy neodpovidd hod-
noté, kterou vykazuje ktivka s konstantou A v&t3i ne¥ 1.
Vysvétleni je tfeba hledat ve sloZeni bun&&né suspenze.
Jedind frakce bunék, jejiZ procento se vzriistajici rych-
losti stoupd, je frakce pucicich bungk. Lze pfedpokladdat,
Ze pufici buiiky jsou v mist& spojeni nachyln&jsi na
destrukci. I kdyby tomu tak nebylo, stdle jestd zistdva
skutenosti, Ze rozruZenim kterékoliv buitky z dvojice,
pred vytvofenim prepdZky, se uvolni bun&tny obsah
obou jedinch. Tim by bylo moZno vysvétlit prudké stoup-
nuti mnoZstvi uvoln&né bilkoviny na po&édtku dezintegra-
ce, zatimco pozd&jsi pribéh odpovida reakci 1. fadu.

-
2. Zavislost rychlosti drceni na dobé skladovani

Pfi primyslové vyrobg je dileZité znat vliv doby skla-
dovani na fyziologicky stav kvasinek. U Saccharomyces
cerepisiae [6] po 7dennim skladovani slab& klesa drti-
telnost a lze predpokladat, Ze pribgh nebude jiny ani
u C. utilis. Kvasinky pro na3e pokusy byly odebirdny
pfi riistové rychlosti 0,2 h—1, odseparoviny od média a
resuspendoviany do 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,1. Su-
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gina skladované suspenze byla upravena na 4 % hm. Vy-
sledky jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Zdvislost rychlosti drceni na dobé sklado-

vdni
|
Dny skladovini { A B
|
0 1,317 09,1300
3+ 1,300 0,0812
7 | 1,074 0,0256
14 | 1,056 0,0188
| i
* doba hromadéni destateéného mnozstvi biomasy z kontinudlnf kultivace

Pokles rychlosti drceni je u C. wutilis s prodluzujici se
dobou skladovani znacny. Tyto vysledky odpovidaji po-
zorovanym skutetnostem pfi pokusech v poloprovoznich
zafizenich, kde pFi pouZiti déle skladovaného kvasnic-
ného mléka je drceni kvasinek nedokonalé a tim se
sniZuje i vytéZnost. Zmény rychlosti drcenf jsou pravdg-
podobné zplisobeny zménami struktury bun@cné stény.

3. Zavislost rychlosti dreceni na limitu fermentace

SloZeni bun&&ného obsahu neni zdvislé pouze na ris-
tové rychlosti, ale také na druhu limitu p¥i kultivaci
v chemostatu. Pokud tedy rychlost drceni je zdvisld na
sloZeni bunéfné stény a celé buiiky vabec, mé&l by se
projevit rozdil pfi jednotlivych rastovych rychlostech
dosaZzenych za podminek C-limitu a N-limitu.

Pfedchdazejici kapitoly pojedndvaly o buiikdch limito-
vanych zdrojem uhliku. Pro objasnéni vlivu chemického
sloZeni phdy byly kondny pokusy s kulturou limitova-
nou zdrojem dusiku. Pfi kontinudlni kultivaci v pFebytku
etanolu se zvy3uje tvorba Kkyseliny octové a etylacetdtu.
Také narfist biomasy a rlistovd rychlost jsou niZsi nez
odpovida teorii. SniZeni je pravdépodobn& zpiisobeno
inhibiénim vlivem Kkyseliny octové. Zvy3uje se take
mnoZstvi lipidd.

ZvySené mnoZstvi lipidi a moZnd nékteré metabolity
netypické pro buiiky rostouci v C-limitu mé&ly za nésle-
dek sniZeni celkového mnoZstvi uvolnitelné bilkoviny na
hodnotu 28—31 % hm. z celkového mnoZstvi bilkoviny.
Hodnota je zdvisld na rlistové rychlosti. Také pribéh
drceni neodpovidd rovnici (1]). Hodnota korela¢niho
koeficientu se pro tuto funkci pohybuje v rozmezi 0,4
az 0,8 oproti 0,98—1,0 u bunék limitovanych zdrojem
uhliku. ProtoZe konstanty A a B za t&chto podminek ne-
byly reprodukovatelné, bylo upu$tdno od srovnani C- a
N-limitl. Kultivace C. utilis za podminek limitace dusi-
kem snad odpovida kultivaci C. lipolytica na uhlovodi-
cich, jak ji popisuje Whitworth [5].

4, Zavér

Je jisté, Ze fermenta&ni technologie nebude upravo-
vdana tak, aby poskytla kvasinky s optimdlnim fyziolo-
gickym stavem pro izolaci bilkovin. Ekonomicka krite-
ria fermentace jsou dileZitéjsi.

Sledovani rychlosti drceni, jako funkce rfstové rych-
losti je zajimavé hlavné z hlediska mechanismu drceni
a jeho vyuZiti pro dalsi intenzifikaci procesu. Se stoupa-
jici ristovou rychlosti se stdle vice uplatiluje vliv kon-
stanty A, jejiZ hodnota stoupd. V bodé 0 minut, ktery je
stejny pro vSechny pokusy (jednéd se o promytou suspen-
zi), se tedy zvétSuje odchylka od skutecnosti. Tento fakt
je moZno si vysvetlit tim, Ze priibéh drceni mezi body
t =0 aZ 1 neni popsén rovnici (1) s pPisludnymi koun-
stantami A a B, ale skuteéna rychlost drceni je vétsi.
Dalsi pribéh drceni odpovidd rovnici (1). Na zdkladé
téchto fakti predpokladdme tento pribé&h drceni.

V prvnich okamZicich dezintegrace se uvolni protein
z pucicich bunék, jejichZ tvar vytvari predpoklady pro

snadn&jsi atakovatelnost komplexu dcefinnd — matek-
skd buiika (odlomeni pupenu a také fakt, Ze destrukci
jedné buiiky se uvolni mnozstvi bilkoviny, které odpo-
vida vice neZ jedné buiice). Na rychlost uveliiovani bil-
koviny v dalSim priibéhu drceni miiZe mit vliv pomér

mezi velikosti balotin a bunék nebo také zmény ve
sloZeni buné&fné stény. Popfipadé kombinace obou
faktort.
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Machek, F.: Rychlost dezintegrace kvasinek v zévislosti
na poliminkach kultivace. Kvas. pram. 23, 1977, &. 5,
s. 105—107.

V préaci je studovan vliv riistové rychlosti, druhu limi-
tu pfi kultivaci kvasinek v chemostatu a doby skladovi-
ni promytych bun&k na rychlost dezintegrace. Nejlépe
jsou drtitelné buiiky rostouci specifickou riistovou rych-
losti g = 0,1 h—L S prodluZujici se dobou skladovéani se
sniZuje rychlost dezintegrace. Pfechodem z uhlikatého
limitu (limitovdno zdrojem energie) na limit dusikaty,
nastdvd tvorba energeticky ndro¢nych produktii a rych-
lost drceni neni linedrni v ¢ase. Tyto dva druhy limitd
je obtiZné vzajemné& porovnat.

Maxek, ®.: BangnHe ycnoBHil pa3BeleHHs [pOXxeill Ha
CKOpPOCTh MX HesunTerpauuu. Kpac, npym. 23, 1977, Ne 5,
crp. 105—107

ABTOp H3yuas BiHSHHEe HHTeHCHBHOCTH pPOCTa H BHJAA JIH-
MHTHPYIOILEr0 CPEeACTBA HA TEMIMB! JIe3WHTErpallHH KJeTOK
npoxKiKell pasBeleHHBIX B CHelUMaJbHHIX anmaparax, T. €.
xumocratax. OpHoBpeMeHHO H3y4aJOCh TakiKe BJHAHHE
MPOJIOJIKHTENBHOCTH — CKJIa/JIHPOBAHHA TNPOMBITHIX KJETOK.
BBIZI0 YCTAHOBJIEHO, YTO GBICTPEE BCEr0 H3MEbYaloTCs KJeT-
KH, HMeollHe YIelbHYI CKOpocts pocta g = 0,1 wac—1,
Yewm npoponKHTeIbHee CKJaJAHPOBAHHE, TEM HHXE CKOPOCTh
uaMesabueHns. [lepexoq OT YIVIEPOAHCTHIX JHMHTHDPYHOIIHX
cpeacTB (OPraHHYHMBAIOIHM (aKTOPOM HBJISAETCH HCTOUHHK
JHEepPrin) Ha a30THCTHIE BhI3bIBAeT OGpasOBaHHe IHEProeM-
KHX TIPOAYKTOB H 3aBHCHMOCTb MEMKIY CKOPOCTBIO H3MEJb-
yeHHs M BpeMeHeM TepsieT JHHefHbii xapaktep. ITostomy
BecbMa TPYAHO CPABHHBATL /IBA TPHBE/IEHHHIX BH/A JHMH-
THPYIOILHX CPEeJICTB.

Machek, F.: Effects of Cultivation Conditions Upon the
Disitegration Rate of Yeast. Kvas. pram., Vol. 23, 1977,
No. 5, pp. 105—107.

The article deals with the effects of growth rate, sort
of growth limiting substance and storing period of
washed cells upon the disintegration of yeast cultivated
in special propagators under controlled and stable con-
ditions. Very easily can be disintegrated cells with
specific growth rate ¢ = 0,1 hr—.. The longer is the
storing period the lower is the disintegration rate. The
change over from carbonaceous growth limiting sub-
stance [(the limiting factor being here the energy
source] to nitrogenous one is accompanied by formation
of energy consuming products and the disitegration
rate — time relationship is therefore not linear. The
two mentioned growth limiting substances cannot be
therefore compared.



KVASNY PRUMYSL
ro¢. 23/1977 — ¢islo 5

107

Machek, F.: Geschwindigkeit der Desintegration der
Hefen in Abhéngigkeit von den Kultivationsbedingungen.
Kvas. prim. 23, 1977, No. 5, S. 105—107.

Der Artikel berichtet iliber das Studium des Einflus-
ses der Wachstumsgeschwindigkeit, der Art des Limits
bei der Kultivation der Hefen im Chemostat und der
Lagerungszeit der ausgewaschenen Zellen auf die Ge-
schwindigkeit der Desintegration. Am besten zerquetsch-

bar sind die Zellen, die die spezifische Wachstumsge-
schwindigkeit y = 0,1 h—! aufweisen. Mit der Verldn-
gerung der Lagerungsdauer sinkt die Desintegrations-
geschwindigkeit ab. Mit dem Ubergang von dem Kohlen-
stofflimit (begrenzt durch die Energiequelle) zu dem
Stickstofflimit erfolgt die Bildung energetisch anspruchs-
voller Produkte u. die Geschwindigkeit der Zerquetsch-
ung ist nicht linear in der Zeit. Es ist schwierig, die
zwei Limitarten untereinander zu vergleichen.



