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Nukleové kyseliny a ichzdkladné komponenty predovSetkym
nukleotidy, ale tieZ nuklcozidy a dusikaté bdzy nachddzaji
vyznamné uplatnenie v potravinirskom i farmaceutickom prie-
mysle, vo vedecko-vyskumnej praxi, v humdnnej i veterindrnej
medicine [1,2]. Vyznamnym surovinovym zdrojom pre izoldciu
uvedenych latok je biomasa kvasiniek (obsahuje cca 10 % nukleo-
vych kyselin). Vzhl'adom na podstatne vysSie zastipenic
v bunkich je pozornost'zamerand predovietkym na izoldciu RNA
(pomer RNA:DNA v kvasinkdch je 20:1), ktori moZno usku-
to¢nit” pouzitim alkdlii, roztokmi soli, fenolu, dodecylsulfdtu
sodné¢ho, xylénsulfondtu atd”. V priemyselnych podmienkach sa
vyuZiva predovSetkym NaCl alebo NaOH v kombindcii so zvy$e-
nou teplotou a nédslednou precipiticiou ziskaného extraktu
okyslenim na pH 1-2 [3,4]. VyuZitic izolovanej RNA je oriento-
vané predovietkym na pripravu zvyraziiovacov chute na bdze
5" -nukleotidov. Tieto sa ziskavaji enzymatickym Stiepenim
kvasni¢nej RNA a to p6sobenim nukledz mikrobidlncho pévodu
(Streptomyces aureus, Aspergillus oryzae, Penicillium citrinum
atd), pricom chutovo nezaujimavy AMP je transformovany na
AMP mikrobidlnou deamindzou [5]. Na stanovenia nukleotidov
sa vyuZiva najCastejsie i6novymenna a iénparovd kvapalinova
chromatografia, resp. HPL.C na reverznej fize a stanovenie pomo-
cou izotachoforézy [6]. Separicia chutovo aktivnych 5 -puri-
novych nukleotidov sa uskutocriuje frakcioniciou s aktivnym
uhlim (elicia zriedenym NaOll), resp. s vyuZitim silnych anexov
(adsorpcia v alkalickom prostredi) a naslednou eliciou s HCl
alebo kyselinou mravéou [7].

V potravindrskom priemysle sa vyuZivaji najcastejSic
komer¢né prepardty zmesi nukleotidov5” IMPNaza 5° GMPNao.
Nevyhnutnou podmienkou tcinku je pritomnost aktivnych
aminokyselin (napr. L-asparagova, L.-glutimova), pri spolo¢nom
pdsobeni's glutamdtom sodnym, kedy sa prejavuje synergisticky
efekt. VyuZitie je orientované predovSetkym na pripravu
instantnych potravin, kde majui prislu$né prepardty za tlohu
zachovanie prirodzenej chuti pvodného pokrmu [8].

Okrem vyuZitia v potravindrstve, nachidzaju chemické
analégy nukleotidov, nukleozidov a dusikatych baz vyznamné
uplatnenie v humdnnej i veterindrnej medicine (napr. cytidin
a jeho derivaty pri lieCeni vietkych druhov leukémii, uridinové
pre terapiu choréb pecene, adenozinové pri priprave proti-
virusovych preparitov, inozinové na liecbu kardiovaskuldrnych
chordb, guanozinové pre protiherpesové aplikdcie [9].

Cicl'om tejto price bolo, v ramci programu frakcionacic
pekdrskeho droZdia, zamerat'sa na frakciu nukleovych Kyselin,
resp. ich degradacnych produktov, a to tak v analytickom ako aj
izolacnom nasmerovani.

MATERIAL A METODY

Zakladnou surovinou pre experimenty bolo komercéné liso-
vané pekarske droZdie (Potravinirsky kombinat, TrebiSov), ktoré
sme riedili vodou na 10% suspenziu. Bunky sme dezintegrovali

*- nukleotidy, priprava a vyuZitie nukleo-
664.642

indukovanou autolyzou, ktord bola iniciovand pridavkom 1 %
(hm.) NaCl, 5 % (hm.) etanolu a 15 % (obj.) suspenzie ¢erstvého
autolyzdtuz prcdchéd/ajdccho experimentu. Autolyza prebichala
za stdleho mieSania pri frekvencii oticok 70 min' 24 hodin
v1,5m?® fermentore Electrolux (Gcllmgc Svédsko) pri teplote
50 °C. Autolyzit bol rozseparovany centrifugiciou (Alfa Laval
BRPX 207 SGB, bvcdsko) na supernatant a sediment. Sediment
bol vyuZity na pripravu ergosterolu, [osfolipidov, bunkovych
stien, (1-3)- f§ -D-glukanu a manoproteinov [10]. Supernatant bol
vycireny na vysokootickovej centriftige CTR 101 (ZSSR), dalej
ultrafiltrovany (DDS 40 CM, Dinsko, membriny s deliacou
schopnostou 20 000). Koncentrit bol vyuZity na purifikiciu
invertazy [11]. V permeite, ktory po vysuseni v rozprasovacej
suiarni sliZi ako kvasnicny extrakt [12], sme stanovovali nukleo-
tidy, nukleozidy a dusikaté bdzy s vyuZitim izotachoforézy
a vysokotcinnej kvapalinovej chromatografic. Nukleotidy sme
analyzovali na dvojkolénovom izotachoforetickom analyzdtore
ZKI101 (URVIJT, Spisskd Nova Vcs) pri¢om ako vodiaci elektro-
Iyt bol pouZity roztok 1.107 mol.dm™ HCI, 0,1% hydro-
xyetylcelulézy a 1,32 mg.cm™ f -alaninu o pH 3,0, Mkoncupxum
clektrolytom bola kyselina kaprénova (5. 10% mol.dm™ )
Podmienky stanovenia: priemer predseparacnej kapilary 0,8 mm,
analytickej kapilary 0,3 mm, prid tecici predseparacnou kapi-
lirou 250 pA, analytickou 20 pA, objem vzorky 30 ul. Vzorky
boli pred analyzou predupravené adsorpciou na aktivne uhlie
s naslednou eliciou (etanol:H70 1:1, pH 13). Nukleozidy a dusi-
katé bidzy sme stanovovali technikou HPLC na chromatografe PU
4003 (Philips - Vel'kd Britdnia) s UV VIS detektorom s polom
diéd PU 4021, s integratorom PU 4810. Rozdelenie prebichalo na
reverznej fdze s vyuzitim gradientu polarity mobilnej fazy (koldna
Separon SGX C18,150x 3,3 mm @5 pm, Tessek). Mobilna fiza
pozostavala: A - 0,02 mol dm™ KH>POyq, pll 5,6; B - metanol -
voda 90:10 (v/v), pricbeh gradientu 15 min 0- 20 %-B, 10 min
20-100 % B, 30 min 100 % B, pri prietoku 0,5 mI.min'l. Sucasne
s pripravenym extraktom bol analyzovany ticZ Standardny
kvasni¢ny extrakt Gistex-Standard (Gist-Brocades, Ilolandsko).
Vzorky boli pred ndstrekom upravené filtriciou s vyuiiu’m skle-
nencho a nylonového mikrofiltra (Tessek) o velkosti pérov 3,
resp. 0,45 um. Standardy nukleotidov (3’ a5° AMP, 3 a 5" CMP,
3"a 5 UMP, 3" a 5 GMP, 5" IMP) nukleozidov (adenozin,
guanozin, cytidin a uridin) a baz (adenin, guanin. cytozin a uracil)
boli dodané firmami Reanal (Mad'arsko), Boehringer (Nemecko)
a Sigma (USA).

Ribonukleovi kyselinu sme z 10 %-nej suspenzie intaktnych
kvasinick extrahovali 25 %-nym roztokom NH4OH (0,1g/g susi-
ny droZdia, 10 mindt pri 60 °C) dalej s vyuZitim roztoku NaCl
(1,6g/g susiny droZdia 4 hodiny pri teplote 100 °C) a nakonicc
posobenim roztoku NaCl s NaOH (1,01g NaCl a 0,025g NaOH
na 1g susiny droZdia pocas 4 hodin pri 100 °C). Na precipiticiu
vyextrahovanej RNA sme vyuZili zraZenie etanolom (v obje-
movom pomere 1:1 k extraktu) s pridavkom NaCl (1 mol.dm™
dalej precipiticiu Gpravou pll extraktu do izoelektrického bodu
RNA (pH 2, s 1 mol. dm™ HCI)}a frakéné zriZanie najskor
okyselenim na pH 5 (s 1 mol.dm™ HCI), priom precipitit bol
odseparovany a RNA sa zrdZala opitovnou tpravou s HC|



KVASNY PRUMYSL
ro¢. 38 /1992 - &islo 12

355

(1 mol.dm'3) na pll 2. Nukleové kyseliny sme stanovovali
sumdrne (DNA, RNA) spektrofotometricky metédou podl'a Spiri-
na [13], proteiny metédou podl'a Lowryho [14].

VYSLEDKY A DISKUSIA

Postup frakciondcie pekirskeho droZdia, vypracovany na
Katedre biochemickej technolégie CHTF STU v Bratislave, bol
doteraz charakterizovany z hl'adiska jeho vyuZitia pri priprave
kvasni¢ncho extraktu, invertazy, biosorbentu na bize bunkovych
stien, ergosterolu, fosfolipidov, (1-3)- ff-D-glukdnu a manopro-
teinov [15]. V dalsej prici sme sa sistredili na mapovanic
a zhodnotenie frakcie nukleovych kyselin. Nukleové kyseliny si
pocas indukovanej autolyzy, klori vyuZivame na rozruicnic
bunkového obalu kvasinick, do znaénej miery degradované (70-
90 %) a ako nizkomolekulové produkty hydrolyzy distribuované
do mimobunkového priestoru (supernatant). Nasim ciel'om bolo
v prvom rade spoznat'charakter degradaénych produktov nukleo-
vych kyselin nachddzajticich sa v kvasni¢nom autolyzite. Vzhl'a-
dom na to, Ze z hl'adiska senzorickych vlastnosti si vyznamné len
57 -nukleotidy, bolo nevyhnutné zvolit taki metodiku stanovenia,
ktord umoZiiuje rozliSenie izomérov nukleotidov. Z metéd poui-
vanych na stanovenie nukleotidov sme si z viacerych dévodov
vybrali izotachoforetické stanovenie (pristrojové vybavenie,
climindcia balastnych litok, ktoré nemaji clektricky niboj, atd).
KedZe v literatire sme nenasli vodivostny systém umoZiujici

[S]
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Obr.1. Zdznam izotachoforetickej analyzy standardnej zmesi 3’
a 5’ -mononukleotidov Podmienky stanovenia: vodiaci
elektrolyt: 102 mol.I' HCl+B-alanin, pH 3; zakoncujiici
elektrolyt: 5.107% mol.I! kyselina kaprénovd, pll 4-5;
prid v predseparacnej kolone: 250 pA; prid v analy-
tickej kolone 20 wA; posun papiera: 0,25 mm.s™.
(1)-anorganicky fosfor, (2)-3" UMP, (3)-5° UMP, (4)-3"
GMP, (5)-5° GMP, (6)-3° AMP, (7)-5° AMP, (8))3°
CMP, (9)-5° CMP.

sucasné stanovenie 5 a 3" nukleotidov, vypracovali sme postup,
ktory umoZiuje ich detekciu [16]. Pri stanoveni sme vyuZili
vodivostny elektrolyt HCI+f -alanin pH 3 a kyselinu kaprénovi
ako zakoncujici elektrolyt. V uvedenom systéme dochddza
k vel'mi dobrému rozliSeniu Standardov 3’ -mononukleotidov,
5" -mononukleotidov, nukleozid difosfitov, nukleozid trifosfa-
tov. Ako vyplyva z obr. 1, pouZity systém poskytuje dostatoéné
odlidenie zmesi 5” a 3" mononukleotidov. Navrhnuty systém
sme vyuZivali pri stanovovani realnych vzoriek kvasniéného
extraktu ziskanych indukovanou autolyzou. Ziznam vZdy obsa-
hoval tri zony, z ktorych jedna bola metédou interného Standardu
identifikovand ako fosfitova (l’()43') a dve boli tvorené nede-
tegovatel'nou zmesou litok. Vzorku bolo preto potrebné pre
stanovenie predupravit. Zvolili sme adsorpciu na aktivne uhlie,
pricom pri vhodnej volbe eluéného systému je mozné dosiahnit’
pomernc selektivnu cliciu ldtok nukleotidovej povahy. Opti-
malizovali sme jednak mnoZstvo pouZitcho aktivneho uhlia ako
aj teplotu pocas adsorpcie. Eliciu sme uskutocnili v nickolkych
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I
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Obr.2. Zdznam izotachoforetickej analyzy nukleotidov
kvasnicného extraktu adsorbovanych na aktivne uhlie
(0,58 aktivneho uhlia na 10 ml kvasnicného extraktu pri
50 °C, 10 minit) a vyeluovanych z neho 50 %-nym
etanolom, pH 13.
Podmienky stanovenia boli totoZné ako u obr.1.
(1)-anorganicky fosfor, (2), (3)- neidentifikované litky,
(4)- 3 UMP, (5)-3° GMP, (6)-3° AMP, (7)- kysclina
glutimovi, (8)-3° CMP.

systémoch (acetén:voda v roznych objemovych pomeroch,
NH3:H20:etanol 4:46:50, etanol:H20 1:1 pri réznom pll), pricom
ako najvhodnejsi sa ukdzal systém etanol:11;0 pHl 13, ktory sme
preverili na Standardnej zmesi 5° a 3’ mononukleotidov. V uvede-
nom systéme dochddza k priblizne 50 %-nej elicii pévodnej
koncentrdcie Standardov. Tymto postupom bola upravend aj
vzorka kvasniéného extraktu, pricom izotachoforetickou analy-
zou s vyZitim vnitorného Standardu (obr.2) bolo zistené, Ze
predupravend vzorka obsahuje 3" -mononukleotidy (3 -AMP
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1,512; 3° -CMP 1,344; 3° -CMP 0,152; 3" -UMP 3,612 mg/g
susiny), ktoré si zo senzorického hladiska mdlo zaujimavé.
Uvedeny vysledok bolo moZné predpokladat’vzhl'adom na celko-
ve vysSiu aklivitu 3’ -nukledz v kvasinkdch, ako aj hodnoty pll
pocas autolyzy, ktoré je vhodnejiie pre nukledzy s touto $peci-
ficitou.
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Obr.3. Chromatograficky (IIPLC) zdznam analyzy modelovej

zmesi nukleozidov a baz. Kolona Separon SGX C18
mobilnd fézaA: 0,02 mol.dm™ KHoPO4pH 5,6; B:meta-
nol:voda 90:10 (v/v). Priebeh gradientu 15 min 0-20 %
B, 10 min 20-100 % B, 30 min 100 % B;

Standardy: uracil (Ura), cytidin (Cyt), uridin (Uri),
guanozin (Guo), adenin (Ade) a adenozin (Ado) vietky
o koncentricii 12,5 mg.l'l. i

Nase poznatky o obsahu degradacnych produktov nukleo-
vych kyselin v extrakte sme cheeli doplnit aj o analyzu nukleo-
zidov a dusikatych bdz, ktoré si vzhl'adom na nepritomnost’
fosfatu vo vodivostnom systéme nepohyblivé. Tato informéciu
sme ziskali pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chro-
maltografie na reverznej fdze. Na dosiahnutie dobrého rozliSenia
Standardov bolo potrebné popisané elucné systény na stanovenie
nukleotidov a bdz Ciasto¢ne modifikovat’ dpravou pH systému,
ako aj podmienok gradientu. Najvhodnejsi systémy bol pouZity
pri analyze Standardnej zmesi nukleotidov a baz (obr.3). Chro-
matograficky zdznam pripraveného kvasni¢ného extraktu (obr.4)

Ura

’ b

N

1 1

10 20 [min]
Obr.4. Chromatograficky (HPLC) zdznam analyzy kvasnicného
extraktu CIITFSVfT(?g.fl). Podmienky analyzy: kolo-
na Separon SGX C18 mobilnd fdiza A: 0,02 mol.dm™
KH>PO4 pH 5,6; B:metanol:voda 90:10 (v/v). Priebeh
gradientu 15 min 0-20 % B, 10 min 20-100 % B, 30 min
100 % B.

bol pomerne zloZity a i ked” metédou vnitorného Standardu boli
identifikované viaceré piky, metédou porovnania absorpénych
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maxim s vyuZitim detcktora s pol'om diéd sa spol'ahlivo podarilo
identifikovat’len uracil a adenozin. Paralelne bola uskutoénend aj
analyza komercného extraktu Gistex Standard. Z porovnania
koncentrdcie uracilu a adenozinu (fab.1.) v Standarde a v pripra-
venej vzorke je zrejmé, Ze komerény prepardl je vyrobeny
SetrnejSim postupom, vzhl'adom na niZSiu koncentriciu konco-
vych produktov degradicie nukleovych kyselin - nukleozidov
a bdz. S vyuZitim uvedenych analytickych metdd je mozné
v extrakte mapovat” produkty degradicie nukleovych kyselin

a spitne modifikovat’ podmienky autolyzy s ciel'om akumulovat’

v kvasni¢nom extrakte hladinu 5° -nukleotidov, ktoré moZu
vyznamne ovplyvnit jeho senzorické vlastnosti.

Tab.1. Charakteristiky analyzy adenozinu a uracilu vo vzorkdch
kvasniénych extraktov CHTF STU a Gistex Standard stanovené
metédou vysokoiucinnej kvapalinovej chromatografie na
reverznej faze.

Vzorka URACIL ADENOZIN
Cas | ax c Cas | - c
[min] | [om] | [gkg'] | [min] | [om] | [gke')
Standard | 4,9 |258-260| - 296 |259-260( -
200-201 192
cHIFSTU| 49 |258-260| 3,7 29,4 |258261| 03
200-201 191-192
Gistex | 49 |258-260| 0,7 - - .

Zlep3enie kvality pripravovanych kvasni¢nych extraktov
zvySenim koncentrdcic 5° -nukleotidov je moZné principiilne
nickolkymi sp6sobmi. Prvou moZnostou je hl'adanie takych
podmienok autolyzy, kedy dochddza k zvysenej aktivite 5° -
nukledz, ktoré su viak v kvasnicnej bunke zastipené minoritne,
dalej potlacenim aklivity nukledz a fosfatdz pocas autolyzy,
pricom vysokomolekulovi RNA je, po extrakcii z bunick, modi-
fikovand exogénnymi 5’ -nukledzami. Tretou moZnostou jeizold-
cia RNA priamo z intaktnych kvasinick, z ktorej sa pdsobenim
Specifickych nukledz pripravuji 5° -nukleotidy, ktoré sliZia na
fortifikdciu kvasni¢ného extraktu. Vzhl'adom na to, Ze prvy
postup sa nim na zdklade literdirnych poznatkov zdil milo
efektivny, odskusali sme posledné dve menované moZnosti.

S ciel'om ovplyvnit'kvalitu vytypovanych produktov ako aj
pre hibsie pochopenie procesu sme sledovali pocas autolyzy
aktivitu rozhodujtcich hydrolaz v zavislosti od réznych faktorov
(teplota, pH, idnovi sila, dielektrickd konstanta, atd’). Popri
proteindzach, glukandzach sme stanovovali i aktivitu nukledz
a fosfatiz v priebehu autolyzy kvasinick pekarskeho droZdia.
Vzhl'adom na rozsah a zameranie tejto price neuviadzame
podrobnejSie dosiahnuté vysledky. Obmedzime sa na konsta-
tovanie, Ze nukledzy a kysla fosfatiza sd podl’a naSich vysledkov
aktivované pocas autolyzy pri 50 °C pridavkom anorganickych
soli a naopak inhibované pridavkom organickych rozpistadiel.
Indukovand autolyza zamerand na pripravu extraktov oboha-
tenych o 5° -nukleotidy by mala byt’ iniciovani skér zvySenim
i6novej sily, pridavkom anorganickych soli a ndsledne rozstic-
penim enzymalticky neodbiiranej RNA.

Dalej sme odskusali niekol'ko postupov izolicie RNA a to
nielen s ciel'om pripravit' 5’ -nukleotidy na fortifikdciu
kvasniCnych extraktov, ale tieZ z hl'adiska jej d'alSicho uplatnenia
ako suroviny pre vyrobu farmaceutickych preparitov pre
humadnnu i veterinirnu medicinu.

Vzhl'adom na to, Ze nukleové kyseliny predstavuji z techno-
logického hl'adiska vyznamny komponent kvasnicnej bunky,
rozhodli sme sa v tomto pripade do uritej miery upravit pévodni

frakcionaéni stratégiu. Ciel'om alternativneho postupujev prvom
kroku extrakcia nukleovych kyselin. RNA sme z intaktnych
buniek pekdrskeho droZdia izolovali jednak extrakcious vyuZitim
amoniaku, roztoku NaCl a kombinidcie NaCl s NaOIl. Efektivitu
extrakcie sme posidili na ziklade podielu uvol'nenych nukleo-
vych kyselin z intaktnej biomasy pekirskeho droZdia. Vysledky
st uvedené v tab.2. Porovnanim vytazkov extrakcie bolo zistené,
Ze nukleové kyseliny si najlepSie uvolTiované s vyuZitim zmesi
NaCl (1,0 g na g susiny bunick) a NaOH (0,025 g na g suSiny
buniek), kedy po 4-hodinovej hydrolyze pri 100 °C dochadza k
uvol'neniu aZ 90 % intracelulirnej RNA. V dalSom kroku sme sa
pokusili o precipiticiu vyextrahovanej RNA. Overili sme tri
popisané s_»‘pésoby a sice zrdZanie pridavkom zmesi NaCl
(1 mol.dm?) a 95% ectanolu (1:1), precipiticiu dpravou pH
(1 mol.dm™HCIl) na hodnotu pH-2 a dvoujstupriové zriZanic
RNA najskor okyslenim alkalického extraktu na hodnotu pH-5
(1 mol.dm™HCI). VyzriZany precipitdt bol odseparovany centri-
fugdciou a RNA bola ziskana opitovnou upravou pH superna-
tantus HCI (1 mol.dm‘}) na hodnotu pH-2. Vysledky precipiticie
RNA sii zaznamenané v tab.3, z ktorej vyplyva, Ze najvyhodnejsi
spdsob je vyuZitic extrakénej zmesi NaCl s NaOH a naslednd
precipitdcia okyslenim na hodnotu pH-2. Ziskany precipitit
predstavuje 55 % z celkového obsahu RNA v kvasniénych
bunkdch. Biomasa pekirskeho droZdia, po extrakcii RNA, bola
dalej vyuZitd na pripravu preparitov lipidickej (fosfolipidy,
ergosterol) a polysacharidovej (manoproteiny, 1,3- f -D-glukin)
povahy.

Tab.2. Podiel nukleovych kyselin [%] uvolnenych v priebehu
extrakcie 10 %o-nej suspenzie intakiného droidia do mimo-
bunkového priestoru v zdvislosti od poufitého extrakéného
cinidla (NH3, NaCl+NaOH).

Extrakéné Podmienky Podiel
Cinidlo extrakcie vyextrahovanych
nukleovych kyselin
(%]

NH,OH 0,1g NHy/g droZdia 30,0

(25% obj.) 60°C, 15 mindt

NaCl 1,6 g NaCl/g droZdia 34,5
100°C, 4 hodiny

NaCl + NaOH 1,01 g NaCl/g droZdia 90,0
0,025 g NaOH/g droZdia
100°C, 4 hodiny

= v

Z priemyselncho hladiska najvicSia Cast izolovanej RNA sa
vyuZiva v potravinirskom priemysle vo forme 5° -nukleotidov
(zvyrazifiovacov chute) po hydrolyze Specifickymi nukledzami,
predovietkym mikrobidlneho povodu. K tomuto déelu je viak
moZné vyuZit'tieZ preparit ziskany extrakciousladovych klickov,
s klorym sme zahdjili na naSom pracovisku prislu$né expe-
rimenty.

Izolovany preparit RNA sme dialej v spoluprici so$.p. Biove-
ta Nitra, spolu s izolovanou frakciou nukleotidov zo superna-
tantnej frakcie autolyzitu (separdcia na aktivne uhlie s nislednou
eliciou s 50 %-nym etanolom pH 13) testovali pri priprave
veterindrnych preparitov (tonik), ktorych G&innou zloZkou je
organicky viazany fosfat. Ziskand vysokomolekulirnu RNA sme
upravili alkalickou (1 mol .dm™NaOH, 20 minit, teplota 90 °C),
resp. kyslou (0,5 mol.dm™ HClOs, 20 minit, teplota 90 °C)
hydrolyzou, vzhl'adom na to, Ze polymérna RNA sa pomerne zle
rozpusta a vo vyrobku casto vytvira opalescenciu roztoku.
Zastipenie nukleotidov vo vSetkych troch preparitoch sme
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charakterizovali izotachoforetickym stanovenim (tab.4), priCom
bolo potvrdené, Ze tieZ chemickou hydrolyzou (kyslou i alka-
lickou) je polymérna RNA Stiepend na 3’ -nukleotidy. Pripravky
testované na pokusnych krdlikoch boli hodnotené ako tcinné
a aplikovatel'né. Nedostatkom prepardtu pripraveného s vyuZitim
izolovanej frakcie nukleotidov po autolyze, bola znacnd
koncentrdcia degradacnych produktov proteinov, ktoré spésobuji
nestabilitu preparatu spojend s vypadavanim zrazeniny.

Tab.3. Podiel nukleovych kyselin [%] ziskanych precipitdciou
RNA extrahovanej z intakiného droidia. V experimente boli
pouzité nasledovné sposoby precipitdcie:

1. pndavok zmesi NaCl: etanol (1:1) cNaQ1= 1 mol.1!

2, uprava pH s HCI (cyci=! mol 1”) na hodnotu 2

3. dprava pH s HCI (1 mol.I ) najskor hodnotu 5 (oddelenie
precipitdtu), nasledné okyslenie na pll 2

Extrakéné Cinidlo Sposob precipiticie Podiel nukleovych
kyselin v precipitite
(%]
NH;OH 1 41
(25% obj.) 2 43
3 33
NaCl 1 12
2 78
3 1
NaCl + NaOH 1 14
2 60
3 12

Tab.4. Izotachoforetickd analyza zastipenia nukleotidov v alka-
lickom a kyslom hydrolyzdte RNA a zmesi nukleotidov po indu-
kovanej autolyze

Injekény preparat Zlozenie ¢ [mg.ml]
Alkalicky hydrolyzit RNA 3'UMP 0,1075.10°
3'GMP 0,0274.10°
3'AMP 0,0442.10°
3'CMP 0,0336.10°
Kysly hydrolyzit RNA 3'UMP 0,1075.10°
3'GMP 0,0190.10°
3'AMP 0,0210.10°
3'CMP 0,0364.10°
Frakcia nukledidov 3'UMP 0,0903.10
3'GMP 0,0038.10
3'AMP 0,0378.10
3'CMP 0,0336.10

Lieciva na biaze nukleotidov a nukleozidov po derivatizacii sa
uplatfiujd tieZ v humédnnej medicine, ako Gc¢inné preparaty pri
terapii viacerych druhov ochoreni. V spoluprici s Katedrou orga-
nickej chémie UPJS v Kosiciach sme sa zacali zaoberat’ syste-
maticky pripravou farmaceutickych prepardtov na bdze
monomérov nukleovych kyselin, ziskanych v rimci komplexne;j
frakciondcie pekdrskeho droZdia.
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KOL LAR R,-STURDIK,E.-ROSENBERG,M.-VLNOVA A.-FE-
RENCIK,B.: Komplexna frakcionicia kvasmﬂle_] biomasy, VIII,
Zhodnotenie frakcie nukleovych kyselin. Kvas.prum., 38, 1992, ¢.12,
s.354-359

V rimei programu frakcionicie pekirskeho droZdia zameraného na
sucasnu pripravu kvasni¢ného extrakiu, invertazy, ergosterolu, fosfolipidov,
biosorbentov na béze bunkovych sticn, B-glukanu, manoproteinov po indu-
kovanej autolyze buniek, boli v tejto prici mapované degradacné produkty
nukleovych kyselin s ciefom zlepsit kvalitativne parametre produktov
frakciondcie hlavne kvasni¢ného extraktu. Okrem toho boli preverené
nicktoré metédy izolicie RNA s cielom vyuzitie ziskanych prepardtov pre
veterinarne, potravinarske a medicinske aplikicie.

Koanap, P. - llIrypauk, E. - Pocenbepr, M. - Banona, A. -
Mepenuuk, b.: Komnaekcnoe ppakynonmnposanne
apoxkeBon 6Guomaccwr. VIO Ogenxka dpakyun
HyKAeunoBLIx kKucaor. Ksac. npym., 38, 1992, N°12, c1p.354 -
359

B pamkax nporpammbl cpakymoruuposanus xaebonexapHbix
APOXKei, HANpPaBAEHHOH HA OJHOBPEMEHHOE TMOAYYEHHE APOAOKE-
BOTO 3KCTPAKTa, MHBEPTAa3bl, 3procTtupoaa, ¢ochoannuaos,
6uocopbenTos Ha 6a3e KAETOUYHBIX CTEHOK, ﬂ rAIOKAHA,
MaHOMPOTENHOB, MOCAE MHAYLMPOBAHHOTO ABTOAM3A KAETOK, B
HacroAujelt pabore NpPoBOAMAACH CHEMKA MPOAYKTOB A€rpajaiuu
HYKAEMHOBBIX KMCAOT C LJEABIO YAYYIUHTb KOAMUYECTBEHHbIE
napameTpsl NpojyKTOB (PPakyHOHHPOBAHWUA TAABHOTO APOXKEBOrO
9KCTPAKTA.

Kpome Toro Gpiam npoBepeHbl HEKOTOPBIE METOABI M30AMPOBAHILA
PHA ¢ yeAblo MCNOAB3OBAHHA TMOAYYEHHBIX NPENApPaTOB AAA
BETEPHHAPHBIX, MULJEBLIX U MEAULJUHCKUX MPHAOKEHIIT.

KOL IAR R.-§TURDIK,E.-ROSENBERG,M.-VLNOVA A.-FE-
RENCIK,B.: Fractionation of yensl Biomass. VIIIL. Utilization of
Nudeic Acids Fraction. Kvas.prim., 38, 1992, No.12, pp 354 - 359

This part is focussed on products obtained from the degradation of
nucleic acids, with the aim of improving the qualitative parameters of
these products. In addition, some methods of the RNA isolation were also
tested. The isolated preparates of RNA could be applied in veterinary or
human medicine and in food stuffs.



KVASNY PRUMYSL
roc. 38 /1992 - &slo 12

359

KOLLAR,R.-STURDIK,E.-ROSENBERG,M.-VLNOVA A.-FER
ENCIK,B.: Komplexe Fraktionnierung der llefebiomasse, VIIIL
Auswertung der Fraktion der Nukleinsiuren. Kvas.prim., 38, 1992,
Nr.12,5.354 -359

Im Rahmen des Programms der Fraktionnierung der Backhefe, das
auf die gleichzeitige Aulbereitung von Hefeextrakt, Invertase, Ergosterol,
Phospholipiden, Biosorbenten auf Zellwinde-Basis, B-Glukan, Manopro-

teinen, nach induzierter Zellautolyse, orientiert war, wurden in dieser
Arbeit die Degradationsprodukte der Nukleinsiuren studiert mit dem Ziel
der Verbesserung der qualitativen Parameter der Fraktionnie-
rungsprodukte, vor allem des Hefeextrakts. AuBerdem wurden einige
Methoden der RNA-Isolation getestet mit dem Ziel der Ausniitzung der
gewonnenen Priparate in veteriniren und medizinischen Applikationen
und in der Lebensmittelindustrie.



