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1.Wprowadzenie

ostatnieh lataeh opublikowano wiele prac na temat zastosowania unie-
Wruchomionych komorek drozdzy lub bakterii do otrzymywania alkoholu

etylowego metoda poitciagta lub cigglg (1). Zalety stosowania imm
lizowanych komoérek w fermentacji alkoholowej spowodowaly, ze zaintereso-
wanie tym procesem nieustannie zwieksza sie, tym bardziej, ze etanol od cza-
su $wiatowego kryzysu energetycznego traktowany jest w wielu krajach jako
rezerwowe zrédto energii i paliw (2). Na szczeg6lna uwage zastuguje mozliwosé
wiaczenia tej technologii do wykorzystania olbrzymich zapaséw serwatki oraz
roslinnych surowcoéw odnawialnych, stanowiacych podstawowe produkty ubo-
czne przemystu rolno-spozywczego (3,4).

Unieruchamianie drozdzy w produkcji etanolu oparte jest dotychczas
gtéwnie na putapkowaniu (inkluzji) w zelach, ktére polega na fizycznym za-
mknieciu komodrek wewnatrz struktury polimeru formowanego najczesciej
w postaci kulek. Sposrdéd licznych nosnikéw uzywanych do putapkowania
drozdzy (agar, alginian, karaginan, pektyna, poliakryloamid, zelatyna) na
szczegOlng uwage zastugujg zele agarowe. W literaturze mozna spotkac¢ do-
niesienia na temat wykorzystania komérek drobnoustrojow unieruchomio-
nych w kulkach agarowych do produkcji etanolu, ksylitolu i kwasu mleko-
wego (5,6).

Naturalne zele agarowe odznaczaja sie nietoksycznoscia, duzg stabilnoscia
oraz wytrzymatoscig mechaniczng i mikrobiologiczna, ale sg przy tym kruche
i tamliwe. Ich zastosowanie do immobilizacji komoérek jest czesto ograniczone
ze wzgledu na utrudniona dyfuzje tlenu i innych skiadnikéw do wnetrza
zelu oraz ograniczony transport na zewnatrz nosnika produktéw utworzo-
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nych przez unieruchomione w nim komoérki (7). W zwiazku z tym opracowano
szereg metod polegajacych na udoskonaleniu niektérych witasciwosci zeli aga-
rowych. Jako przykiad moze stuzy¢ agar porowaty, otrzymywany poprzez
kopolimeryzacje agaru i alginianu i odptukaniu z uzyskanej mieszaniny al-
ginianu wapnia za pomocg buforu fosforanowego (8). Utworzony zel odznacza
sie wysoka porowatoscig. Cecha ta jest szczeg6lnie wazna w procesach fer-
mentacyjnych, w ktérych zachodzi wzrost komoérek i wydzielanie duzej ilosci
gazéw. Unieruchamianie komdrek w agarze porowatym pozwala na swobodne
wydzielanie produktéw gazowych w trakcie fermentacji, co zapobiega z kolei
mechanicznemu rozrywaniu nosnika i uwalnianiu komorek.

We weczesniejszych badaniach wyselekcjonowano drozdze Candida pseu-
dotropicalis zdolne do wytwarzania duzych ilosci etanolu na podtozu z laktozg
i zageszczong serwatka (9). Celem pracy bylo okreslenie optymalnych wa-
runkow dla przebiegu fermentacji alkoholowej prowadzonej przez uniemcho-
mione w zelu agam porowatego komérki C. pseudotropicalis oraz ich wyko-
rzystanie w procesie okresowej (poétciagtej) fermentacji podtozy zawierajacych
laktoze.

2. Materiaty i metody

2.1. Mikroorganizm i podtoza hodowlane

Drozdze Candida pseudotropicalis 65 przetrzymywano w temp. 4°C na
skosach agaru brzeczkowego. Do namnazania biomasy stuzyta pozywka Hug-
hesa z 2% #taktoza (10).

Fermentacje alkoholowg prowadzono na podtozu Hughesa zawierajgcym
120 g/l laktozy (podtoze L). Permeat serwatkowy, zawierajacy 85,25% lakto-
zy, uzyskano z Akademii Rolniczo-Technicznej w Olsztynie. Podtoze fermen-
tacyjne z dodatkiem permeatu (P) wykonano w dwu wariantach: P+ i P-.
Podtoze P- uzyskano przez rozpuszczenie 140 g permeatu serwatkowego w 1 |
wody destylowanej (koricowe stezenie laktozy wynosito 12%). Podtoze P+ przy-
gotowano przez uzupeinienie podioza P- solami mineralnymi i ekstraktem
drozdzowym o skladzie identycznym jak w pozywce Hughesa. Serwatke kwa-
sowa 0 pH 4,3 i stezeniu laktozy 3,92-4,20% otrzymano z Okregowej Spét-
dzielni Mleczarskiej w Lublinie. Serwatke odbiatczano trzykrotnie przez
ogrzanie w autoklawie w temp. 117°C przez 5 min i saczenie na saczku
z bibuty filtracyjnej. Po zageszczeniu na wyparce prézniowej uzyskano dwa
warianty podioza serwatkowego (S) rdéznigce sie stopniem zageszczenia. Pod-
toze okreslane w dalszej czeSci pracy jako S2 bylo zageszczone 2,8-krotnie
(zawartos¢ taktozy 10%), a S3 3-krotnie (zawartos¢ laktozy 12%). Odczyn
wszyskich pozywek fermentacyjnych ustalano na poziomie 5,0, a nastepnie
rozlewano je w ilosci po 100 ml do kolb stozkowych o pojemnosci 300 ml
i wyjatawiano w temp. 117°C w czasie 10 min.
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2.2. Immobilizacja

Namnozong mase drozdzy (24-godzinna hodowla) unieruchamiano metoda
putapkowania w zelu agarowym (8,11). Kulki ($rednica 2,5-3,0 mm) formo-
wano przez zmieszanie w temp. 47,5°C agaru, drozdzy oraz alginianu sodo-
wego i wkropleniu tej mieszaniny do 2% roztworu CaCl2- Koricowe stezenie
wilgotnej masy drozdzy w powstatej mieszaninie wynosito najczesciej 17%.
Po 45 min utrwalania, utworzony alginian wapnia wyptukiwano z kulek za
pomoca 0,05 M potasowego buforu fosforanowego (pH 7,5).

2.3. Warunki fermentacji

Fermentacje alkoholowa przeprowadzano w kolbach stozkowych a 300 ml
zaopatrzonych w rurki fermentacyjne i zawierajagcych 100 ml zageszczonej
serwatki (S) lub jej permeatu (P) oraz takg samg ilo$¢ poditoza z laktozg (L).
Zawartos¢ laktozy w pozywkach wynosita od 10 do 12%. Po zasianiu pozywek
unieruchomionym biokatatizatorem (najczesciej w ilosci 200 kulek na kolbg),
proby fermentacyjne inkubowano w cieplarce w czasie 48 godz. w temp.
30°C (jesli nie podano inaczej). Po zakonczeniu fermentacji pozywke odbie-
rano, a kulki suszono do statej masy tub uz}Avano ich do zaszczepiania
nastepnej partii podtoza. Hodowle okresowe powtorzeniowe (ang. repeated
batch culture] prowadzono w czasie 18 dni, wymieniajgc podtoze co 36 godz.

Zastosowano nastepujgce parametry charakteryzujgce przebieg fermenta-
cji alkoholowej: stopien zuzycia substratu (S = g zuzytej laktozy/g wyjsciowej
laktozy 100%), koncowe stezenie etanolu (P = g/l), wydajnos¢ etanolu (Yp/s
= g etanolu/g zuzytej laktozy), wydajnos¢ praktyczna (WP), czyli procentowo
wyrazony stosunek wytworzonego alkoholu do maksymalnej ilosci etanolu,
ktéry moégtby powstaé ze zuzytej laktozy.

2.4. Metody analityczne

Etanol oznaczano metodg Kellermanna (12), zas mase nosnika i drozdzy
wagowo przez wysuszenie w temp. 105°C. Zawartos¢ laktozy w odfermento-
wanych podtozach mierzono za pomoca wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej. Anatizy tego cukru dokonywano przy uzyciu chromatografu cieczo-
wego LC-5A firmy Laboratomi Pristoje (Praga, Czechy), wyposazonego w de-
tektor refraktometryczny RIDK-101. Do badan zastosowano kolumne stalowa
0 wymiarach 0,4 cm x 15 cm, wypetniona nosnikiem LiChrosorb-NH2, 10 pi
firmy Merck (Darmstad, Niemcy). Faize ruchoma stanowita mieszanina ace-
tonitrylu i wody dejonizowanej. Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita
1 ml/min, za$ objeto$¢ nanoszonej na kolumne prébki 20 pl. Analize prze-
prowadzono w warunkach izokratycznych, tj. przy statym stezeniu acetoni-
trylu. Prébki ptynéw pohodowlanych z poditozy P-, P+, S2 i S3 odbiatczano
za pomocag 10% TCA, rozcienczano eluentem do zadanej objetosci i odwiro-

wywano.
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3. Wyniki i dyskusja

3.1. Optymalizacja warunkéw fermentacji laktozy z udziatem
immobilizowanych komérek drozdzy

Okreslenie optymalnych warunkéw dla przebiegu fermentacji laktozy obej-
mowato takie czynniki jak; stezenie wilgotnej masy drozdzy w mieszaninie
agaru i alginianu uzytej do formowania kulek, ilo$¢ dodanych do nastawu
drozdzy immobilizowanych, temperature, wyjsciowy odczyn podtoza oraz czas
fermentacji.

Zakladajac, ze ilos¢ dodanych do podtoza kulek agarowych bedzie jedna-
kowa, mozna sgdzi¢, iz czynnikiem decydujgcym o przebiegu fermentacji
bedzie stopienn nasycenia kulek komérkami drozdzy. Jego miarg jest ilosé
wilgotnej masy drozdzy w mieszaninie agaru i alginianu uzytej do formowa-
nia kulek. W zwigzku z tym zbadano wptyw ilosci drozdzy w nos$niku (w prze-
dziale stezernt od 8 do 25%) na wydajnos¢ fermentacji alkoholowej, prowa-
dzonej w czasie 48 godz. na podiozu z laktozg. Nalezy zaznaczyé, ze w tej
serii doswiadczen ilos¢ dodanych do nastawu kulek z immobilizowanymi
drozdzami byla stata i wynosita 200/100 ml podtoza. Z danych zebranych
w tabeli 1 wynika, ze optymalne stezenie biomasy w kulkach wynosi 17%.
W tych warunkach drozdze wytwarzaly okoto 51 g/l alkoholu etylowego zu-
zywajac okoto 95% zawartej w podiozu laktozy. Uzyskane wyniki znajdujg
potwierdzenie w badaniach opublikowanych wczesniej przez Roukas (13,14)
i Rao i wsp. (8), ktérzy do wzbudzania fermentacji etanolowej stosowali op-
tymalne stezenie immobilizowanych drozdzy na poziomie od 11 do 20%.

W tabeli 1 przedstawiono wyniki konwersji laktozy do etanolu po zaszcze-
pieniu podtoza rézng iloscig drozdzy immobilizowanych w kulkach agaru
porowatego. Nasycenie nosnika biomasa bylo state i wynosito 17%. 1los¢
dodanych do podtoza kulek wahata sie od 100 do 300, co odpowiadato suchej
masie zawartych w nich drozdzy od 0,43 do 1,23 g. Wysokie parametry
fermentacji (wydajnos¢ etanolu rzedu 48 g/l, konsumpcje cukru na poziomie
97%, wydajnos$¢ praktycznag 77%) otrzymano po dodaniu do pozywki 200
kulek unieruchomionego biokatalizatora i ta iloS¢ nosnika zostata wybrana
do dalszych badan. Zwiekszenie liczby kulek do 300 spowodowato jedynie
4, 7% wzrost stezenia wytworzonego przez drozdze alkoholu. Réwniez Rymo-
wicz i wsp. (15), w badaniach nad wytwarzaniem kwasu cytrynowego przez
unieruchomione w alginianie komorki Yarrowia lipolytica, okreslili optymalng
ilos¢ nosnika w podiozu na poziomie 20 g witgotnej masy, za$ optymaine
stezenie zawartych w nich drozdzy wynosito 10%.
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Tabela 1
Optymalizacja warunkéw fermentacji laktozy z udziatem unieruchomionych w agarze porowatm
KOMOREK Candida pseudotropicalis

. Drozdze' Parametry fermentacji™ Koncowe
Czynnik
(g/200 mi) S®) P () Ypls(gg) pH WP (%)
stezenie wilgotnej
masy drozdzy (%)*
8,48 0,22 59,15 41,46 0,58 108,40 4,35
16,96 0,25 94,24 50,68 0,44 83,22 4,46
25,44 0,50 95,56 50,68 0,44 82,05 4,33
liczba kulek na
100 ml podtoza
100 0,43 89,10 43,77 0,40 75,89 4,25
200 0,50 97,17 48,38 0,41 76,92 4,20
300 1,23 97,08 50,68 0,43 80,03 4,38
temperatura (°C)
30 0,24 95,56 52,98 0,46 85,79 4,45
35 0,90 98,33 50,68 0,43 79,63 4,30
45 0,12 98,41 52,98 0,44 83,17 4,50
PH
3,0 0,36 61,81 42,62 0,58 102,49 3,10
4,0 0,49 77,87 50,68 0,54 100,00 3,82
5,0 0,48 98,66 52,98 0,44 83,45 4,07
6,0 0,53 96,42 27,64 0,24 44,33 4,30
czas fermentacji
(godz.)
12 - 13,89 16,70 0,72 57,62 4,80
24 - 53,41 31,56 0,50 91,24 4,41
36 - 85,10 44,34 0,43 84,48 4,43
48 - 92,26 46,65 0,42 79,19 4,42
60 - 92,92 46,65 0,41 77,56 4,22

1Sucha masa drozdzy w nosniku. ~Opisano w rozdziale Materialy i metody. ~Mieszanina
agaru, alginianu i drozdzy stuzyta do formowania kulek nosnika z immobilizowanymi drozdzami.

W kolejnych doswiadczeniach okreslano aktywnos¢ fermentacyjng immo-
bilizowanych komdrek C. pseudotropicalis w temperaturach 30, 35 i 45°C.
Z zebranych w tabeli 1 danych wynika, ze badane drozdze osiggnety najwy-
zsze wydajnosci etanolu oraz pozostatych parametréw fermentacji praktycz-
nie w catym zakresie uzytych temperatur. Odnotowano jedynie niewielkie
obnizenie stezenia alkoholu (0 4,3%) oraz wydajnosci praktycznej (o 7,2%)
w temp. 35°C. Drozdze C. pseudotropicalis sg znane ze swej dos$¢ wysokiej
tolerancji na temperature (16). Komoérki wolne, badane wczes$niej w naszym
laboratorium (9), wykazywaly optimum aktywnos$ci fermentacyjnej w temp.
40°C. Jednakze w temp. 45°C wydajnos¢ produkowanego przez nie etanolu
z laktozy lub zageszczonej serwatki obnizata sie 0 48%. W doswiadczeniach
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z drozdzami immobilizowanymi nie obserwowano w tej temperaturze spadku
zawartosci alkoholu, co mozna prawdopodobnie ttumaczy¢ ochronnym dzia-
taniem nosnika na zawarte w nim komorki C. pseudotropicalis. W dalszych
badaniach zastosowano temp. 30°C jako optymalng dla rozwoju i aktywnosci
fermentacyjnej badanych drozdzy. Poza wysokim uzyskiem etanolu w tych
warunkach, na jej korzys¢ przemawiajg réwniez mniejsze straty alkoholu
powstate w wyniku jego parowania z podioza w trakcie fermentacji oraz
wzgtedy ekonomiczne, w tym nizsze koszty zwigzane z ogrzewaniem.

W celu wyboru optymalnego pH, fermentacje laktozy przeprowadzano
w temp. 30°C przy wartosciach pH podioza w zakresie od 3,0 do 6,0. Ma-
ksymalng wydajno$¢ przemiany cukru do etanolu (53 g/l) przez immobi-
lizowane w zelu agarowym komorki drozdzy, uzyskano po 48 godz. przy
wyjsciowym pH pozywki réwnym 5,0, ktory wybrano do dalszych badan
(tab. 1). Z opublikowanych danych uzyskanych w przeprowadzonych bada-
niach nad fermentacjg etanolowg prowadzong na ksylozie i glukozie przy
udziale drozdzy z gatunkéw Candida, Pichia i Saccharomyces, za optymalny
odczyn podtoza uznano pH w zakresie 4,0-5,0 (5,8,13,14,17,18).

Dynamike produkcji etanolu i zuzycia laktozy na tle innych parametrow
fermentacji (pH, Yp/s, WP) w czasie 60 godz. hodowli immobilizowanych
komoérek drozdzy przedstawiono w tabeli 1. Spozycie cukru wzrastato w ciggu
catego cyklu hodowlanego, przy czym najwieksze tempo jego przyrostu, po-
dobnie jak i nagromadzanie alkoholu, zarejestrowano w okresie pierwszych
36 godz. fermentacji. Mimo ze najwyzszg warto$¢ produkcji etanolu (46,6%)
uzyskano po 48 godz. fermentacji, to jednak byta ona tylko o 5% nizsza od
tej, jaka notowano juz po 36 godz. hodowli. Uzyskane rezultaty pozwalaja
zatem na skrécenie czasu fermentacji o 12 godz., co w istotny sposéb pod-
nosi rentownos¢ catego procesu oraz znacznie zmniejsza ryzyko zakazen mi-
kroflorg postronna.

Podsumowujgc ten etap badan ustalono, ze optymalne warunki dla prze-
biegu fermentacji laktozy w oparciu na unieruchomionych komdrkach
C. pseudotropicalis sa nastepujace: ilos¢ inoculum na 100 ml podioza =
200 kulek nosnika o nasyceniu biomasg 17%, temp. 30°C, pH 5,0, czas
fermentacji 36 godz.

3.2. Konwersja laktozy do etanolu w serwatce

Ustalone wczesniej optymalne warunki fermentacji postuzyty do przesle-
dzenia zmian jej kinetycznych parametrow w czasie 72-godzinnej hodowli
immobilizowanych drozdzy C. pseudotropicalis na zageszczonej serwatce kwa-
sowej oraz jej permeacie. Wprowadzono kilka wariantéw podioza serwatko-
wego, ktére obejmowalty 2,8-krotnie zageszczong serwatke (S2), serwatke za-
geszczong 3-krotnie (S3), permeat wzbogacony dodatkiem soli mineralnych
(P+) oraz permeat bez dodatku soli (P-). W charakterze podtoza kontrolnego
zastosowano pozywke Hughesa z 12% laktoza (L). Uzyskane wyniki przed-
stawiono w tabeli 2.
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Tabela 2
Dynamika fermentacji alkoholowej prowadzonej przy uzyciu unieruchomionych komérek
C. pseudotropicalw W ROZNYCH PODLOZACH ZAWIERAJACYCH LAKTOZE'

Czas Parametry fermentacji”
fermentacji Podtoze pH po.
(godz.) S (%) P (/) Ypls (a/g) WP (%) hodowli
1" 37,35 18,43 0,41 83,47 4,71
P-n 28,41 23,03 0,36 82,12 4,72
12 P-5 5,24 9,21 0,35 65,13 4,58
520 8,31 9,21 0,30 57,06 4,45
s3" 3,66 6,91 0,29 52,66 4,48
L 38,52 29,95 0,52 82,33 4,46
P+ 81,36 32,25 0,32 61,30 4,68
24 P- 43,92 20,79 0,39 72,99 4,52
2. 29,61 11,51 0,33 59,04 4,44
Ss 23,21 9,21 0,32 61,35 4,46
L 91,76 48,38 0,43 81,53 4,37
P+ 80,28 39,16 0,40 75,43 4,60
36 - 53,57 32,25 0,50 93,10 4,42
52 40,34 20,73 0,43 79,45 4,43
Ss 25,70 16,12 0,51 96,99 4,45
L 96,67 48,38 0,41 77,39 4,34
P+ 80,42 39,64 0,53 101,35 4,56
48 P- 81,69 36,86 0,37 69,77 4,34
52 52,57 27,64 0,44 81,29 4,39
s3 53,66 23,03 0,35 66,36 4,38
L 98,00 48,38 0,40 76,34 4,30
P+ 82,13 41,46 0,55 98,20 4,58
2 P- 81,19 36,86 0,38 70,20 4,38
2 87,77 43,77 0,41 77,11 4,43
S3 75,12 39,64 0,43 81,42 4,44

"Warunki fermentacji: temp. 30°C, wyjsciowe pH 5,0, ilos¢ nosnika 200 kulek/100 ml pod-
foza, stezenie biomasy 16,96%. ~Opisano w rozdziale Materiaty i metody. podioze z 12%
laktozg; P+, permeat serwatkowy wzbogacony dodatkiem soli mineralnych: P-, permeat serwat-
kowy bez dodatku soli: S2, serwatka zageszczona 2,8-krotnie; S3, serwatka zageszczona 3-krotnie.

Sposréd uzytych do fermentacji podtozy, najlepsze wyniki odnosnie do
iloSci wytworzonego z laktozy alkoholu etylowego osiagnieto na 12% laktozie.
Po 36 godzinach hodowli jego wydajnosé¢ osiggneta maksymalng wartos¢ réw-
ng 48,4 g/l i byla skorelowana z wysokim (96%) zuzyciem cukru z podtoza.
Na pozywce z serwatka osiggnieto duzo nizsze wartosci poszczegdllnych
wskaznikéw technologicznych fermentacji, przy czym najlepszym podtozem
dla fermentacji laktozy prowadzonej przez drozdze unieruchomione w zelu
agarowym okazat sie permeat serwatkowy z dodatkiem soli mineralnych. Po
36 godz. drozdze wytwarzaty na tym podiozu 39,2 g/l etanolu, tj. 0 19,1%



Influence of DNA concentration on the efficiency of boviine blastocyst production 81

8 Jura J., Kopchick J. J., Chen W. Y., Wagner T. E,, Modlinski J. A., Reed M. A., Knapp
J. R.,, Smorag Z., (1994), Theriogenology, 41, 1259-1266.

9. Jura J., Kopchick J. J., Chen W. Y., Wagner T. E., Modlinski J. A., Reed M. A., Knapp
J. R, Katska L., Attal J., Houdebine L-M., Smorag Z., (1994), Proc. Eur. Conf. Embryo
Techn. and Genetic Eng. in Cattle and Sheep, 24-25.03., Krakéw, 169-183.

10. Jura J., Smorag Z., Katska L., Bak M., (1990), Theriogenology (suppl 1).

11. Brinster R. L., Chen H. Y., Trumbauer M. E., Yagle M. K., Palmiter R. D., (1985), Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82, 4438-4442.

12. Fukuda Y., Ichikawa M., Naito K., Toyoda Y., (1990), Biology of Reproduction, 42,
114-1109.

13. Katska L., Rynska B., Smorag Z., (1995), Theriogenology, 43, 859-870.

14. Thomas W. K., Schnieke A., Seidel G. E. Jr, (1993), Theriogenology, 40, 679-688.

15. Kay G. W., Hawk H. W., Waterman R. A., Wall R. J., (1991), Animal Biotechnology,
2(1), 45-59.

16. Lxjskutoff N. M., Coren B. R., Barrios D. R., Bessoudo E., Bowen M. J., Stone G,
Kraemer D. C., (1986), Theriogenology, 25, 168 Abstr.

17. Ellington J. E., Farrel P. B., Simken M. E., Foote R. H., Goldman E. E., McGreyth A.
B., (1990), Journal of Reproduction and Fertility, 89, 293-299.

18. Eyestone W. H, First N. L., (1988), Int. Congr. Anim. Reprod. AT, Dublin, Ireland, Vol.
4, 471.

19. Eyestone W. H, Vignieri 1, First N. L., (1987), Theriogenology, 27, 228 Abstr.

20. Jura J., Kopchick J. J., Chen W. Y., Modliiski J. A., Reed M. A., Smorag Z., (1992),
IX Kongres PTNW, Olsztyn 15-17.09.1992, |, 202.

21. Hammer R. E., Pursel V. G., Rexroad C. E., Wall R. J., Bolt D. J., Ebert K. M., Palmiter
R. D., Brinster R. L., (1985), Nature, 315, 680-683.

22. JuraJ., Smorag Z., Skrzyszowska M., Katska L.,Gajda B., (1996), Journal of Physiology
and Pharmacology, Vol. 47, 2, Suppl. 1, 156, Abstr.

Influence of DNA concentration on the effectiveness of bovine blastocyst
production after WAP-bGH microinjection into germinal vesicle of immature
oocytes, zygotes and embryos obtained in vivo or in vitro

Summary

Microinjection is one of the most successfully used methods to produce transgenic farm
animals. But the effectiveness of transgenesis with the use of microinjection, specially in cattle
is still low. Many steps of the Iransgenesis has been found to influence its effectiveness; DNA
purity, the site of its injection, the culture system. I'here are no reports on the influence of a
DNA vector concentration influence on the developmental ability of transformed bovine eggs to
the blastocyst stage in the in vitro culture. In presented experiments we investigated the influence
of different DNA concentrations on the developmental rate of microinjected immature bovine
oocytes, zygotes and 2-cell embryos to the blastocyst stage.

Key words:
DNA concentration, microinjetion, bovine immature oocytes, zygotes, 2-cell embryos, co-cul-
ture.
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