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Vynédlez se tykd zpisobu fotosyn~

Yetické produkce sacheridd, nespecific-

ky znadenych stabilnfm izotopem uhliku
s vysokym stupném obohaceni.

Podstata vyndlezu spolivd v tom,
¥e se ke kultivaci pouZije dcefinygch

bun&k synchronni populace fas 8 obsahem
2 a% 4 % hmot. sacharidd na poldtku bu-
né&ného cyklu, p¥ifem? vyrobni kultiva-
ce na svitle probihd aZ do zaldtku
replikace deoxyribonukleové kyseliny,
tj. po dobu 7 a% 8 hodin p¥i teplotd

28 a¥ 29 oC, nade? se zvys1l kultivadni
teplota na 36 a% 38 °C a kultivuje se
déle po dobu 7 a% 8 hodin. Tim se pie-
rus{ syntéza nukleovych kyselin a b{l-
kovin & dosédhne se vyhradni syntézy
sacharidi.,
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Vynidlez se tyka zplsobu fotosyntetické produkce sachari~
di, nespecificky zna&enych stabilnim izotopem uhliku s vyso~
kym stupném obohaceni.

Vynalez fedi zplsob Fizené intenzfvni syntézy sacharidl,
probihajici pfi fotosyntéze u populace chlorokokéalnich tas
vhodného typu, pfidemZ zdrojem uhliku je 13
vysoké vytéZnosti pozadovanych sloulenin a vysokého stupné
jejich obohaceni stabilnim izotopem uhliku.

COZ. Je dosazeno

Postupy pfipravy rtiznych organickych slouéenin, znalenych
radioaktivnim 11461 nebo stabilnim izotopem uhliku 1138/ pomo-
¢i autotrofnich mikroorganismiu, jsou popsany v tadé publikaci
/Bean et ales 1953, Bean et Hassid 1955, Duttom et Dagliesh
1956, Ellner 1959, Liebster et al. 1961, Tovey et al. 1964,
Karpov et al. 1969, Lehman et WHber 1977, Kollman et al. 1978,
1979/. Nékteré postupy jsou patentové chranény /napf. US patent
2602047, britsky patent 1342098, francouzsky patent 7208482,
némecky patent 2212092, teskoslovenska autorska osvédieni
197918 a 199446/, '

Pfevains vétZina uvadénych postupl se vyznaduje nizkou
vytéinosti vyrabénych produktld nebo nizkou specifickou akti-

14C sloudenin/ nebo nizkym stupném obohaceni /u 136

vitou /u
stoudenin/. V&t3ina popsanych zplUsoblu vyroby je naro&na z hle~

diska vyrobnich 6peraci i vlastnich vyrobnich naktadd.

Tyto nedostatky odstranuje v pfevainé mife zpusob foto=-
syntetické produkce sacharidﬁ, nespecificky znalenych stabil~-
nim izotopem uhliku s vysokym stupném obohaceni podle vynale~
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2u, jeho? podstata spoliva v tom, Ze se ke kultivaci pouiije
dcefinych bunék synchronni populace Ffas s obsahenm 2 a2 4 %
hmot sacharidi na poldtku bunééného cyklu, pFfitemZ vyrobni
kultivace probthd na svétle po dobu 7?7 aZ 8 hodin rustu pfi
teploté 29 °C, natez se zvy$i kultivaéini teplota na 36 ai

38 °C a kultivuje se dale po dobu 7 a% 8 hodin. Vyrobni kulti=-
vace na svétle probihd za podminek maximalni specifické rus-
tové rychlosti a2 do zaldtku replikace deoxyribonukleové ky-
seliny po 7. aZ 8. hodiné svételné periody buné&ného cyklu,
kdy se zvySenim kultiva&ni teploty na 36 a: 38 °C prerusi syn-
téza nukleovych kyselin a bilkovin a dosadhne se vyhradni syn-
tézy sacharidld. Syntéza probiha v prostfedi, kde vyhradnim
2drojem uhliku je 136. »

Podminkou zdarného priub&hu vyrobni kultivace je, aby kul=
tura fas, se kterou vyroba zalina, mé&la poZadované viastnosti.

Predkultivace v atmosfére 12

vace se provaddéji v kultivainim zatizeni, popsaném v autor-
ském osvddieni 197918. (

CO2 a vlastni vyrobni kulti=-

DuleZitou podminkou Uspé&3ného pribéhu kultivace je pouZiti
synchronni populace, tj. populace, ve které jsou vSechny Faso~
veé buﬁky ve stejném stddiu Zivotniho cyklus. Synchronni kultura
umoinuje jednak sni2it mnoistvi sacharidi pted viastni vyrobni
kultivaci na minimum, coZ .je jednou 2 podminek dosaZeni vyso~
kého obohaceni poZadovanych sloutenin izotopenm 130, jednak pro-
vést zédsah do metabolismu rostouci populace bun&k v okamZiku,
ktery je pro dosazieni co nejvy$si vyté&€Znosti a izotopového obo~
hacent nejpfiznivéj§i, jednak dosdhnout béhem Ffizeného vyrob=-
niho cyklu podstatné vy$3i rlstové rychlosti pOpuléce a celkové
produkce biomasy ve srovnani s kulturou nesynchronnie.

Vyhody navrhovaného zpUsobu kultivace podle vynalezu spo-
¢ivaji v
- kradtké dobé& kultivace a jednoduchosti vyrobnich operaci;
~ mimoradnd vysoké vytéinosti poZadovanych sloudenin, ne~
bolt béhem Fizené kultivace probiha jejich vyhradni syne
téza;
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-~ takovém zastoupeni atomi 13¢ v molekulach vyrobenych

slouéenin, odpovidajicim koncentraci tohoto izotopu
v suroviné, ze které se pro fotosyntézu ziskava.,

Vyroba slouéenin podle vynélezu je ekonomicky efektivni,
nebot naklady na syntézu jednotkového mnoistvi produktu tvoit
pouze 1 az 10 X hodnoty vysledného produktu, vyjadiené ve své-
tovych cenach.

Pfikiad A
K vyrobni kultivaci b}ta pouzita kultura chlorokokalnich
*fas vhodného typu, pfechovavana ve zkumavkadch na agarovych
pudach, obohacenych minerdlnim Zivnym roztokem p#i teploté

15 9C a ozafenosti 10 H.m-z FAR. -FAR znamenad fotosynteticky
uéinné zarteni, méfrené spektralné neselektivnim &idlem, citli~
vym pouze v oblasti 400 az 720 nm. /Viz napf. KUBIN: Zdroje
fotosynteticky uéinného zafeni a metody jeho méfeni, Academia
Praha 1973,/

a) Priprava kultury a pfedvyrobni kultivace
Kultura se z agaru pirevede do tekutého Zivného roztoku

nésledujiciho slozeni: KNO, 2g.17", MgSO,. 7 W0 1 9oLy KH,PO,
680 mget 1, CaIN0312 o & Hzo 10 mget" ', chelatonét Zelezito~
sodny 18,4 mgut”' /obsah Fe*** 5,6 mg.1™"/, H;B0, 6,18 mg.t
a stopové t&Zké kovy: Cu 0,635 mgol 1, Mn 0,6 mgel 1, Mo 0,96
mgel"?, Co 0,59 mg.t™'. K apravé pH na hodnotu 6,8 se pridava
do 2ivného roztoku potifebné mnoistvi KOH,

-1

V uvedeném roztoku se kultura péstuje po dobu 10 hodin
pfi ozafenosti 130 H.a'z, teploté 29 %°C a takové koncentraci
12co2 ve smési se vzduchem, ktera odpovida 2 % rozpusténého
coz v suspenzi fas. Potateini kultivaéni hustota fasové sus~
penze A75° = 0,050, 6750 = optickd hustota, méfend pifi vlnové
délce 750 nm v 5 mm kyveté na upraveném fotometru /SPECOL/,
ZInadsobime~li hodnotu optické hustoty koeficientem 0,50 /u dce~
finnych bunék synchronni populace/ nebo hodnotou 0,35 /u ma~-
tefskych bunék/, ziskame pFibliinou hodnotu suché hmoty Fase.

Po 10hodinové periodé ozarfeni se kultura na 18 hodin za~
temni. V nadsledujicich cyklech se periody ozdfeni prodluZuji
a perfody tmy zkracuji tak, Ze po 4 az 5 ptipravnych synchro~
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nizaénich cyklech dosahuji kone&nych hodnot 14 hodin ozateni

a 14 hodin tmy. Aby se stfedni ozdFenost populace b&hem své-

telné periody cyklu nezmé&nila, probihéd kultivace na svétle

od druhého ptipravného cyklu v pritokovém chemostatickém re-

simu pFi zFedovaci rychlosti D = 0,14 h™'. v ustalené, plné

synchronni populaci se optickd hustota pfedvyrobni kultury po-

hybuje v rozmezf A750.= 0,880 az 1,150,

Stfedni ozafenost populace IECI se stanovuje z ozadrenosti
povrchu kultivaéni nadoby /Eil a z mnoZstvi FAR, které projde
kultivovanou vrstvou suspenze /Etl:

Ec = IEi - Et/ :.LnIEi/Et/. /DOUCHA: Continuous Cultures
of Algae, Algal Assays in Eutrophication Monitoring,

Stuttgart 1978/,

Zfedovaci rychlost D se rovnad u ustalené pratokové kultu-
ry specifické rustové rychlosti, JUe Ta se stanovuje nejtasté~
ji z rustové kfivky jednordzové kultury na zakladé doby zdvo-
jeni populace, td= ,u'= tn 2/1:d /viz napf. DOUCHA: Kandidatska
disertace, MBO TSAV Tiebon 1979/,

Béhem predkultivace a vyrobni kultivace jsou sledovany
nadsledujici: ﬁdajez

a. teplota suspenze

b pH suspenze

cs optickéd hustota suspenze

de koncentrace coz, rozpusténého v suspenzi a v plynnén
okruhu aparatury

e. ozdtenost povrchu kultivaini nddoby a stfedni ozéie~-
nost populace

f. stupen synchronnosti populace

E) Vyrobni kultivace

Hodinu pfed ukonienim temné periody pfipravného synchron~
niho cyklu se vyrobni kultiva&ni vélec naplni 850 ml anorga~
nického 2ivného roztoku, ktery se pfedtim zbgvi velkerého
fyzikdlné rozpudténého 12(:02. Z plynného prostoru aparatury
se vytésni vzduch a nahradi se dusikem, nalei se tento uzav-
feny prostor tastelné evakuuje /cca 0;07 MPa/. Potémse Zivny

roztok ve valci nasyti 13c02, ktery vznikd ve vyvijeli prida~
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Vénim N HCL04 do suspeﬁze Ba13c03. Rovnovainy stav v Zivném

roztoku rozpusténého CO2 s atmosférou obsahujici 2 % coz na-
stane asi po 30 minutach intenzivniho probublavani.

Po nasyceni se do kultivalniho valce vpravi takové mnoi-
stvi inokula dcefinych bunék Fas, aby polate&ni optickd hus~
tota suspenze, A,5,, byla 0,350, Potom po dobu 8 hodin probi-
hd rast za autotrofnich podminek pfi teploté 29 °c, kdy ‘
v 0,12 h"’. Potateini ozadfenost kultivainiho povrchu je
120 Wem °, po &tvrté hodind kultivace se ozafenost z2vy$i na
150 Wom~2 a po osmé hodin& na 180 W.m~2. Po osmi hodinach,
kdy dosahuje opticka hustota A750 hodnoty 1,600, se pferudi
syntéza nukleovych kyselin a bilkovin zvySenim kultiva&ni tep~-
Loty na 38v°C. Pfi této teploté, pFi které probihd vyhradni
syntéza sacharidli, se kultura pé&stuje 8 hodin.

Po ukonient kultivace se suspenze fas ochladi na 2 °c
a pti této teplotd se centrifuguje. Ziskand fasova biomasa
i supernatant jsou vychozi surovinou pro dal3i zpracovédi.

V ndsledujici Tabulce jsou mnoZstvi Skrobu a sacharozy
v jednotce objemu Fasové suspenze a hodnoty obohacent 130
uhlikem v prib&hu vyrobniho kultivainiho cyklu. Zdrojem uhli-

ku pro biosyntézu je bud 90 % 13coz,nebo 99 % 13¢o

2.
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Tabulka
. Mnoistvi sacharidi lzotopové obohaceni produktu %
Hodiny v jednotce objemu, n
kulti= ug o w7l 90 % "3co, 99 % co,
vace o 0 e 0 e e 0 e 0
gkrob sachardza §krob sachardza skrob sachardza
0 2,9 3,4 0 - 0 : 0 0
2 29,2 » 5,9 81,6 35,0 88,6 40,2
4 61,3 9,2 86,0 56,2 94,8 63,0
6 104 ,1 11,5 87,5 62,8 96,3 69,7
8 156,8 15,3 88,5 69,5 97,2 76,5
10 258,8 90,5 89,0 86,5 98,1 95,2
12 370,1 136 ,1 89,3 87,6 98,2 96,3
14 473,5 156,5 89,4 87,8 98,3 96,8
16 551,2 162,4 89,5 87,9 98,4 96,9

Prib&h syntézy $krobu a sachardozy bé&hem synchronniho cyklu
vyrobni kultivace, vyjadieny mnoZstvim té&chto sacharidi v jed~
notce objemu je uveden na obr. 1.
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v ‘Zpusob fotosyntetické produkce sacharidl, nespecificky
znatenych stabilnim izotopem uhliku s vysokym stupném oboha-
ceny'vyznaédjici se tim, Ze se ke kultivaci pouiZije deefi=
nych bunék synchronni populace ifas s obsahem 2 a2 4 X hmotn#iﬁ
sacharidl na polatku buné&ného cyklu, pritemZ vyrobni kulti-
vace brobihé na svétle po dobu 7 aZ 8 hodin ristu pfi teplo-
t& 29 °C, nate: se zvyii kultivaéni teplota na 36 az 38 °c

a kultivuje se dale po dobu 7 aZ 8 hodin.

1 vykres,
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