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' Zpisob kultivace chlorokokdlnich Yes, zemd¥eny na intenzivn{ syntézu rediosktivnich

sacharidd o vysoké specifické aktivitd, znadenych radionuklidem 14

1

Vyndlez PFeSi zplisob kultivace chlorokokdlnich Fes vhodného typu, zamé¥enf ne inten-
zivnd syntézu radiocaktivnich sacharid&_o'vysoké specifické aktivité, znalenfch radionukli-
dem 4¢,

P¥{prava radioaktivnich sloudenin, znedenfeh radionuklidem 140, pomoci autotrofnich
organizml, které vyufivaji radiocaktivni kysliénik uhlidity jeko zdroj uhliku, se v sou-
dasné dob& ve svitd uplatnuje predeviim pii vyrobs aminokyselin, bilkovin a nukleovych
kyselin, Nékteré postupy jsou pfedméteﬁ patentd (viz nep¥., &s. patent &, 100738, &s. pa-
tent 3. 121808, franc, patent &, 7208482), jiné jsou utajeny. Rovnd¥ postupy s pouZiva-
né u vyrobeld glycidd, znadenych redioizotopem 140, nejsou zverejnény. Predpoklddd se,

Ze 1 zde se k virobd poZadovanych sloudenin pouZivéd autotrofnich orgenizmsi.

Dosavadni zpisob kultivace, kterého deskoslovensky monopolni vifobce radioaktivnich
gloudenin - Ustav pro vyszkum, vjirobu a vyuiiti redioizotopll ~ p¥i vyrobd radiocektivnich
glycidl, 2znadenyoh radionuklidem_l40, pouZivd, se vyznaduje melou vyt&Znosti cca 1 %
2z celkové inkorporované rediosktivity.

Predmétem ;ynélezu Je zplsob kultivace chlorokokdlnich Fas vhodného typu, zaméFeny
ne. intenzivni:syntézu radioektivnich sacharidd o vysoké specifické ektivit&, znadenfch
radionuklidem 140, jeho% podstata spodivd v tom, ¥e kultivace se provddi za pFitomnosti

specifického inhibifbru’cykloheximidu. Ke kultivaci se pouZije populace dceiinnych bunsdk
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synchronn{ kultury, p¥i SemZ tato populace prochdz{ p¥ed zahdjenim v§robnfho oyklu

prodloufenou temnou periodou cyklu. P¥i tomto uspo¥dddnf pokusu je inhibovéna syntéze
nukleovych kyselin a stimulovédna syntéza glycidi. BShem jednordzové, pbuz; ndkolikaho-
dinové kultivace, kterd je predpokladem pro piefiti orgeanigmu, rostoucfho v p¥{tomnosti
radioektivniho kysli¥niku uhliditého jako Jediného zdroje uhlfku, se doséhne syntézy
vyznamného mno%stvi fkrobu a sacharszy, a‘tim i vysoké speoirioké'aktivity produktd,

. Inhibitorem syntézy nukleovych kyselin e bilkovin je.oykloheximid. Fotosyntetic-
k4 ektivite a ristovd rychlost jsou stejné jaké za optimdlnfoh kultivadnfoh podmfnek.

Podminkou zddrného pribshu vyrobni kultivace je, aby ndsada ¥am, ge Eterou ge vy-
roba zadind, méla poZadované vlastnosti. Priprava ndsady vietnd zaiizeni,Ave kterém
probihd, je proto souddsti popisovaného vynélezu;

Vzhledem k tomu, Ze odezve kultivované populace bundk na zdsah do jejfho metedbolis=
mu je riznd v riznych fdzich Zivota bunky, je pro dosaZen{ vysokych vyt3%ki a ziskdn{
produktu o vysoké specifické aktivité nutné pouZit synchronnf populace (tj. populace,
ve kterd jsou viechny bunky ve stejném stddiu ¥ivotntho cykiu). Synohrohni kul tura
umo¥nuje rovn¥# regulovat mno¥stvi glycidd, piedeviim §kr6bu, v buﬁkéch‘pfed zaddtkem
kultivace na 14002. Toto startovni mnoZstvi glycidd, které z hlediska dosafenf vy~
gokyoch specifickych aktivit musi byt co nejniZif, se reguluje jednak délkou temné pe-
riody synchronnfho cyklu & teplotow, p¥i které d3leni matefskfch bun¥k na bunky
dcefinné probihd jednak pouZitim specifickych 14tek, kterd b&hem temnd ﬁeriody eyklu
cyklu aktivuji pisobeni enzymi, urychlujfcich Stdpeni glyocidid. _

Piedkultivace v atmosféie 14002 i vlastni vyrob., kultivace se provdddj{ v kulti-
vaénim zarizeni téhoZ typu. Sestdvd ze sklendného kultivaénihoﬁféloe 8 dvojitym pléd-
tém (meziprostorem protékd chladivo, zaji¥tujfof optimdlnf teplotu kultivovand suspen=-
ze) o pracovnim objemu 750 ml, V kultivednim prostoru je suspenze Fas vystavena foto-
synteticky Udimnnému zdifenf, p¥i ¥em¥ je intenzivng miéhéna a sycens kyslidnikem uhli-
ditym, probubldvajicim suspengi ve smégi COe/vzduch.

Pr{slusenstvi vyrobniho kultivdtoru sestdvd z

-~ ozafovacfho t8lesa ﬁ tvaru, osazendho dvéme lampami t&pu Nitrafot o celkovém
p¥ikonu 1000 We Vnitin{ strany t8lese jsou pokryty zrcadlovymi plocﬁami,‘rovnéi od=
rezové zedni sténe je kryts zrcadlem. P¥iloZen{ osvétlovacfho U t8lese k zednf zrcad-
lové stén¥ umoZnuje dplnd uzavieni kultiva¥nfho vdlce v prosforu ozefovaciho t&lese.
Intenzita fotosynteticky i&inného zé¥eni (FAR), dopadajfciho na Seln{ stdnu kultivd-
toru, se mdF{ fytoaktinometfem (tJ. &idlem, neselektivn® citlivim v oblasti fotosyn-
teticky dSinného zd¥en{ v rozmez{ 400 &% 700 mm) & je plynule nastavitelnd pomoei
transformdtoru, regulujicfho vstupni napéti, ‘

- vyvijese 14c0,, zapojensho do okruhu cirkulace smdsi 00,/vzduch, 1400, se uvol-
nuje ve vyvijedi ze suroviny, ji¥ je Bal4003, dévkovdnim kyseliny. Do cirkuladnfho
okruhu Jje zabazen indikdtor koncentrace 14002 v plynné smééi, vlastni cirkulace smé-

g8l Je zajiSténa Serpadlem,
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= absorpéni nédoﬁy na pohloeni'14002, kterd se pripojuje do okruhu atmosféry,
cirkulujici aparaturou, po ukoniené kultivaci nebo kdykoliv je tieba kultivaci pie-
rusit,

- vivévy, pfipojené pres absorbér 14002 na plynny prostor aperatury. PouZivd se
J1 pro vytvoren{ podtlaku, ktery indikuje t&snost aperatury e znemoZnuje dnik plynné
smégil do wvndjsfho prostoru,

- chladicfho za¥izeni, tvofeného ultratermostatem, zapojenym p¥es kontektni

teplomdr v uzaviendm okruhu s kultivdtorem.

P#{iklad provedendi

K vyrobni kultiveci se pou¥ije chlorokokdlni Fasa Chlorella vulgaris BEIJERINCK,
kmen OM -~ 12/1975, jejiZ kmenovd kultura se pFfechovdvd ve zkumevkdch na Sikmfch agarech,
nasycenjch minerdlnim Zivnym roztokem, p¥i teplotd 15 °C a intenzitd ozd¥eni 10 Wom™2
FAR,

a) Piiprava kultury '

Kulture se z asgaru pirevede do tekutého Zivného roztoku ndsledujiciho slofeni:

KNO; 1 g o 171, MgS0,.7 Héo 1 g.17! KH,P0, 680 mg.17}, Ca(N05), « 4 HyO 10 mg.17l,
chelatondt Yelezito-sodny 18,4 mg.1™t (obsah Fe*** 5,6 ng.171), HyB05 6,18 mg.1™t
& stopové t3%ké kovy: Cu 0,635 mg.l'l, Mn 0,6 mg.l'l, Mo 0,96 mg.l'l, Co 0,59 mg.17%,
K dpravé pH na hodnotu 6,8 se piiddvd do Zivného roztoku pot¥ebné mnoZstvi KOH,

¥ uvedeném ¥ivném roztoku se kultura péstuje v kultivadnim vdlei o objemu
300 ml p¥i ozd¥eni 50 w.m'z, teplotd 27 °C a takové koncentraci C0, ve smisi se vzdu-
chem, kterd odpovidd 2 % rozpusténého CO2 v sugpenzi aZ do hustoty zaddtku staciondr-
n{ fdze ristové k¥ivky (nejdestdji 5 dni)., Takto piipravend kulture, pFevedend do kul-
tivadniho vdlee vyrobniho typu, se synchronizuje. Synchronizace se provddi metodou
stPiddn{ period svétla a tmy (zplsob provedeni viz napi, DOUCHA: Synchronous cultures;
Algel Assays in Eutrophication Monitoring, Stuttgart 1978). Synchromnf, po kaZdém
cyklu Peddnd kultura se pdstuje v rqgsahu optickyeh hustot * 0,150 (zaddtek svételné
periody) aZ 1,200 (po rozdsleni matefskych bundk na bunky doe¥inné) pi#i ozdifenosti
FAR 150 Wem™2
trvd svétélné perioda synchromntho cyklu 14 hodin, temnd periode 8 hodin a prinérnd

specifickd ristovd rychlost kultury /E = 0,22,07%, Po 3 8z 4 dykleoh Je kultura pri=-

, teplot& 27 % a2% rozpusténého CO, v suspenzi. Za téchto podminek

pravensa k vyrobni kultivaci,

B8hem piedkultivace i vyrobn{ kultivace jsou prib&Zné sledovény a korigovény
ndsledujiof ddajes
teplota suspenze, pH suspenze, koncentrace 602, rozpudténého v suspenzi, optickd
hustota suspenze a intenzite FAR, dopadajidiho ne povrech kultivadni kyvety.

Optiokd hustota se mé¥{ v 5 mm kyvetd p¥i vlinové délce 750 mm na fotometru
SPECOL, Zndsobime~li hodnotu optické hustoty koeficientem 0,65, dostaneme
(v rozsahu poufivanych kultivadnich hustot populace) pFibliZnou hodnotu suliny ras.
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b) Vyrobnf kul tivace

Temnd perioda posledniho piedvyrobnfho synchronnfho oyklu probihd po dobu
13 hodin, Hodinu pied ukonSenim temné periody oyklu se ve vyrobnim kultivadnim vélel
piipravi 750 mi.nového ¥ivného roztoku, ktery je zbaven vedkerého fyzikéln¥ rozpustd-
ného neradioaktivniho kyslidnfiku uhliditého. Do tohoto roztoku se dodd cykloheximid
v mnoZstvi 5 mg.l-l. Potom se nasyti roztok radiosktivnim kysli¥nf{kem uhli3itym
(rovnovéiny stav v suspenzl rozpudtdného 14002 s atmosférou, obsehujfef 2 % 14002,
nastane agi po 30 minutdch intenzivniho probublévéni). Po nasycen{ se do vélce vpra-
vi takové mnoZstvi promytého Fasového inokula, aby startovni hustota suspenze byla
400 mg suéinw.ml'l e vlastni Sestihodinovy vyrobni oyklué prob&hne na svétle, Podd-
tednf ozd¥enost 130 W.m™2 FAR se po Ztvrté hodind zvys{ na 180 Wem™2 PAR, Po ukonSe-
ni kultivace se suspenze Fas ochladf na 2 °C e p¥i této teplotd centrifuguje. Ziska-
ny fesovy sediment je vfchozim rediosktivnim produktem pro vlastni zpracovénf,

Pribdh syntézy Skrobu a sachardzy p¥i kultivaci, vyjdd¥eny v /ug/ml suspenze
a v % suliny ¥as, je uveden na obrézku 3islo 1 a 2, Specifickd aktivita sacharosy
e glukdzy (po hydrolyze ¥krobu) v prdbShu kultivace je uvedena ne obre 3.

Prfedmét vyndlezu

Zplhsob kultivace chlorokokdlnich Yas, zem&¥eny na intenzivni syntézu radioaktive
nich sacharidd o vysoké specifické aktivitd, znadenych radionuklidem 140, vyznadeny
tim, Ze se kultivace provdd{i za pi{tomnosti specifického inhibitoru proteinové synté-
zy cykloheximidu a ke kultiveci se pouZije populace dcefimnfoh bundk synchronni kule-
tury, pPl demZ tato populece prochdzi pred zehijenim vyrobniho cyklu prodloufenou

temnou periodou cyklu.
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