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Spésob pripravy extraceluldrneho polysacha- )
ridu a bunkovej biomasy synchrénnou kulti-

rou riasy Rhodella grisea

(57) G8elom riedenia Je zlepdif spbsob
pripravy extraceluldrneho polysacharidu -
a bunkovej biomasy a zvy3if ich vytaZnost.
Uvedeny idcel ga dosimhne tak, Z%e sa pro-
duk&nd synchronna kultira riasy Rhodella
gris?a g hustotou suspenzie 0,3 a% 1,1
8.1~ suchej hmoinosti buniek ga kultivuje
pri_teplote 15 aZ 35 °C v aspon 3 cykloch
7 a% 9 h svetla o intenzite aspon 70 W,m"
fotosyntetického aktivmeho Ziarenia a 15
aZ 17 h tmy, priSom sa naprodukovand bio-
masa zberd po tme. S vyhodou sa kultivuije
klon riasy Rhodella grisea HX 1983/1/7.
Spbsob pripravy extraceluldrneho polysa-
charidu a bunkovej biomasy synchronnou
kultirou riasy Rhodella grisea md pouZitie
v polnohospoddrstve, farmaceutickom a koz-
metickom priemyale.
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Vyndlez sa tyka spSsobu pripravy extraceluldrneho polysacharidu a bunkovej bio—
masy synchrérmou kultdrou riasy Rhodella grisea (Geitler) Billard et al.

Doteraz zndme postupy produkcie extraceluldrneho polysacharidu, ktory sa podobd
agaru a karageenanu morskych stielkatych Gervenych rias, pouZivali jednobunkovi Serve-
nd riasy Porphyridiwm. Kultivadny postup s nepretrZitou produkciou extraceldrneho po-
lysacharidu pri pouziti slanomilného druhu Porphyridium purpureum opisali C. Gudin a
D. Thomas. Bunky sa imobilizovali pevnym nosifom z polyuretanu. X bunkdm sa privddzal
Zivny roztok s nizkym obsahom dusidnanov, do ktorého bunky kontinudlne produkovali
viskdzny extraceluldrny polysacharid. Pri tomto spbsobe kultivdcie netreba mechanicky
separovat bunky zo ¥iwného roztoku [C. Gudin, D, Thomas: C.R. Acad. Sci. Paris Ser.III,
293, 35 (1981 )]. Nevyhodou tohto spdsobu je nizka produkcis extraceluldrneho polysa-
charidu a vysokd zasolenost suspenzie. Pre sladkovodny druh Porphyridium aerugineum
navrhol J., Ramus kontinudiny spdsob kultivdcie, pri ktorom sa strieda kultivdcia buniek
v Zivnom roztoku obsahujicim vSetky potrebné Ziviny s kultivdciou v Zivnom roztoku bez
dusgidnanov, v ktorom bunky prestand rdsf a delif sa, ale zvy3ujd produkciu extracelu-
ldrneho polysacharidu. Po istom Sase treba do Zivného roztoku doplnit dusidnany, aby
sa prediSlo nendvratnému poSkodeniu fotosyntetického apardtu buniek {J. Ramus: Nova
Hedwigia 83, 51 (1986)|. Nevyhodou tohto spdsobu je dlh$ia kultivdeia a prdeca s dvoma
koncentrdciami Zivného roztoku.

Mikvoskopickd Servend riasa Rhodella grisea bola pSvodne ndjdeni v Neziderskom
jazere a opisand Geitlerom r. 1970 pod menom Porphyrideum griseum, Billard et al. .
1988 ju previedli do rodu Rhodells sko R. grisea. Druhy ndlez tejto riasy pochddza
z Geskoslovenska, a to z termdlneho bazéna v PieSfanoch. Izolovany kmen sa oznaSil HK
1983/1. Velmi riedka suspenzia tejto riasy sa naoSkovala do Petriho misky s 1,5 hmot. o
agaru oo haendo Zivnym roztokom. Z jednotlivych buniek riasy nardstli na svetle klonové
koldnie, na ktoré nebolo pdsobené mutagennymi vplyvmi. Testovalo sa 20 klonov, z kto-
rych mal najvysSSiu produkciu extraceluldrneho polysacharidu klon HK 1983/1/7. Kultira
riasy Rhodella grisea bola uchovdvand v anorgenickom Ziwvmom roztoku po 100 ml suspenzie
v Erlenmeyerovych bankdch o objeme 250 ml. Zdsobnd kultidra nebola prebubldvand vzduchom
a ani nebola tretand, bola udrfiavand pri teplote 18 a% 25 °C a pri intenzite svetla
20 a¥ 30 W.m~2 PAR (fotosynteticky aktivmeho Fiarenia).

Uvedené nevyhody v podstatnej miere odstranuje spdsob pripravy extraceluldrneho
polysacharidu a bunkovej biomasy synchrommou kultdrou riasy Rhodella grisea, ktorého
podstata spoéiva v tom, Ze produkénd synchronna kultdra riasy Rhodella grisea s husto-
tou suspenzie 0,3 aZ 1,1 5.1'1 suchej hmotnosti buniek sa kultivuje pri teplote 15 aZ
35 °C v aspon 3 cykloch 7 a% 9 h na svetle o intenzite aspon 70 W.m™2 fotosynteticky
aktivneho Ziarenia a 15 aZ 17 h v tme, priSom sa napestovand biomasa zberd po tme.

S vyhodou sa kultivuje klon riasy Rhodella grisea HK 1983/1/7.

Vyhodou navrhovaného spdsobu pripravy extraceluldrneho polysacharidu a bunkovej
biomasy synchrémmou kultdrou riasy Rhodella grisea oproti doterajdim spdsobom je, Ze
umoZnuje rychlejSiu produkeiu obidvoch tychto komponentov a& umo¥nuje pousif kultivd-
tory s Tubovolnym objemom a tvarom pri kultivdoidch v laboratoridch alebo pod holym
nebom 8 vyuZitim sine¥ného Ziarenia ako zdroja svetelnej energie. Dalfiou vyhodou je,
Ze bunky pouZitého klonu riasy takmer nesedimentujd, nalepia sa ns -steny kultivétora
a netvoria zhluky.

Priklad 1

Anorganicky Ziwmy roztok o pH 7,5 aZ 8, ktory obsahuje 500 mg.l"‘l dusinanu dra-~
selného, 500 mg.:L"'1 dusifnanu sodného, 500 mg.l” hydrofosforefnanu draselného,
420 m,g.:!‘."l hydrouhliditanu sodného, 250 mg.l'1 heptahydrdtu siranu horeénatého,
18,5 mg.l"1 hydrdtu Zelezito-sodnej soli kyseliny etyléndiamintetraoctovej (hydrdt
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chelatondtu Zelezito-sodného), 11 mg.l"1 hexahydrdtu chloridu vdpenatého, 3,1 mg.l"1
kyseliny boritej. 1,8 mg.?l."1 tetrahydrdtu heptamolybdénanu hexaamonného, 1,4 mg;.:L"1
heptahydrdtu siranu kobaltnatého, 1,4 mg.1” heptahydrdtu siranu zinoduatého, 1,2 mg.l
tetrahydrdtu siranu mangsnatého, 1,2 mg.l"1 pentahydrdtu sirenu mednatého a stopové
mnoZstvo kyanokobalaminu (vitaminu B12), sa inokuluje nesynchronnou zdsobnou kultdrou
na hustotu 0,3 g suchej hmotnosti buniek v 1 litri suspenzie. Hustota sa stanovi pomo-
cou optickej hustoty suspenzie mersnej na fotometri pri vlnovej dl%ke 750 mm, 8 pouZi-
tim predtym zisteného koeficientu prepodtu optickej hustoty suspenzie na pribliZnd
hodnotu jej suchej hmotnosti.

-1

Suspenzia sa naleje do kultivdtoru temperovaného neustdle na teplotu 30 °C a za-
temni sa. V kultivdtori sa suspenzia stdle prebubldva zmesou vzduchu s pridavkom 2 obj.
% oxidu uhliditého. PoSas 16 h tmy sa &ast buniek pripravenych na delenie rozdeli, kad-
dd na dve rovnaké deérske bunky. V prvej svetelnej pericde cyklu sa kultira vystavi
na biele svetlo o intenzite 70 W.m~2 FAR (fotosynteticky aktivneho Ziarenia). Po 8 h
sa kultira zatemni na 16 h. Druhd svetelnd pericda prebieha pri svetle 90 Wem™2, Trvd
opat 8 h a nasleduje temnd peridda 16 h, Suchd hmotnost buniek sa po prvych dvoch cy-
kloch zvys$i na 0,8 g.l—1. Nasleduje 5 cyklov, v ktorych sa automaticky riadi trvanie
svetla a tmy v intervaloch 8 : 16 h a hustota suspenzie - na kultivdtori je umiestneny
snimad, ktory udrZuje hustotu suspenzie v rozmedzi 0,9 a¥ 1 g.l"1 suchej hmotnosti bu-
niek. Pri vysSej hustote suspenzie spusti snimad Eerpadlo, kioré dopravi do kultivdto-
ra také mnoZstvo anorganického rozitoku, Ze suspenzia sa zriedi na hustotu v rozmedzi
0,9 a% 1 g.l"1 suchej hmotnosti buniek. Rovnsky objem nadbytoénej suspenzie odtedie

Jbrublcou z kultivdtora. Syetelnd periddy tychto automaticky riadenych cyklov prebieha-
38 pri intenzite svetla 120 W.n™2 PAR ("biele" svetlo). PoSas 3 h po zatmeni sa naras-
stené materské bunky v synchronnej kultdre rozdelia na dve dcérske bunky.

PribliZne 95 % buniek v synchrommej kultire po 16 h tmy sd mladé dcérske bunky.
Takdto kultdira sa nariedi na hustotu 0,45 a% 0,5 g.l"1 guchej hmotnosti buniek a kulti-
vuje sa pri teplotd 30 °C a intenzite svetla 100 Wem™2 FAR na 8as 8 h., V priebehu sve~
telnej periddy sa such4 hmotnost buniek zdvojnisobi. Nasleduje 16 h perisdy tmy, podas
ktorej bunky vyliSia do #ivného roztoku vietok polysacharid, syntetizovany podas sve-
telnej periody. Pred dalfou periddou svetla sa z kultivdtora odoberie polovica suspen-
zie o hustote 0,9 aZ 1 g.l"1 suche] hmotnosti buniek. ZvysSok suspenzie v kultivdtori
sa zriedi anorganickym Zivnym roztokom na polovidni hustotu. Napestovani suspenzia sa
centrifuguje 15 minit pri 6 aZ 8.10° ot&¥kach za mindtu. Sedimentované bunky sa roz-~
mieSaji v Serstvom Zivnom roztoku a po 30 mindtach mieSania sa centrifugdeia opakuje.
V Eerstvom Zivnom roztoku sa rozpusti extraceluldrny polysacharid z vonkajdich vrstiev
bunkovych obalov. Obidva supernmatanty sa zlejd. Suchd hmotnost polysacharidu rozpuste~
ného v Zivnom roztoku predstavuje aZ 55 % suchej hmotnosti celkovej produkovanej bio-
masy, t.je sidtu suchych hmotnosti buniek a polysachsridu. Suspenzia o hustote 1 g.l"1
suchej hmotnosti buniek obsahuje a% 1,2 g polysacharidu v 1 litri. Uvedené hustoty sa
pouZiji v kultivdtoroch, v ktorfch vrestva suspenzie nie je vadédia ako 2 cm.

Gisty extraceluldrny polysacharid sa zo ¥ivného roztoku ziska vo forme bielej,
vo vode rozpustnej ldtky dialyzou a nasledovnou lyofilizdciou, alebo ako biela vldkni-
t4, vo vode nerozpustnd ldtka vyzrd¥anim acetdnom, etylakoholom alebo 2-propanoclom.
Chemicky je polysacharid tvoreny sacheridami (glukdza, galaktéza, xyldza, uronové ky-
geliny), 5alej obsahuje menSie mnoZstvo proteinov a sulfdtovych skupin. Viskozita roz-
pusteného polysacharidu sa nemeni pri zmendch pH; nepatrne sa zvySuje pri zahriati
roztoku na 100 °C.
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Priklad 2

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym rozdielom, %e snima& reguluje hustotu suspen-
zle v synchronizadnych cykloch na hodnotu 0,4 a% 0,5 5.1'1 suchej hmotnosti buniek pri
intenzite svetla 80 \'I.m'2 FAR a produkéné suspenzie rastd pri rovnakej intenzite svetla
v rozmedzi hustdt 0,3 aZ 0,6 g.l"1 suchej hmotnosti buniek. Suchd hmotnost polysachari-
du rozpusteného v Zivnom roztoku predstavuje aZ 60 % suchej hmotnosti celkovej biomasy,
t.j. suspenzia o hustote 0,6 g.l"1 suchej hmotnosti buniek obsshuje aZ 0,9 g polysacha-
ridu v 1 litri. Tieto hustoty suspenzie sa pouZiji v kultivdtoroch s vrastvou suspenzie
2 aZ 4 cm,

Priklad 3

Postupuje sa ake v priklade 2 s t¥m rozdielom, %e sa pou¥ije kultivdtor, v ktorom
sd bunky podas svetelnej pericdy stdle na dennom svetle. Do kultivdtora sa neleje syn-
chronnd kultdra pripravend v laboratoriu. Svetelnd peridda kon3i, ked sa suchd hmot-
nost buniek zdvojndsobi (kontrola fotomeiricky alebo gravimetrioky), &o zdvisi od in-
tenzity slnedného Ziarenia. Teplota suspenzie sa udr¥iava na 30 °C. Suchd hmotnos® po-
lysacharidu rozpusteného v Zivnom roztoku je obdobnd ako v priklade 2.

Spdsob pripravy extraceluldrneho polysacharidu a bunkovej biomasy synchrdmmou kul-
tlirou riasou Rhodella grisea mdZe ndjst pouZitie v polnohospoddrstve, vo farmaceutickom
a kozmetickom priemysle; polysacharid sa mbZe uplainif napr. ako prostriedok redukujdci
turbulenciu v kvapalindch, stabilizdtor koloidov, spojivovd alebo vyplnovd ldtka, sddast
kozmetickych pripravkov, krémov ap.

v,

Vedlajsi produkt kultivdcie je bunkovd biomasa, ktord obsahuje asi 50 hmotnostnych
% proteinov, 20 % florideového Skrobu a 20 % lipidov, je tie% zdrojom hydrofilnych pig-
mentov (Serveného fykoerytrinu a modrého fykocyaninu), lipofilnych karotenoidov a chlo-
rofylu, ktoré sa takisto dajd pou¥if vo farmatickom, kozmetickom a potravindrskom prie~
mysle.

PREDMET VYNLLEZGU

1. Spdsob pripravy extraceluldrneho polysacharidu a bunkovej biomasy synchrommou kultd-
rou riasy:Rhodella grisea v arnoganickom #ivmom médiu, vyznadujiici sa tym, Ze pro-
duk¥nd synchronna kultdra riasy Rhodella grisea s hustotou suspenzi 0,3 aZ 1,1 g.l'1
suchej hmotnosti buniek sa kultivuje pri teplote 15 aZ 35 % v aspoi 3 cykloch
7 a% 9 h svetla o intenzite aspon 70 Wom™2 fotosyntetického aktivneho Ziarenia a
15 a%Z 17 h tmy, prifom sa napestovand biomasa zberd po tme. '

2. Sp8sob pripravy extraceluldrneho polysacharidu a bunkovej biomasy podTa bodu 1, vy~
znadujici sa tym, Ze sa kultivuje klon riasy Rhodella grisea HK 1982/1/7.
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