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- ZPUSOB KULTIVACE CHLOROKOKALNICH RAS ZAMENENY NA INTENZIVNE

SYNTEZU RADIOAKTIVNICH SACHARIDU O ‘VYSOKS SPECIFICKE AKTIVITE,
ZNASENYCH RADIONUKLIDEM 1o » |

Vynélez FesL zplisob kultivace chlorokokélnich Fas vhodného typu, zamé-
reny na intenzivni syntézu radioaktivnich sacharidd o vysoké specifické ak- .
tivité, zna¥enych radionuklidem l4c, :

Priprava radioaktivnich slouenin, znadenych radionuklidem 14c, pomocs{
autotrofnich organismi, které vyu%ivajf radioaktival kyslidnik uhlidity jako
zdroj vhlfku, se v souZasné dobé ve svéts uplatiiuje predevidim pFi vyrobs
aminokyselin, b{lkovin a nukleovych kyselin, Nékteré postupy jsou predmétem

‘patentd (viz. naph. %s. patenty 100738, 121808, autorskd osvédseni &. 1511, °
1512, francouzsky patent 7208482), jiné jeou tajeny. Rovnes postupy, pou¥iva-
né-u vyrobed glycidd, znalengych radioisotopem 140, nejsou zverejnény. Pred-
poklédd se, %e i zde se k vyrobé poZadovangch sloudenin pouZivs autotrofnich
organisnmd., | ’

Dosavadni zplsob kultivace, kterého geskoslovensky monopolnt vyrobce

 radioaktivnich slouZenin -Ustav pri vjzkum, vyrobu a vyufit{ radioisotopd
pri vyrobé radioaktivnich 8lycidd, znalengch radionuklidem 140, pouZiv4, se

vyznaduje malou vfté%inostf cca 1 % z celkové inkorporované radioaktivity.

Predmetem vyndlezu Je zplsob kultivace chlorokokélnich Fas'vhodného ty-
- Pu, zaméreny na intenzivni syntézu radioaktivnich sacharidd o vysoké speci-
fické aktivite, znadenych radionuklidem 140, Jjeho% podstata spodivs v tom,
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e kultivace se provédi za teploty 35 a% 38. °c, Ke kultivaci se pouZiae po= '
pulace dcérinngch ‘bunek aynchronni kultury, prifem? tato populace prochézi
pred zahé jenim vyrobniho cyklu prodlouZenou temnou perlodou cyklue Pri tomto
usporédéni pokusu je inhibovéna syntéza nukleovych kyselin a stimulovéna
syntéza glycidd. Beéhem Jjednorézové, pouze nekolikahodlnové kultivace, kterd
je predpokladem pro prefiti organismu, rostouciho v pritomnosti radloakt1v- :
nfho kysli¥niku uhli¥itého jako Jedlného zdroje uhlfku, se dosdhne syntézy
v¥znamného mnoﬁstvi skrobu. a sacharozy, a tim i vysoké specifické akt1vity
produktd.

Inhibitorem syntézy nukleovjch kyselln a bilkovin je vysoké pro dany
kmen ‘subletdlni teplota. Fotosyntetickd aktivita a r&stové rychlost jsou
atejné jako za optimélnich kultivaénich podminek.

Podminkou zddrného pr&behu vyrobni kultivace Je, aby nésada ras, se kte—'
rou se vyroba zaéiné méla poZadované vlastnosti. Priprava néaady vietne za-
_rizeni ve kterém probihd, je proto aouéésti popisovaného. vynélezu.

Vzhledem k tomu, Ze odezva kultivované populace bundk. na zésah do jeji-
hHo metabolismu je rdzné v rdznych fézich ¥ivota butiky, Jje pro dosaZeni vyso-
kych vyterkd a ziskéni produktu o vysoké spec1fické aktivite nutné pouZit
synchronni populace, tj. populace, ve které jsou viechny buﬁky ve steaném
stadiu Zivotntho cyklu. Synchronni kultura umoZiiuje rovneﬁ regulovat mno¥stvi
 glycidd, predevaim Bkrobu, v bufikdch phed zaddtkem kultivace na 4c0,. Toto
startovni mno¥stvi glycidd, které z hlediska dosa%ent vysokych spec1f1ckych
aktivit musi byt co nejni¥f, se reguluje jednak délkou temné periody syn-
chronniho cyklu a teplotou,'pii které ddleni materskych bunék na bullky dcé-
- rinné probihé, aednak pouziti{m specifickych létek, které beéhem temné per:ody
cyklu aktivujl plsobeni enzymd, urychlujfeich Stépeni glycidﬁ.

Predkultivace v atmosfére 1400 i vlastni vyrobni kultivace ‘se provéde-
ai v kultivadnim zarizeni tého% typu. Seatévé ze sklenéného kultivadniho v
vélce s dvojitym pléstem (mezlproatorem protékd chladivo, zajistujfct opti-
‘mélni teplotu kultivované suspenae) o pracovnim objemu 750 ml. V kultiva&nim
prostoru je suspenze ras vystavena fotosynteticky udinnému’ zéreni, prlﬁemz
je intenzivné michédna a sycena kysli&nikem uhliéitym, probublévaaicim suspen-
z{ ve smeei Coz/vzduch.

Prisludenstvi vyrobniho kultivétoru sestévd z :

1) ozarovaciho teleaa U-tvaru, osazeného dvema lempami typu Nitrafot o celko-
vém prikonu 1, 000 W. Vnitini strany télesa jsou pokryty zreadlovymi plo- :

, ehami rovné% odrazové zadni stena ae kryta grcadlem. ‘PriloZeni osveétlo-

- vaciho U-teélesa k zadni zreadlové etene umo¥iiuje uplné uzavreni kutivadni-
ho vdlcée v prostoru ozarovaciho teleea. Intenzita fotoaynteticky d&inného
zéreni (FAR), dopadaaiciho na &elni sténu kultivédtoru, se meri fytoaktino-
mstrem, tj. &idlem, neselektivné citlivym v oblasti totoeynteticky déin-
ného zéren{ v rozmezi 400 aZ T00 nm a Je plynule naatavitelné pomoci

b'tranaformétoru, regulujiciho vstupni napeti.
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2) vyvijele 4002, -zapojeného do okruhu cirkulace sme81 COz/vzduch. 4CO se
. uvoliiuje ve vyvijedi ze surov1ny, kterou je Ba 4003, ddvkovénim kyselzny.
Do cirkulainfiho okruhu je zarazen indikdtor koncentrace 4002 v plynné

smesi vlastni cirkulsace sme81 je zaji¥teéna éerpadlem,

3)'absorp6ni nddoby na pohlcent 14002, kterd se pripojuje do okruhu atmosfé-

ry, cirkulujfct aparaturou, po ukonéené kultivaci nebo kdykollv Je treba
kultivaci prerudit;

4) vyvevy, prlpogené pres absorbér 1400 na plynny prostor aparatury. PouZi—,
vé se ji pro vytvoreni podtlaku, ktery indikuje tesnost aparatury a zne-
moZﬁuJe Unik plynné smesi do vnegéiho prostoru;

5) chladlciho zarizent, tvoreného ultratermostatem, zapogenym pres kontaktni
teplomer v uzavreném okruhu s kultlvétorem. '

Priklad provedeni

K vyrobni kultivaci se pou%ije chlorokokdlni Fasa Chlorella vulgarls
BEIJERINCK, kmen OM -12/1975, Jeji¥% kmenové kultura se prechovdvé ve zkumav-
vkéch na éikmych agarech, nasycenych minerélnim Zlvnjm roztokem, pri teplote
15 °C a intenzite ozéreni 10 W.m -2 FAR.

’

a) Priprava kultury

Kultura se z agaru prevede do tekutéhe Zivného roztoku nésledugiciho
slo¥ent: .

KNO,, 1g.17%, MgSO, . 7 H20 i g-1™! KH,P0, 680 mg.17l,
Ca(N03)2 + 4 H,0 10 mg . 17, chelatonét %elezito-sodng 18,4 mg.1-l (obsah
* 5,6 mg.1 1) H4B0, 6 18 mg 171 a stopové tdzke kovy:

Cu 0,635 mg.l 1, Mn 0,6 mg.1™ , Mo 0,96 mg.l 1, Co 0,59 mg.l 1. K dpravé pH
na hodnotu 6,8 se priddvé do ¥ivného roztoku potrebné mno¥stvi KOH.,

V uvedeném Zivném roztoku se kultura pestuae v kultlvaénim vélci o obje-
.mu 300 ml pri ozdrent 50 W.m , teplote 27 °C a takové koncentraci Co, ve
smeési se vzduchem, kterd odpovidd 2 % rozpuéteného CO v suspenzi a¥ do hus-
_toty zal4tku staciondrni féze rdstové krivky (neaéastegm 5 dnf). Takto prl-
pravena kultura, prevedend do kultivadnfho vélce vyrobniho typu, se synchro-
nizuje, Synchronizace se provéddi metodou stridsénf period svetla a tmy (zpdsob
proveden{ viz napr. DOUCHA. Synchronous cultures; Algal Assays in Eutrophica-
tion Monitoring, Stuttgart 1978). Synchronni, po ka¥dém cyklu redeénd kultura
se péstuje v rozsahu optickyeh hustot Y0 1150 (zaldtek sveételné periody) a%
1,200 ( po rozdeélent materskych bunék na buiiky dcerinné) pri ozérenosti FAR
150 Wem 2, teplote 27 % a.2 % rozpudténého 002 v suspenzi. Za téchto podmi-
nek trvé svetelnd perioda synchronnfho cyklu 14 hodin, temné perioda 8 hodin
a primeérnd specifickd ridstové rychlost kultury @ = 0,22 nL, po 3-4 cyklech
je kultura pripravena k vyrobni kultivaci.
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Béhem.pfedkultivace i vyrobni kultivéce‘jsou prﬁbéiné sledo?ény a- kori-
' govény nésledujici ddaje: '

1) teplota suspenze

2) pH suspenze o

3} koncentrace CO,, rozpuéteného v suspenzi

4) optickéd huatota suspenze

5) intenzita FAR, dopadaaici na povrch

6). kult:vaéni kyvety.

Optickd hustota se mé»i v 5 mm kyvetd pri vlnové délce 750 nm na foto-
. metru SPECOL. Znésobime -1i hodnotu optické hustoty koeficientem

0,65, dostaneme -y rozsahu pouZivanych kultivadnich huatot populace-

pribli%nou. hodnotu suéiny res.

b) Vy¥robni kultivace

Temnéd perioda poeiedniho pfédvyrobnihp synchronniho cyklu probihé po
dobu 13 hodin. Hodinu pred ukonZenim temné periody cyklu se ve yyrobnim kul-
tivadnim v4lei pripravi 750 ml nového ¥ivného roztoku, ktery je zbaven vedke-
rého fyzikdlne rozpusteného neradioektivniho kysli&niku uhligitého. Poté se -
nasyti roztok radiocaktivnim kysliénikem uhlzéitym (rovnovéZny stav v suspensi
vrozpuéteného 1400 8 atmosférou obsahujici 2 % 4002 nastane asi po 30 minu-
téch intenzivniho probublévéni) Po nasyceni se do vdlce vpravi takové mno¥-
stvi promytého rasového inokula, aby startovni hustota suspense byla 400 ng
'suélny.ml . Inhibice syntézy nukleovych kyselin a proteind, doprovézenou
néslednou intenzivni ayntézou glycidl, se doséhne kultivact pri vysoké, pro
dany kmen subletdlni, teplote v rozmezi 35 a¥ 38 °C pri které probéhne na
svetle vlastni destihodinovy vyrobni cyklus. Poééteéni ozérenost 130 W.m
FAR se po &tvrté hodine zvyif na 180 Wem~ -2 FAR. Po ‘ukonZen{ kultivace se
suspenze Yas ochlad{ na 2 °C a pri této teploté centrifuguje. Ziskany rasovy
aediment je v§chozim radioaktivnim produktem pro vlastni zpracovéni. Pribeh
syntézy ‘Ekrobu a sacharozy, vyjddreny v aug/ml suspenze a v procentech su¥i-
ny Tes, je uveden na obr. 1 a 2. Specifickd aktivita sacharozy a glukozy po
hydrolyze ¥krobu v prﬁbehu kultivace je uvedena na obr. 3.

Pfedmeéet vynédlezu

Zpdsob kultivace chlorokokélnich ras, ‘zeméreny na intenzivnt syntézu
radioakt1vnich sacharidﬁ o vysoké specifické aktivite, znadenych redionukli-
40, vyznaleny tim, ¥e se kultivace provédi zs teploty 35 a% 38 % a xe
kultivac1 se pou%ije populace dcérinnych bunék synchronni kultury, pridems
tato populace prochézi pred zahdjenim vyrobntho cykla prodlouﬁenou temnou
- periodou eyklu. .
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