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Produkéni kmen fasy Bracteacoccus bullatus pro produkci oleji s obsahem
esencialnich nenasycenych mastnych kyselin, zpisob produkce téchto oleju a pouziti

tohoto kmene pro pramyslovou produkci téchto oleji

Oblast techniky

Vynalez se tyka produkéniho kmene fasy Bracteacoccus bullatus, produkujiciho oleje

s vysokym obsahem polynenasycenych mastnych kyselin.

Dosavadni stav techniky

Esencialni mastné kyseliny jsou nepostradatelné pro spravné fungovani organismu, ale
Slovék a vétdina savcl si tyto latky nedovede syntetizovat. Striktné vzato, jsou primarne
esencidlni pouze dvé mastné kyseliny, tj. kyselina a-linolenova — polynenasycena mastna
kyselina omega-3 (w-3) a kyselina linolové — polynenasycena mastna kyselina omega-6 (w-
6). Podminéné esencialni je ale vétsina polynenasycenych mastnych kyselin neboli PUFA, {j.
Poly Unsaturated Fatty Acid, které obsahuji ve svém uhlikovém fetézci vice nez jednu
dvojnou vazbu. Tyto kyseliny neslouZi jen jako zdroj energie, ale jsou prekurzory biblogicky
aktivnich latek, z nichZ Ize napf. jmenovat thromboxany nebo prostacykliny, latky kontrolujici
srazeni krve.

Podle chemického sloZeni, resp. struktury rozlisujeme nékolik skupin. w-3 Mastné kyseliny
obsahuiji dvojnou vazbou na tietim atomu uhliku od konce uhlovodikového fetézce. Lze mezi
né fadit kyselinu a-linolenovou se zkratkou ALA, tj. 18:3w-3, kterd obsahuje osmnact
uhlikovych atomu a tfi dvojné vazby, a kyselinu hexadekatetraenovou, tj. 16:4w-3, ktera
obsahuje Sestnact uhlikovych atomu a &tyfi dvojné vazby. w-6 Polynenasycené mastné
kyseliny maji posledni dvojnou vazbu v pozici w-6, coz znamena Sesty uhlik od methylového
konce. Patii mezi né& predevéim kyselina linolova se zkratkou LA, tj. 18:2w-6, ktera obsahuje
osmnact uhlikovych atoml a dvé dvojné vazby, a kyselina y-linolenova se zkratkou GLA, t.
18:3w-6, ktera obsahuje osmnact uhlikovych atomu a tfi dvojné vazby.

Polynenasycena kyselina a-linolenova je biosyntetizovana kaskadou reakci vychazejicl
z kyseliny olejové za pouZiti enzyml delta 12- a dale delta 15- desaturaz. Je soucasti
nékterych, takzvanych vysychavych rostlinnych oleju. F’olynenasycené ‘kyselina
hexadekatetraenova je biosyntetizovdna z kyseliny palmitolejové za pomoci enzymu
desaturaz. Jedinym zdrojem této kyseliny jsou pouze niz$i fotosyntetizujici mikroorganizmy,



predevéim moiské nebo i sladkovodni fasy, kde obsah této kyseliny dosahuje az desitek
procent. Tyto esencialni latky jsou nezbytné jako doplnék zdravé lidské vyZivy i jako pridavek
krmeni rybam v akvakulturach &i zooplanktonu, ktery potom slouZi jako rybi potrava.

Kyselina olejova je vy38i mononenasycena kyselina, které ve své molekule obsahuje jednu
dvojnou vazbu, a je obsaZena v riznych Zivocisnych tucich a rostlinnych olejich. Tato
kyselina tvofi napt. 55 aZ 80 % olivového oleje. Kakaové boby ji obsahuji 35 %. Je
prekursorem syntézy esencidlni a-linolenové kyseliny, tedy dalSi vyznamnou potencialni
komponentou nutrinich pfipravkli. Za dal§i vyznamnou mononenasycenou mastnou
kyselinou se povazuje kyselina cis-vakcenova, ktera se bézné vyskytuje v tuku pfezvykavct,
v savéim mléce, masle a jogurtu. Polynenasycené mastné kyseliny jsou hlavnim Einitelem v
pfiznivém vlivu tzv. stfedomofskeé diety, jejiz soucasti jsou napf. moiské ryby. Samotné ryby
je v8ak netvofi, ale pfijimaji je pfes zooplankton z morského fytoplanktonu. Pfi tomto
~ pfedavani ale jsou zakonité ztraty v jednotlivych stupnich potravniho fetézce, a proto je
vyhodné tyto mezistupné& vynechat. Pro vegany, vegetariany a pro ty, co neradi jedi ryby,
existuje zde také moznost nahrady v podobé kvalitnich dopliki stravy.

Mastné kyseliny jsou cenné produkty, obvykle viak jednotlivé organismy pfevainé produkuji
jen jednu skupinu mastnych kyselin v zavislosti né jejich biosyntetickych schopnostech.
Obsah Zadanych latek je vSak pouze jednou z podminek UspéSnosti biotechnologicke
produkce. Organismus pro venkovni kultivace musi dale snadno rist v daném zafizeni, musi
mit urditou odolnost proti technologickému zachazeni, jako jsou napf. stfizné sily
(mechanické vlivy) vznikajici pfi Eerpani, musi snaSet oscilace teploty a intenzity svétla, atd.
U venkovnich kultivaci odpad4 nékladné zajistovani tepelné a svéteiné energie, nebot
Slunce dodava energii pfirozenym zplsobem. V podminkach mirného pasu je v8ak moZne
provozovat venkovni kultivace fas jen po omezené obdobi roku, kdy jsou teploty i sluneéni
zafeni dostate&né vysoké pro rust téchto mikroorganismu. Proto se neustale hledaji a testuij

nové organismy s vyhodnymi viastnostmi.

Rasy maji velky potencial pouZiti v biotechnologii diky své vysoké rustové rychlosti a
moznosti primysiového péstovani v suspenznich kulturach, které jsou snadno technicky
ovladatelné a automatizovatelné. Navic mohou byt kultivovany i v lokalitach nevhodnych pro
klasické plodiny, protoze nevyzaduji Grodnou pudu, napf. v poustich, na stfechach
pramyslovych objektl, atd. V kultivatorech s piné umélym svétiem pak mohou byt péstovany
kdekoli. Jsou znama feSeni vyuZivajici kmeny fas pro produkci oleju s obsahem
nenasycenych mastnych kyselin, kde je napf. vyuZito fasy rodu Monoraphidium k produkci
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zejména kyseliny hexadekatetraenové a kyseliny stearidonove, jak je popsano v CZ 306738.
Podobné dokument CN 105296553 popisuje zplUsob kultivace fasy rodu Monoraphidium
k produkei jiné kyseliny, a to kyseliny fulvonové pouzité nasledné pro pfipravu bionafty.
Nevyhody téchto fedeni spogivaji zejména vtom, Ze tyto fasy produkuji pouze jeden,
piipadné dva typy mastnych kyselin a péstovani téchto fas tedy slouZi k produkci oleju s

obsahem jedné, pfipadné dvou specifickych mastnych kyselin.

Se zménou zpUsobu stravovani v poslednich stoletich dochazelo i ke zméne typu
konzumovanych mastnych kyselin. Rychly vyvoj spolecnosti, pfedevsim zapadni civilizace,
po druhé svétové véice vedl i ke zméné konzumovanych poméri w-6 a w-3 PUFA, a to
predevdim diky velké spotfebé rostlinnych olejl. NaduZivani rostlinnych oleju posunulo
pomér zidediniho poméru w-6/w-3 1:1 az 1:0,25 dle doporuceni Svétové zdravotnicke
organizace (WHO) na téméf neuvéfiteinych 1:0,1 aZ 1:0,03, coZ jsou hodnoty typicke pro
obyvatele Evropy a USA. Tato zména poméru nese s sebou celou fadu komplikaci,
spodivajici pfedevsim ve zvy$eném vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni, zvySuje se
riziko rakoviny a autoimunitnich nemoci, dusevnich poruch, zhorSeni paméti v podobé
Alzheimerovy choroby, dochazi k retardaci vyvoje, porucham zraku, svalové slabosti a tresu,
dyslipidémii, inzulinové rezistenci, vysokému krevnimu tlaku, tromboze, cukrovce, astmatuy,
nadvaze, atd.

Jako potvrzeni vy3e uvedenych faktl, uvadime pfiklady pomérid w-6 a w-3 PUFA
v nékterych biotechnologicky kultivovanych fasach vychazejici z publikace Lang et al. 2011
(DOL: 10.1186/1471-2229-11-124): U bézné velkoobjemové kultivovanych fas, jako je napf.
Chlorella je pomér w-6/w-3 1:0,40, Parachlorella kessleri (dfive Chlorella kessleri) 1:0,19,
Scenedesmus 1:0,45. U sinic se pohybuje pomér téchto mastnych kyselin od 1:0,30 -
- Spirulina (Arthrospira), a2 po pfipady, kdy sinice neprodukuje Zadné w-3 PUFA. Maji tedy
tento pomér daleko hordi a téméf podobny b&znym rostlinnym olejim, napf. fepkovému
1:0,5, sojovému 1:0,14, olivovému 1:0,07 nebo sluneénicovému oleji, ktery neobsahuje w-3
PUFA.

Ukolem vynalezu je najit vhodny organismus, ktery by byl schopen produkovat oleje
s vysokym obsahem nenasycenych mastnych kyselin pfi kultivaci v otevienych systémech
ve stfedoevropskych podnebnych podminkach po cely rok, ktery by byl s vyhodou schopen
rast i za nizsich teplot a nizsiho zafeni, a ktery by byl schopen produkovat oleje s vysokym
obsahem polynenasycenych mastnych kyselin i béhem chladného obdobi, kdy bézné sinice



a fasy prakticky nepfirustaji, a ktery by rostl autotrofné a byl dostatetné rezistentni proti

kontaminaci jinymi fasami, sinicemi a bakteriemi.

Podstata vynélezu

Tento Uko! fe$i kmen fasy Bracteacoccus bullatus, ktery ve smyslu tohoto vynalezu
predstavuje produkéni mikroorganismus pro ziskavani olejd s vysokym obsahem
nenasycenych mastnych kyselin. Produkéni kmen fasy Bracteacoccus bullatus je ulozen ve
sbirce Botanického Ustavu AV CR, Trebof, Dukelska 135, pod pfiristkovym Cislem CCALA
1120: Bracteacoccus bullatus kmen Cepak et Lukavsky 2011/13. Vynélez se dale zabyva
primyslovym pouzitim tohoto kmene a dale zplisobem produkce olejt a obsahem

nenasycenych mastnych kyselin v pramyslovém kmeni této fasy.

Tento kmen s vyhodou produkuje oleje, ve kterych z celkového obsahu mastnych kyselin
pfedstavuji nenasycené mastné kyseliny 53 %// hmotn. Ty jsou povaZovany za esencialni tj.
nezbytné, nebo alespoi pfiznivé pro zdravi obratlovcl véetné ¢lovéka. Ve vyhodném
provedeni kmen produkuje olej s obsahem vy$8im nez 18,3 % hmotn. kyseliny linolové,
vy$8im nez 17,4 % hmotn. kyseliny a-linolenové, vy$§im nez 22,6 % hmotn. kyseliny olejove
a vy$8im nez 2,4 % hmotn. kyseliny vakcenové. Mononenasycena kyselina vakcenova
snizuje obsah celkového i LDL cholesterolu a triglycerid(. Mononenasycené kyselina olejova
je prekursorem kyseliny a-linolenové. Kyselina linolova a kyselina a-linolova pfedstavuji
polynenasycené esencialni mastné kyseliny. Kmen Bracteacoccus bullatus CCALA 1120
obsahuje dané PUFA w-6/w-3 v poméru 1:1,16, ¢ili je pomérné blizko idealnimu poméru 1:1,
ktery doporucuje WHO.

Bufiky kmene Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 jsou znazornény na obr. 1, jak se jevi ve
 svéteiném mikroskopu. Jsou kulovité, fidce hrudkovité, jak zobrazuje obr. 1d, s primérem
- dospélych bunék 15 aZ 17 um, jak je zndzornéno na obr. 1a aZ 1e a 1i, kde na obr. 1b jsou
mladé buiiky, na 1a a 1e jsou aplanospory. Chloroplasty je kolem deseti v dospélé burice,
jsou diskovité, nasténné, bez pyrenoidul jako zobrazuje obr. 1c. Rozmnozovani je tvorbou
vétsiho poétu zoospor, kterych mizZe byt az 128, jak je znazornéno na obr. 1d, 1f, 1j, jsou
kulovité, ovaliné aZ kapkovité, se dvéma stejnymi biciky vychézejicierl:imz apexu, papila je
nevyrazna, drobna kulovita, &ervena ofni skvrna je uloZena vzadni Casti bunky na
pristénném chloroplastu, jejichZ poget je 1 az 2 v zoosporach, coz zobrazuje obr. 1g a 1h.
Déle jsou v zoosporach pfitomny dvé pul';:ljici vakuoly, které jsou umistény v apexu.

Zoospory se zaénou pohybovat jiz uvniti matefské buriky a nékdy se uvolni a aktivné plavou.



Byla pozorovana tendence k parovani, &ili mohou fungovat i jako gamety, jak je znazornéno
na obr. 11 a 1m. Po né&jaké dobé& pohybu uvniti matefské buriky se zoospory pfestanou
pohybovat, coZ reprezentuje obr. 1j, ztrati biCiky, zakulati se a postupné se méni na
aplanospory, tedy rozmnozovaci bufiky, které maji vzhied zoospor, maji jesté néjaky Cas
éervenou oéni skvrnu a pulgujici vakuoly, ale jsou nepohyblivé, protoZe ztratily biCiky, jak
zobrazuje obr. 1a a 1e. Ty potom ztrati i oCni skvrnu i puéujici vakuoly a podobaji se své
matefské burice, ize je proto povaZovat za autospory, tedy nepohlavni rozmnoZovaci buriky
morfologicky podobné matefské bufice o priméru 3 az 5 pm na obr. 1i. Zoospory,
aplanospory, autospory, dospélé buiiky do sebe pfechazeji plynule. Potom dorustaji do
velikosti 15 a2 17 pm. Ve starych bufikach se postupné tvoii tmavé Cervena barviva.

Na zékladé analyzy jaderného molekularniho markeru ITS2 rDNA byl kmen CCALA 1120
uréen jako Bracteacoccus bullatus. ITS2 - “internal transcribed spacer” - je nekddujici oblast
mezi dvéma kodujicimi iseky 5.8S a 26S rDNA a je pouzivana jako vhodny marker pro
studium blizce ptibuznych druh(i die Coleman 2003 (DOI:10.1016/S0168-9525(03)00118-5).
Na obr. 2 je zndzornéno porovnani sekundami struktury transkiptu ITS2 rDNA kmene
CCALA 1120 s dal$imi blizce pfibuznymi 14 kmeny v ramci druhu Bracteacoccus bullatus
zahmutymi ve studii Fugikové a kolektivu (2012) (DOI:10.1127/0029-5035/2012/0067).
Nukleotidové zmény téchto kmeni oproti kmenu CCALA 1120 jsou znézornény znaky podel
sekundarni struktury. Pokud se zména vyskytla pouze u nékterych kmenu, tak je pfislusnost
vyznagena malym pismenem v kurzivé (a — KF10, b - SAG 2032, ¢ - KF65, d -~ KF22, e -
KF72, f - KF34, g - KF3, h — CCALA 69). Sekvence ITS2 byla totoZné mezi kmeny KF65,
SAG 2317, UTEX 345, BCP-CNP2-VF8, BCP-UT8-26 a Broady 420, vdechny tudiz
oznadeny jako ¢. Déle tato sekvence byla identickd mezi kmeny KF3 a BCP-CNP1-VF10,
spoleéné oznadeni zde jako g. Sekundarni struktura ITS2 porovnavanych kmend vykazovala
typické znaky pro eukaryotnl organismy, jmenovité pfitomnost ctyr helix (1. az IV.) a
neshodu pyrimidinova bazq—{pynmldmova baze na druhém helogé - oznadéeno Sipkami.
_Sekundarni struktura ITS2 je spolena s tzv. CBC.druhovym konceptem (Coleman 2000, DO!:
10.1078/1434-4610-00002). CBC neboli kompenzaéni zména bazi je takova zména na obou
stranach struktury, které zajisti parovani mezi nukleotidy. Pro kmeny Bracteacoccus bullatus
nebyla nalezena 2adna CBC, coz naznaluje, Ze vSechny tyto kmeny predstavuji jeden druh.

Vétsina kmen(i rodu Bracteacoccus bullatus byla izolovana z pidy, kmen Bracteacoccus
bullatus CCALA 1120 byl izolovan ze snéhu v pohofi Sierra Nevada ve Spanéisku v r. 2011.
Bracteacoccus bullatus patii do tfidy Chlorophyceae, tedy do tfidy zelenych fas, kde jako
zasobni latka slouzi olej nebo $krob. Obsah celkovych oleji v biomase intenzivné rostouci



kultury Bracteacoccus bullatus je i pfes 30 % v susiné, nenasycené mastné kyseliny tvofi
45 8 % celkového mnozstvi mastnych kyselin. Priibéh teploty kultivaéniho média a intenzity
fotosynteticky aktivniho zafeni neboli FAR v rozmezi vinové délky 400 az 700 nm jsou
uvedeny na obr. 3. Bracteacoccus bullatus roste v Sirokém rozmezi teplot a zafeni,
kratkodobé prezil teplotu -1 °C i +35 °C.

Predmétem vynalezu je také zpusob produkce olejil s obsahem nenasycenych mastnych
kyselin, zejména kyseliny linolové, kyseliny a-linolenové, kyseliny olejové a kyseliny
vakcenové v produk&nim kmeni fasy Bracteacoccus bullatus CCALA 1120. Podstata
vynalezu spoéiva v tom, Ze produkéni kmen fasy se kultivuje v teplotnim rozmezi 5 aZ 30 °C,
s vyhodou v teplotnim rozmezi 10 az 16 °C. Protoze dany kmen fasy Bracteococcus bullatus
CCALA 1120 byl ziskan ze snéhu, jeho kultivace je mozna i pii nizkych teplotach. Kmen je
psychrotolerantni, coz znamen4, Ze kratkodobé ochlazeni i pod 0 °C mu nevadi. Typickym
prikladem jsou jarni mraziky, které fasa bez problému prezije, na rozdil od kultur ras
Chilorella a jim podobnych, které pii teploté pod 0 °C zmrznou. Divodem této odolnosti je
ziejmé vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin v bunce.

Vyhody produkéniho kmene fasy Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 podle tohoto
vynalezu spotivaji zejména ve schopnosti produkce oleji s vysokym obsahem
polynenasycenych a mononenasycenych mastnych kyselin, pfi kultivaci v otevienych
systémech v stfedoevropskych podnebnych podminkach po cely rok, tedy ve schopnosti rust
i za nizSich teplot a nizsiho zafeni. Produkéni kmen Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 je
schopen produkovat nenasycené mastné kyseliny i b&hem chladného obdobi, kdy b&Zné
sinice a fasy prakticky nepfirGstaji, roste autotrofné a je dostatetné rezistentni proti
kontaminaci jinymi fasami, sinicemi a bakteriemi. Jeho vyuZiti mGze prodlouzit kultivaéni
sezoénu pfislusnému primyslovému zafizeni. Zaroven je tento kmen odolny i vaci vy$Sim
teplotémga proto nehrozi nebezpeéi odumfeni pfi oscilaci teploty béhem zimniho slunecného

dne.
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Objasnéni vykrest

Uvedeny vynalez bude blize objasnén na nasledujicich vyobrazenich, kde:

obr. 1

obr. 2

obr. 3

obr. 4
obr. 5

obr. 6

obr. 7

zobrazuje riizna stadia Zivotniho cyklu kmene Bracteacoccus bullatus CCALA 1120
pozorovana pod svételnym mikroskopem; a — aplanospora s pulg—ujici vakuolou; b —
mlada buiika; ¢ — dospéla burika; d — matefskd dospéla burika hruskovitého tvaru
délici se na zoospory; e — aplanospory se svétloCivnou skvrnou; f — bufika se
zoosporami; g, h — zoospory; i — autospory; j — dospéla burika se zoosporami; k —
zoospora; |, m — kopulace gamet; méfitko 10 um plati pro vSechny obrazky vyjma g,
h, kde jsou rozméry 3x6 pm,

zobrazuje srovnani sekundarni struktury ITS2 rDNA transkriptu kmene CCALA 1120
s dal§imi kmeny v ramci druhu Bracteacoccus bullatus,

znazoriuje prubéh intenzity FAR a teploty kultivaéniho média pfi venkovni kultivaci,
22.3.az 1. 5. 2017, teploty jsou vyrovnany klouzavymi priméry s krokem 1 den,
znazoriiuje prabéh rustoveé kfivky pffi venkovni kultivaci,

zobrazuje tabulku obsahu mastnych kyselin a lipidd pfi poloprovozni kultivaci
Bracteacoccus bullatus CCALA 1120,

znazoriuje tabulku sloZeni zasobnich roztokd pro pfipravu média Z8, Fe-EDTA
roztoku a Gaffronova roztoku mikroelementa, , ,
znazorfiuje tabulku sloZeni zésobnich roztokl pro pfipravu media 881/2 a roztoku

mikroelement.



Priklad uskutecnéni vynalezu

Rozumi se, e dale popsané a zobrazené konkrétni pfipady uskute¢néni vynalezu jsou
predstavovany pro ilustraci, nikoliv jako omezeni vynalezu na uvedené priklady. Odbornici
znali stavu techniky najdou nebo budou schopni zajistit za pouZiti rutinniho experimentovani
vétsi &i mensi pocet ekvivalentl ke specifickym uskuteénénim vynélezu, ktera jsou zde
popsana. | tyto ekvivalenty budou zahrnuty v rozsahu nasledujicich patentovych narokd.

Pfiprava inokula

Kmen Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 je uchovavan ve Sbirce autotrofnich organismui
Botanického ustavu AV CR v Treboni jako rostouci kultura ve zkumavce na Sikmém agaru
s médiem Z8, pfi cca 15 °C, pod zafivkovym osvétlenim 46 pmol.m=2.sec™. Z této kultury je
kmen predpéstovan vsadkovou, stacionarni kultivaci na kapalném médiu Z8, jehoZ sloZeni je
znézornéno v tabuice na obr. 6, ve sklenénych lahvich, o objemu 2 L. Do 700 mL destilovane
vody je pfidano po 10 mL jednotlivych mikroelementu z obr. 6 ze zasobnich roztokd, 0,2 mL
Fe-EDTA roztoku a 0,08 mL Gaffronova roztoku mikroelementu, jejichz slozeni je taktéz
zobrazeno na obr. 6. Cela smés je nasledné doplnéna destilovanou vodou na objem
1000 mL. Dvoulitrové lahve nejprve obsahuji 250 mL média a postupné po zhoustnuti
suspenze je objem doplfiovan na celkovy objem 2000 mL. Michani suspenze a syceni CO;
je zajisténo probublavanim nadbytkem vzduchu se 2 % obj. CO2 pomoci trubicky zavedene
na dno lahve, aeraéni smés je filtrovana pfes membranovy bakteridlni filtr Milipore (Midisart
2000, PT FE IN) s péry 0,2 /Jr¢1m [ahve jsou umisté&ny ve vodni lazni, kde je teplota udrzovana
pod 10 °C kompresorovym chladicim okruhem. Sklenénou sténou je lazef z boku nepretrzité
osvétlovana LED panely s intenzitou FAR s energii 180 pmol.m.sec, coz pfedstavuje cca
pétinu sluneéni intenzity. Na za&atku kultivace a po kazdém zvySeni objemu je intenzita
svétla na prvnich 5 dni snizena na 90 pmol.m=2.sec™, dokud kultura viditelné nezhoustne.

Poloprovozni kultivace S . I A e

Poloprovozné byl kmen Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 péstovan na plosiné firmy BCS
Engineering Brno, umisténé ve skleniku Botanického Ustavu v Treboni, tedy v klimatickych
podminkach stfedni Evropy. Sklenik byl pfitdpén, pouze pokud vnitini teplota klesala
pod 8 °C. Jedna se o ploginovy kultivator se sklonénou Sikmou plochu o déice 12 m a Sifce
1 m, spad 15 cm, objem 150 L. Tento typ je uréen pro velmi husté suspenze v tenké vrstvé
do 10 mm. Rozpéstovani ze sbirkové kultury je provedeno analogicky, jako je popsano vyse.
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Narostié inokulum bylo pfevedeno celé do 150 L média S81/2, které je pro vy$s$i obsah Zivin
optimalni pro pramyslovou kultivaci, jeho sloZeni je znazornéno v tabulce na obr. 7.
Pro velkoobjemovou kultivaci na plodiné je mozné odvazené chemikalie sypat pfimo
na plodinu a nechat jednotlivé rozpustit ve vodovodni vodé s otevienym pratokem COz. Do
média je davkovan CO, zavedenim pfed odstiedivé erpadio pro rychle vstiebani suspenzi
fas a jeho koncentrace je regulovana na 5 L.hod™'. Po celou dobu kultivace je teplota
suspenze a intenzita FAR zaznamendvana v desetiminutovych intervalech pomoci
dataloggerd Minikin (EMS, Brno).

Rasa byla v poloprovoznim méfitku péstovana 22. 3. az 1. 5. 2017. Obr. 3 zobrazuje teploty
kultivaéniho média a intenzity fotosynteticky aktivniho zafeni FAR. Teplota suspenze kolisala
v rozmezi 5 az 30 °C, pfipadné 35 °C, obvykle se pohybovala kolem 15 °C, aritmeticky
prumeér byl 15,8 °C. Hodnoty FAR oscilovaly v rozmezi 0 az 1000 pmol.m2.sec”!, pfipadné
1700 umotl.m2.sec™. Obr. 4 zobrazuje prubéh rustové kfivky, pii venkovni kultivaci. Rustova
kivka byla hodnocena denné, méfenim optické hustoty pfi 750 nm pfistrojem Shimadzu UV-

—1650 PC v kyvetach s tloustkou suspenze 1 cm, eventuelné po fedéni. Narostla biomasa
byla sklizena odstiedénim v odstfedivce EVODOS 10 pii 7000 otaéek/min, zmrazena na -20
°C a pozdsji lyofylizovana neboli vakuové odmrazena pfi tlaku 0,05 hPa. Sklizeno bylo
celkem 1271 g suSiny po 40 dnech tj. 1,76 g.m=2.den".

Na objem suspenze je to 0,14 g. L™ . den™. Obsah nenasycenych mastnych kyselin
stanovenych v su$iné kmenu Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 je zobrazen v tabulce na
obr. 5. Pii obsahu polynenasycenych mastnych kyselin, linolové (18,3 %) a a-linolenové
(17,4 %) z celkového mnozZstvi mastnych kyselin (30 % susiny) byla jejich produkce ALA =
0,15 a LA = ,16 g.m2.den"'. Mikroskopicky rozbor prokazal, Ze fasa dobfe snasi mechanické
namahani odstiedivym ¢erpadlem, takze mize byt péstovana v béznych typech kuitivatory,
které se jiz b&2né& pouzivaji pro komeréni produkci biomasy fas a sinic jako napf. Spirulina ¢i
Chlorella. : : : -

Susina biomasy ~

Susina biomasy j€ stanovena vazkove centrifugaci vzorku 20 min pfi, BOOOLg, v plastovych,
predvazenych zkumavkach Eppendorf o objemu 2 mL. Sediment je vysusen pfi 105 °C do

konstantni vahy a zvazen. it @)
{ ector ju
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Identifikace mastnych kyselin

100 mg lyofilizované biomasy je zmydelnéno 10 % roztokem KOH v metanolu pfi pokojove
teploté prfes noc. Neutralni a bagcké slouéeniny jsou z roztoku o pH 9 vytiepany
diethyletherem a vodny roztok s mastnymi kyselinami je okyselen na pH 2 a kyseliny jsou
nasledné extrahovany do hexanu. Mastné kyseliny jsou methylovany smési BFs-methanol a
identifikovany pomoci GC-MS, tedy plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii, s
detektorem iontova past s ionizaci narazu elektronl. Vzorek je nastfiknut do kapilarni kolony
s polarni stacionarni fazi, 25 m x 0,25 mm x 0,1 ym a pro eluci je pouZit teplotni gradient 5
min pfi 50 °C, se zahfivanim kolony rychlosti 10 °C min—* do 240 °C a izotermicky 15 min pfi
240 °C. Nosnym plynem je helium s prutokem 0,52 mL.min-'. V8echna spektra jsou
skenovana v rozsahu 50 aZ 600 Da. Struktura methyl esterul je uréena na zakladé retenénich
&ash, jejich fragmentace a srovnanim hmotnostnich spekter s hmotnostnimi spektry

komeréné ziskanych standardd.

Prumyslova vyuzitelnost

Produk&ni kmen fasy Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 podle tohoto vynalezu Ize vyuzit
pro produkci oleji s vysokym obsahem polynenasycenych mastnych kyselin, konkrétné
kyseliny linolové a kyseliny a-linolové a mononenasycenych mastnych kyselin, konkrétné
kyseliny olejové a kyseliny vakcenové, pfi béznych i nizkych kultivanich teplotéch/ jako
pfidavek diety &lovéka i zvifat, krmiva pro ryby a zooplankton v akvakulturach ¢&i v kosmetice.
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PATENTOVE NAROKY

Produkéni kmen fasy Bracteacoccus bullatus pro produkci olejti s obsahem
nenasycenych mastnych kyselin uloZzeny ve Sbirce autotrofnich organismt Botanického
ustavu AV CR, Tiebon, Dukelska 135, pod pfiristkovym Cislem CCALA 1120
Bracteacoccus bullatus, kmen Cepak et Lukavsky 2011/13.

Produk&ni kmen fasy podle naroku 1, kde celkovy souéet podilli nenasycenych mastnych

kyselin v produkovaném oleji je vy3Si nez 53 % hmotn.

Produkéni kmen fasy podle naroku 1, kde produkované oleje obsahuji vice nez 18,3 %
hmotn. kyseliny linolové, vice nez 17,4 % hmotn. kyseliny a-linolenove, vice nez 22,6 %

hmotn. kyseliny olejové a vice nez 2,4 % hmotn. kyseliny vakcenove.

Pouziti produké&niho kmene Fasy Bracteacoccus bullatus podle nékterého z narokt 1 az 3
pro produkci oleju s obsahem polynenasycenych mastnych kyselin, zejména kyseliny
linolové a kyseliny a-linolenové, kyseliny olejové a kyseliny vakcenove.

Zpusob produkce olejli s obsahem nenasycenych mastnych kyselin, zejména kyseliny
linolové, kyseliny a-linolenové, kyseliny olejové a kyseliny vakcenové v produkénim kmeni
Fasy podle nékterého z narokli 1 az 3, vyznadujicils ext i m, Ze produkéni kmen
Fasy se kultivuje v teplotnim rozmezi 5 az 30 °C.

ZpUsob podle naroku 5,vyznaéujic irs e"t i m, 2e produkéni kmen fasy se kultivuje
s vyhodou v teplotnim rozmezi 10 a2 16{\0.
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Bracteacoccus bullatus
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OBR. 4
Trividlni nazev Zkratka mastné [%]
kyseliny
palmitova 16:0 15,6
palmitoolejova 16:1w-7 3.1
16:1w-9 1,2
16:2w-6 6,0
16:3w-3 52
16:4w-3 51
stearova 18:0 2,1
olejova 18:1w-9 22,6
cis-vakcenova 18:1w-7 2,4
linolova 18:2w-6 18,3
y-linolenova 18:3w-6 0,4
a-linolenova 18:3w-3 17,4
stearidonova 18:4w-3 0,6

OBR. 5




Medium Z8 (ZEHNDER in STAUB (1961): Erndhrungphysiologish-autékologische
Untersuchung an den planktonischen Blaualge Oscillatoria rubescens DC.
Schweizerische Zeitschrift far Hydrologie 23: 82—198).

Slouéenina Zasobni roztok (g.L' dH20) Objem do 1L
NaNO3 46,7 10 mL
Ca(NO3)2.4H20 5,9 10 mL
K2HPO4 3.1 10 mL
MgS04.7H20 25 10 mL
Na2COs 2,1 10 mL
Fe-EDTA roztok Viz nize 0,2 mL
Gaffronlv roztok mikro prvkll  Viz niZe 0,08 mL

Fe-EDTA roztok

Sloucéenina MnoZstvi

HCI (35%) 2,2mL
dH20 250 mL
FeCls.6H20 45¢g
Na:EDTA 4,659

Gaffrontv roztok mikro prvku

Slouéenina Mnozstvi ve 100 mi
H3BOs 031g
MnS04.4H20 0,223 g
Na2W04.2H20 0,003 g
(NH4)sM07024.4H20 0,0088 g
KBr 0,0119¢g
Kl 0,0083 g
ZnS04.7H20 0,0287 g
Cd(NO3)2.4H20 0,0154 g
Co(NO3)2.6H20 0,0146 g
CuS04.5H.0 0,0125¢g
NiSO4(NH4)2S04.6H20 0,0198g
Cr(NO3)2.7H20 0,0037 g
V204(S04)3.16H20 0,0035¢g
Alx(S04)3K2S04.24 H20 0,0474 g




Medium S81/2 (ZACHLEDER, V. & SETLIK, I. (1982): Effect of Irradiance on the
Course of RNA Synthesis in the Cell Cycle of Scenedesmus quadricauda. Biologia
Plantarum 24(5): 341-353)

Do 970 ml H20 pfidat po 20 mL kaZdého zasobniho roztoku a 3 mL 1N NaOH (=10g

NaOH ve 250 mL H20).
Slouéenina Zasobni roztok Objemdo 1L
(do 1 L H20)

Zasobni roztok 1.
MgS04.7H20 98,84 20 ml
Stopové prvky viz nize 100 ml
Zasobni roztok 2.
KNO3 202,0g 20 ml
CaCl2.6H20 1149
Fe-EDTA 1,89
Zasobni roztok 3.
KH2PO4 34,049 20 ml
Stopové prvky

Slouéenina Do1L
HsBO3 3,086 g
MnS04.4H20 1,18¢
Co0S04.7H20 1,404 g
CuS04.5H20 1,244 g
ZnS04.7H20 143 ¢g
(NH4)sM07024.4H20 1,84 g
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