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pod ptiristkovym ¢islem CCALA 1120:
Bracteacoccus bullatus, kmen Cepak et Lukavsky
2011/13 je vyuzitelny jako zdroj pro primyslovou
produkei olejd s vysokym obsahem
polynenasycenych mastnych kyselin. zejména
kyseliny linolové a kyseliny a-linolenové, kyseliny
olejové a kyseliny cis-vakcenové, pro doplitky stravy
&loveka, zvitat ¢i jako pouziti pro jiné aplikace.
Vynilez popisuje také zptisob produkce oleja s
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Produkéni kmen Fasy Bracteacoccus bullatus pro produkci olejii s obsahem esencidlnich
nenasycenych mastnych kyselin, zpisob produkce téchto olejii a poutiti tohoto kmene pro
primyslovou produkci téchto oleji

Oblast techniky

Vynalez se tyka produkéniho kmene tasy Bracteacoccus bullatus, produkujiciho oleje s vysokym
obsahem polynenasycenych mastnych kyselin.

Dosavadni stav techniky

Esencialni mastné kyseliny jsou nepostradatelné pro spravné fungovani organismu, ale ¢lovék a
vetsina savcl si tyto latky nedovede syntetizovat. Striktn& vzato, Jjsou primarné esencialni pouze
dveé mastné kyseliny, tj. kyselina a-linolenova — polynenasycena mastna kyselina omega-3 (w-3)
a kyselina linolova — polynenasycena mastna kyselina omega-6 (w-6). Podminéné esencialni je
ale vétSina polynenasycenych mastnych kyselin neboli PUFA, tj. 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 biologicky aktivnich latek, z nichz lze napf. jmenovat
thromboxany nebo prostacykliny, latky kontrolujici sraZeni krve.

Podle chemického slozeni, resp. struktury rozlisujeme nékolik skupin. ®-3 Mastné kyseliny
obsahuji dvojnou vazbou na tfetim atomu uhliku od konce uhlovodikového Fetézce. Lze mezi né
fadit kyselinu a-linolenovou se zkratkou ALA, tj. 18:3w-3, ktera obsahuje osmnact uhlikovych
atomd a tfi dvojné vazby, a kyselinu hexadekatetraenovou, tj. 16:4-3, ktera obsahuje $estnact
uhlikovych atomi a Ctyfi dvojné vazby. -6 Polynenasycené mastné kyseliny maji posledni
dvojnou vazbu v pozici ©-6, coZ znamena $esty uhlik od methylového konce. Pat¥{ mezi né
predevSim kyselina linolova se zkratkou LA, tj. 18:2w-6, ktera obsahuje osmnact uhlikovych
atomil a dvé dvojné vazby, a kyselina y-linolenové se zkratkou GLA, tj. 18:3w-6, ktera obsahuje
osmnact uhlikovych atomi a t¥i dvojné vazby.

Polynenasycend kyselina a-linolenova je biosyntetizovana kaskadou reakei vychazejici
z kyseliny olejové za pouZiti enzymii delta 12- a dale delta 15- desaturdz. Je sou¢asti nékterych,
takzvanych vysychavych rostlinnych oleji. Polynenasycena kyselina hexadekatetraenova je
biosyntetizovana z kyseliny palmitolejové za pomoci enzymil desaturdz. Jedinym zdrojem této
kyseliny jsou pouze nizsi fotosyntetizujici mikroorganizmy, pfedevsim motské nebo i
sladkovodni fasy, kde obsah této kyseliny dosahuje az desitek procent. Tyto esencialni latky jsou
nezbytné jako doplngk zdravé lidské vyzivy i jako piidavek krmeni rybam v akvakulturach &i
zooplanktonu, ktery potom slouzi jako rybi potrava.

Kyselina olejova je vy3si mononenasycena kyselina, které ve své molekule obsahuje jednu
dvojnou vazbu, a je obsazena v riznych zivoéinych tucich a rostlinnych olejich. Tato kyselina
tvofi napi. 55 az 80 % olivového oleje. Kakaové boby ji obsahuji 35 %. Je prekurzorem syntézy
esencidlni o-linolenové kyseliny, tedy dal$i vyznamnou potencidlni komponentou nutriénich
pripravkil. Za dal3i vyznamnou mononenasycenou mastnou kyselinou se povazuje kyselina cis-
vakcenova, kterd se bé&zné vyskytuje v tuku piezvykavel, v savéim mléce, masle a jogurtu.
Polynenasycené mastné kyseliny jsou hlavnim &initelem v pfiznivém vlivu tzv. stfedomorské
diety, jejiz soucasti jsou napf. motské ryby. Samotné ryby je vSak netvofi, ale ptijimaji je pres
zooplankton z moftského fytoplanktonu. P¥i tomto piedavani ale jsou zakonité ztraty
v jednotlivych stupnich potravniho fetézce, a proto Jje vyhodné tyto mezistupné vynechat. Pro
vegany, vegetariany a pro ty, co neradi jedi ryby, existuje zde také moznost nahrady v podobé
kvalitnich dopliiki stravy.
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Mastné kyseliny jsou cenné produkty, obvykle vsak jednotlivé organismy pfevazné produkuji jen
Jednu skupinu mastnych kyselin v zavislosti na jejich biosyntetickych schopnostech. Obsah
zadanych latek je vsak pouze jednou z podminek usp&snosti biotechnologické produkce.
Organismus pro venkovni kultivace musi dale snadno rist v daném zafizeni, musi mit uréitou
odolnost proti technologickému zachazeni, jako jsou napf. stfizné sily (mechanické vlivy)
vznikajici pfi €erpani, musi snaset oscilace teploty a intenzity svétla, atd. U venkovnich kultivaci
odpada nakladné zajistovani tepelné a svételné energie, nebot’ Slunce dodava energii pfirozenym
zpisobem. V podminkach mirného pasu je vak mozné provozovat venkovni kultivace fas jen po
omezené obdobi roku, kdy jsou teploty. i slune¢ni zafeni dostate¢né vysoké pro rdst téchto
mikroorganismi. Proto se neustale hledaji a testuji nové organismy s vyhodnymi vlastnostmi.

Rasy maji velky potencial pouZiti v biotechnologii diky své vysoké ristové rychlosti a moznosti
primyslového 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 pidu, napf. v poustich, na stfechach priimyslovych objektd, atd.
V kultivatorech s plné¢ umélym svétlem pak mohou byt péstovany kdekoli. Jsou znama Feseni
vyuZzivajici kmeny fas pro produkci oleji s obsahem nenasycenych mastnych kyselin, kde je
napf. vyuzito fasy rodu Monoraphidium k produkei zejména kyseliny hexadekatetraenové a
kyseliny stearidonové, jak je popsano v CZ 306738. Podobné& dokument CN 105296553 popisuje
zpusob kultivace fasy rodu Monoraphidium k produkci jiné kyseliny, a to kyseliny fulvonové
pouzité nasledn€ pro pfipravu bionafty. Nevyhody téchto feeni spocivaji zejména v tom, ze tyto
fasy produkuji pouze jeden, piipadné dva typy mastnych kyselin a p&stovani téchto fas tedy
slouzi k produkci oleji s obsahem jedné, pfipadné dvou specifickych mastnych kyselin.

Se zménou zpiisobu stravovéni v poslednich stoletich dochazelo i ke zméng typu konzumovanych
mastnych kyselin. Rychly vyvoj spole¢nosti, piedevsim zépadni civilizace, po druhé svétové
valce vedl i ke zmén€ konzumovanych pomérii -6 a ©-3 PUFA, a to piedeviim diky velké
spotieb¢ rostlinnych oleji. Naduzivani rostlinnych olejii posunulo pomér z idealniho poméru w-
6/0-3 1:1 az 1:0,25 dle doporuceni Svétové zdravotnické organizace (WHO) na téméf
neuvefitelnych 1:0,1 az 1:0,03, coz jsou hodnoty typické pro obyvatele Evropy a USA. Tato
zména pomeéru nese s sebou celou fadu komplikaci, spoCivajici predevsim ve zvyseném vyskytu
kardiovaskularnich onemocnéni, zvy3uje se riziko rakoviny a autoimunitnich nemoci, dusevnich
poruch, zhorSeni paméti v podob& Alzheimerovy choroby, dochazi k retardaci vyvoje, porucham
zraku, svalové slabosti a tiesu, dyslipidémii, inzulinové rezistenci, vysokému krevnimu tlaku,
trombdze, cukrovce, astmatu, nadvaze, atd.

Jako potvrzeni vySe uvedenych faktl, uvadime pfiklady poméri ©-6 a m-3 PUFA v nékterych
biotechnologicky kultivovanych fasach vychazejici z publikace Lang et al. 2011 (DOI:
10.1186/1471-2229-11-124): U b&zné velkoobjemové kultivovanych fas, jako je napt. Chlorella
Jje pomér w-6/w-3 1:0,40, Parachlorella kessleri (dtive Chlorella kessleri) 1:0,19, Scenedesmus
1:0,45. U sinic se pohybuje pomér té&chto mastnych kyselin od 1:0,30 - Spirulina (Arthrospira),
az po pripady, kdy sinice neprodukuje zadné -3 PUFA. Maji tedy tento pomér daleko horsi a
téméF podobny béznym rostlinnym olejim, napf. fepkovému 1:0,5, séjovému 1:0,14, olivovému
1:0,07 nebo slune¢nicovému oleji, ktery neobsahuje m-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
sttedoevropskych podnebnych podminkach po cely rok, ktery by byl s vyhodou schopen riist i za
nizSich teplot a nizSiho zafeni, a ktery by byl schopen produkovat oleje s vysokym obsahem
polynenasycenych mastnych kyselin i b&hem chladného obdobi, kdy b&Zné sinice a fasy
prakticky nepfirlstaji, a ktery by rostl autotrofné a byl dostatecné rezistentni proti kontaminaci
Jjinymi fasami, sinicemi a bakteriemi.
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Podstata vynalezu

Tento ukol fe$i kmen fasy Bracteacoccus bullatus, ktery ve smyslu tohoto vynalezu predstavuje
produkéni mikroorganismus pro ziskavani olejii s vysokym obsahem nenasycenych mastnych
kyselin. Produkéni kmen tasy Bracteacoccus bullatus je ulozen ve sbirce Botanického istavu AV
CR, Tiebon, Dukelska 135, pod pfiristkovym &islem CCALA 1120: Bracteacoccus bullatus
kmen Cepak et Lukavsky 2011/13. Vynalez se dale zabyvé primyslovym pouzitim tohoto kmene
a dale zpisobem produkce olejii a obsahem nenasycenych mastnych kyselin v primyslovém
kmeni této fasy.

Tento kmen s vyhodou produkuje oleje, ve kterych z celkového obsahu mastnych kyselin
piedstavuji nenasycené mastné kyseliny 53 % hmotn. Ty jsou povaZovany za esencialni tj.
nezbytné, nebo alespoii piznivé pro zdravi obratloveil véetné Elovéka. Ve vyhodném provedeni
kmen produkuje olej s obsahem vy$§im nez 18,3 % hmotn. kyseliny linolové, vyssim nez 17,4 %
hmotn. kyseliny a-linolenové, vy$$im nez 22,6 % hmotn. kyseliny olejové a vy$sim nez 2.4 %
hmotn. kyseliny vakcenové. Mononenasycena kyselina vakcenova snizuje obsah celkového i
LDL cholesterolu a triglyceridi. Mononenasycena kyselina olejova je prekurzorem kyseliny a-
linolenové. Kyselina linolova a kyselina a-linolové pfedstavuji polynenasycené esencialni mastné
kyseliny. Kmen Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 obsahuje dané PUFA @-6/w-3 v poméru
1:1,16, &ili je pomérmé blizko idedlnimu poméru 1:1, ktery doporu¢uje WHO.

Buiiky kmene Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 jsou znazornény na obr. 1, jak se jevi ve
svételném mikroskopu. Jsou kulovité, fidce hruskovité, jak zobrazuje obr. 1d, s pramérem
dospélych bunék 15 az 17 um, jak je znazornéno na obr. 1a az le a li, kde na obr. 1b jsou mladé
buiiky, na la a le jsou aplanospory. Chloroplastil je kolem deseti v dospélé butice, jsou diskovité,
nasténné, bez pyrenoidu, jako zobrazuje obr. lc. RozmnoZovani je tvorbou veétSiho poctu
zoospor, kterych miize byt aZ 128, jak je znazornéno na obr. 1d, 1f, 1j, jsou kulovité, ovélné az
kapkovité, se dvéma stejnymi biciky vychéazejicimi z apexu, papila je nevyrazna, drobné kulovita,
ervena oéni skvrna je uloZena v zadni &asti buriky na piisténném chloroplastu, jejichz pocet je 1
az 2 v zoosporach, coz zobrazuje obr. 1g a 1h. Dale jsou v zoosporach pfitomny dvé pulzujici
vakuoly, které jsou umistény v apexu. Zoospory se zaénou pohybovat jiz uvniti matefské buiiky a
nékdy se uvolni a aktivné plavou. Byla pozorovana tendence k parovani, €ili mohou fungovat i
jako gamety, jak je znazornéno na obr. 11a 1m. Po n&jaké dob& pohybu uvniti matefské buiiky se
zoospory prestanou pohybovat, coZ reprezentuje obr. 1j, ztrati bi¢iky, zakulati se a postupné se
méni na aplanospory, tedy rozmnoZovaci buiiky, které maji vzhled zoospor, maji jeSt€ néjaky Cas
gervenou oéni skvrnu a pulzujici vakuoly, ale jsou nepohyblivé, protoZe ztratily biciky, jak
zobrazuje obr. la a le. Ty potom ztrati i oéni skvrnu i pulzujici vakuoly a podobaji se své
matei'ské buiice, lze je proto povaZovat za autospory, tedy nepohlavni rozmnozovaci buiky
morfologicky podobné mateiské burice o priméru 3 az 5 um na obr. li. Zoospory, aplanospory,
autospory, dospélé butiky do sebe pfechazeji plynule. Potom dortistaji do velikosti 15 az 17 pm.
Ve starych burikach se postupné tvofi tmavé Cervena barviva.

Na zakladé analyzy jaderného molekularniho markeru ITS2 rDNA byl kmen CCALA 1120 urCen
jako Bracteacoccus bullatus. 1TS2 - “internal transcribed spacer’ - je nekédujici oblast mezi
dvéma kédujicimi aseky 5.8S a 26S rDNA a je pouzivana jako vhodny marker pro studium blizce
ptibuznych druhd dle Coleman 2003 (DOI:10.1016/S0168-9525(03)00118-5). Na obr. 2 je
znazornéno porovnani sekundarni struktury transkiptu ITS2 rDNA kmene CCALA 1120
s dal$imi blizce pfibuznymi 14 kmeny v ramci druhu Bracteacoccus bullatus zahrnutymi ve
studii Fu&ikové a kolektivu (2012) (DOI:10.1127/0029-5035/2012/0067). Nukleotidové zmény
téchto kmenii oproti kmenu CCALA 1120 jsou znazornény znaky podél sekundarni struktury.
Pokud se zména vyskytla pouze u nékterych kmend, tak je pfislu$nost vyznaéena malym
pismenem v kurzivé (a — KF10, b — SAG 2032, ¢ — KF65, d — KF22, e — KF72, f— KF34, g —
KF3, & — CCALA 69). Sekvence ITS2 byla totozna mezi kmeny KF65, SAG 2317, UTEX 345,
BCP-CNP2-VF8, BCP-UT8-26 a Broady 420, vsechny tudiz oznaceny jako c. Dale tato sekvence
byla identicka mezi kmeny KF3 a BCP-CNP1-VF10, spole¢né oznaceni zde jako g. Sekundarni
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struktura ITS2 porovnavanych kmenu vykazovala typické znaky pro eukaryotni organismy,
Jmenovité pfitomnost ¢tyf helixi (1. az IV.) a neshodu pyrimidinova baze - pyrimidinova baze na
druhém helixu - oznaCeno Sipkami. Sekundarni struktura ITS2 je spojend s tzv. CBC druhovym
konceptem (Coleman 2000, DOI: 10.1078/1434-4610-00002). CBC neboli kompenza¢ni zména
bazi je takovd zména na obou stranich struktury, které zajisti parovani mezi nukleotidy. Pro
kmeny Bracteacoccus bullatus nebyla nalezena zadna CBC, coz naznaluje, Ze vSechny tyto
kmeny predstavuji jeden druh.

Vétsina kmenii rodu Bracteacoccus bullatus byla izolovana z ptidy, kmen Bracteacoccus bullatus
CCALA 1120 byl izolovan ze snéhu v pohoti Sierra Nevada ve Spanélsku vr. 2011.
Bracteacoccus bullatus patii do tfidy Chlorophyceae, tedy do téidy zelenych fas, kde jako
zasobni latka slouZi olej nebo Skrob. Obsah celkovych oleji v biomase intenzivné rostouci
kultury Bracteacoccus bullatus je i pies 30 % v susing, nenasycené mastné kyseliny tvori 45,8 %
celkového mnozstvi mastnych kyselin. Pribéh 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 piezil
teplotu -1 °C i 435 °C.

Pfedmétem vyndlezu je také zpiisob produkce oleji s obsahem nenasycenych mastnych kyselin,
zejména kyseliny linolové, kyseliny a-linolenové, kyseliny olejové a kyseliny vakcenové
v produkénim kmeni fasy Bracteacoccus bullatus CCALA 1120. Podstata vyndlezu spodiva
vtom, Ze produk¢éni kmen fasy se kultivuje v teplotnim rozmezi 5 az 30 °C, svyhodou
v teplotnim rozmezi 10 az 16 °C. Protoze dany kmen tasy Bracteococcus bullatus CCALA 1120
byl ziskan ze sn¢hu, jeho kultivace je mozna i pi nizkych teplotach. Kmen je psychrotolerantni,
coz znamend, Ze kratkodobé ochlazeni i pod 0 °C mu nevadi. Typickym piikladem jsou jarni
mraziky, které fasa bez problému pfezije, na rozdil od kultur fas Chlorella a jim podobnych,
které pii teplot¢ pod 0°C zmrznou. Divodem této odolnosti je ziejmé vysoky obsah
nenasycenych mastnych kyselin v burice.

Vyhody produké&niho kmene tfasy Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 podle tohoto vynalezu
spoCivaji zejména ve schopnosti produkce oleji s vysokym obsahem polynenasycenych a
mononenasycenych mastnych kyselin, pti kultivaci v otevienych systémech v stiedoevropskych
podnebnych podminkach po cely rok, tedy ve schopnosti riist i za nizSich teplot a nizsiho zafeni.
Produkéni kmen Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 je schopen produkovat nenasycené
mastné kyseliny i béhem chladného obdobi, kdy bézné sinice a fasy prakticky nepfiristaji, roste
autotrofn€ a je dostatecné rezistentni proti kontaminaci jinymi fasami, sinicemi a bakteriemi.
Jeho vyuZiti maze prodlouzit kultivacni sezonu prislusnému primyslovému zatizeni. Zaroven je
tento kmen odolny i vi¢i vySSim teplotam, a proto nehrozi nebezpeci odumieni pfi oscilaci
teploty béhem zimniho slune¢ného dne.
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Objasnéni vykrestu

Uvedeny vynélez bude bliZe objasnén na nasledujicich vyobrazenich, kde:

obr. 1 zobrazuje riizna stadia zivotniho cyklu kmene Bracteacoccus bullatus CCALA 1120
pozorovana pod svételnym mikroskopem; a — aplanospora s pulzujici vakuolou; b —
mlada burika; ¢ — dospéla buiika; d — mateiska dospéla buiika hruskovitého tvaru délici se
na zoospory; e — aplanospory se svétloivnou skvrnou; f — burika se zoosporami; g, h —
zoospory; i — autospory; j — dospéla burika se zoosporami; k — zoospora; 1, m — kopulace
gamet; méfitko 10 um plati pro vechny obrazky vyjma g, h, kde jsou rozméry 3x6 pm,

obr.2 zobrazuje srovnani sekundarni struktury ITS2 rDNA transkriptu kmene CCALA 1120
s dalsimi kmeny v ramci druhu Bracteacoccus bullatus,

obr.3 znazorfiuje pribéh intenzity FAR a teploty kultiva¢niho média pfi venkovni kultivaci, 22.
3.az1.5.2017, teploty jsou vyrovnany klouzavymi priaméry s krokem 1 den,

obr. 4 znazorfiuje prubeh ristové kiivky pti venkovni kultivaci,

obr. 5 zobrazuje tabulku obsahu mastnych kyselin a lipidi pii poloprovozni kultivaci
Bracteacoccus bullatus CCALA 1120,

obr. 6 znazortiuje tabulku slozeni zasobnich roztoki pro ptipravu média Z8, Fe-EDTA roztoku
a Gaffronova roztoku mikroelementi,

obr. 7 znazortiuje tabulku sloZeni zasobnich roztokd pro ptipravu média SS1/2 a roztoku
mikroelement.

Priklad uskuteénéni vynalezu

Rozumi se, 7e dale popsané a zobrazené konkrétni piipady uskutecnéni vyndlezu jsou
pfedstavovany pro ilustraci, nikoliv jako omezeni vynalezu na uvedené piiklady. Odbornici znali
stavu techniky najdou nebo budou schopni zajistit za pouziti rutinniho experimentovani vétsi ¢i
mensi pocet ekvivalentii ke specifickym uskute¢nénim vynalezu, ktera jsou zde popsana. I tyto
ekvivalenty budou zahrnuty v rozsahu nasledujicich patentovych narokd.

Ptiprava inokula

Kmen Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 je uchovavan ve Sbirce autotrofnich organismi
Botanického ustavu AV CR v Tieboni jako rostouci kultura ve zkumavce na $ikmém agaru
s médiem Z8, pfi cca 15 °C, pod zafivkovym osvétlenim 46 pmol.m™.sec”. Z této kultury je
kmen predpéstovan vsadkovou, stacionarni kultivaci na kapalném médiu Z8, jehoz slozeni je
znazornéno v tabulce na obr. 6, ve sklenénych lahvich, o objemu 2 L. Do 700 mL destilované
vody je pfidano po 10 mL jednotlivych mikroelementt z obr. 6 ze zasobnich roztoki, 0,2 mL Fe-
EDTA roztoku a 0,08 mL Gaffronova roztoku mikroelement, 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 dopliiovan na
celkovy objem 2000 mL. Michani suspenze a syceni CO, je zajisténo probublavanim nadbytkem
vzduchu se 2 % obj. CO, pomoci trubicky zavedené na dno lahve, aera¢ni smés je filtrovana pres
membranovy bakterialni filtr Milipore (Midisart 2000, PT FE IN) s péry 0,2 pm. Lahve jsou
umistény ve vodni lazni, kde je teplota udrzovana pod 10 °C kompresorovym chladicim
okruhem. Sklenénou sténou je lazen z bokl nepfetrzité osvétlovana LED panely s intenzitou FAR
s energii 180 umol.m™.sec”, coz piedstavuje cca pétinu slunedni intenzity. Na zacatku kultivace
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b

a po kazdém zvySeni objemu je intenzita svétla na prvnich 5 dni snizena na 90 umol.m sec”
dokud kultura viditelné nezhoustne.

Poloprovozni kultivace

Poloprovozn€ byl kmen Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 péstovan na plosiné firmy BCS
Engineering Brno, umisténé ve skleniku Botanického ustavu v Tieboni, tedy v klimatickych
podminkach stfedni Evropy. Sklenik byl ptitdpén, pouze pokud vnitini teplota klesala pod 8 °C.
Jedna se o ploSinovy kultivator se sklonénou Sikmou plochu o délce 12 m a $ifce | m, spad 15
cm, objem 150 L. Tento typ je urden pro velmi husté suspenze v tenké vrstvé do 10 mm.
Rozpéstovani ze sbirkové kultury je provedeno analogicky, jako je popsano vyse.

Narostlé inokulum bylo pievedeno celé do 150 L média SS1/2, které Jje pro vyssi obsah Zivin
optimalni pro primyslovou kultivaci, jeho sloZeni je znazornéno v tabulce na obr. 7.
Pro velkoobjemovou kultivaci na plosing je mozné odvazené chemikalie sypat pfimo na ploginu a
nechat jednotlivé rozpustit ve vodovodni vodé sotevienym priitokem CO, Do média je
davkovan CO, zavedenim pfed odstiedivé erpadlo pro rychlé vstiebani suspenzi fas a jeho
koncentrace je regulovana na 5 L.hod™". Po celou dobu kultivace Je teplota suspenze a intenzita
FAR zaznamenévéana v desetiminutovych intervalech pomoci dataloggera Minikin (EMS, Brno).

Rasa byla v poloprovoznim méfitku pestovana 22. 3. az 1. 5. 2017. Obr. 3 zobrazuje teploty
kultivatniho média a intenzity fotosynteticky aktivniho zafeni FAR. Teplota suspenze kolisala v
rozmezi 5 az 30 °C, pripadné 35 °C, obvykle se pohybovala kolem 15 °C, aritmeticky priimér byl
15,8 °C. Hodnoty FAR oscilovaly v rozmezi 0 az 1000 pmol.m *.sec”, pfipadn& 1700 pmol.m™
2sec’. Obr. 4 zobrazuje pribeh ristové kiivky, pfi venkovni kultivaci. Riistova kiivka byla
hodnocena denné, méfenim optické hustoty pfi 750 nm piistrojem Shimadzu UV-1650 PC
v kyvetach s tloustkou suspenze 1 cm, eventueln& po fedéni. Narostld biomasa byla sklizena
odstfedénim v odstfedivce EVODOS 10 pfi 7000 otadek/min, zmrazena na -20 °C a pozdéji
lyofylizovana neboli vakuové odmrazena pfi tlaku 0,05 hPa. Sklizeno bylo celkem 1271 g susiny
po 40 dnech tj. 1,76 g.m .den™".

Na objem suspenze je to 0,14 g. L' . den™. Obsah nenasycenych mastnych kyselin stanovenych
v suSin€ kmenu Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 je zobrazen v tabulce na obr. 5. P¥i obsahu
polynenasycenych mastnych kyselin, linolové (18,3 %) a a-linolenové (17,4 %) z celkového
mnozstvi mastnych kyselin (30 % susiny) byla jejich produkce ALA = 0,15 a LA =,16 g.m2.den’
. Mikroskopicky rozbor prokézal, Ze fasa dobie snasi mechanické naméahani odstfedivym
Cerpadlem, takze mize byt péstovana v béznych typech kultivatord, které se jiz b&zné pouzivaji
pro komer¢ni produkci biomasy fas a sinic jako napt. Spirulina & Chlorella.

Susina biomasy

Susina biomasy je stanovena vazkové centrifugaci vzorku 20 min pfi 3000g, v plastovych,
pfedvazenych zkumavkach Eppendorf o objemu 2 mL. Sediment je vysu$en pti 105 °C do
konstantni vahy a zvazen.

Identifikace mastnych kyselin

100 mg lyofilizované biomasy je zmydelnéno 10 % roztokem KOH v metanolu pii pokojové
teploté€ pies noc. Neutralni a bazické slouceniny 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 BF;-methanol a identifikovany pomoci GC-
MS, tedy plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii, s detektorem iontova past s
ionizaci narazu elektronti. Vzorek je nasttiknut do kapilarni kolony s polarni stacionarni fazi, 25
m x 0,25 mm x 0,1 um 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 pii 240 °C. Nosnym plynem je
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helium s pritokem 0,52 mL.min'. Viechna spektra jsou skenovana v rozsahu 50 az 600 Da.
Struktura methyl esterd je uréena na zakladé retenénich Casi, jejich fragmentace a srovnanim
hmotnostnich spekter s hmotnostnimi spektry komeréné ziskanych standardd.

Primyslova vyuzitelnost

Produkéni kmen fasy Bracteacoccus bullatus CCALA 1120 podle tohoto vynalezu lze vyuZit pro
produkei olejii s vysokym obsahem polynenasycenych mastnych kyselin, konkrétné kyseliny
linolové a kyseliny a-linolové a mononenasycenych mastnych kyselin, konkrétné kyseliny
olejové a kyseliny vakcenové, pii béznych i nizkych kultiva¢nich teplotach, jako piidavek diety
¢loveka i zvitat, krmiva pro ryby a zooplankton v akvakulturach ¢i v kosmetice.

PATENTOVE NAROKY

1. Produkéni kmen tasy Bracteacoccus bullatus pro produkci olejii s obsahem nenasycenych
mastnych kyselin ulozeny ve Sbirce autotrofnich organismii Botanického Ustavu AV CR, Ttebon,
Dukelska 135, pod ptirGistkovym &islem CCALA 1120 Bracteacoccus bullatus, kmen Cepak et
Lukavsky 2011/13.

2. Produkéni kmen tasy podle naroku 1, kde celkovy soudet podilii nenasycenych mastnych
kyselin v produkovaném oleji je vy3si nez 53 % hmotn.

3. Produkéni kmen fasy podle naroku 1, kde produkované oleje obsahuji vice nez 18,3 %
hmotn. kyseliny linolové, vice nez 17,4 % hmotn. kyseliny a-linolenové, vice nez 22,6 % hmotn.
kyseliny olejové a vice nez 2,4 % hmotn. kyseliny vakcenové.

4. Pouziti produkéniho kmene fasy Bracteacoccus bullatus podle nékterého z naroki 1 az 3 pro
produkci olejii s obsahem polynenasycenych mastnych kyselin, zejména kyseliny linolové a
kyseliny a-linolenové, kyseliny olejové a kyseliny vakcenové.

5. Zpusob produkce oleji sobsahem nenasycenych mastnych kyselin, zejména kyseliny
linolové, kyseliny a-linolenové, kyseliny olejové a kyseliny vakcenové v produkénim kmeni fasy
podle nékterého z narokd 1 az 3, vyznacujici se tim, Ze produk¢ni kmen fasy se kultivuje
v teplotnim rozmezi 5 az 30 °C.

6. Zptsob podie naroku 5, vyznaéujici se tim, Ze produkéni kmen fasy se kultivuje s vyhodou
v teplotnim rozmezi 10 az 16 °C.

6 vykrest
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OBR. 1
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Trivialni nazev Zkratka mastné [%]
kyseliny
palmitova 16:0 15,6
palmitoolejova 16:1w-7 3,1
16:10-9 1,2
16:2m-6 6,0
16:3w-3 5,2
16:40-3 5,1
stearova 18:0 2,1
olejova 18:1w-9 22,6
cis-vakcenova 18:10-7 2,4
linolova 18:2w-6 18,3
y-linolenova 18:3-6 0,4
a-linolenova 18:3w-3 17,4
stearidonova 18:4m-3 0,6

OBR. 5
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Medium 78 (ZEHNDER in STAUB (1961): Erndhrungphysiologish-autskologische
Untersuchung an den planktonischen Blauvalge Oscillatoria rubescens DC. Schweizerische
Zeitschrift fiir Hydrologie 23: 82—198).

Sloucenina Zasobni roztok (g.L-1 dH20) Objemdo 1L
NaNO’ 46,7 10 mL
Ca(NOs).4H,0O 59 10 mL
KZHPO4 3,] 10 mL
MgS0,.7H,O 2,5 10 mL
Na,COs 2,1 10 mL
Fe-EDTA roztok Viz nize 0,2 mL
Gaffronilv roztok mikro prvki Viz nize 0,08 mL

Fe-EDTA roztok

Slouc¢enina Mnozstvi
HCI (35%) 2,2 mL
dH,0O 250 mL
FeCl;.6H,0 45¢
Na,EDTA 4,65 ¢

Gaffroniiv roztok mikro prvkii

Sloucenina Mnozstvi ve 100 ml
H3;BO; 031¢g
MnS0O,.4H,0 0,223 g
N32WO4.2H20 0,003 g
G\IH4)6MO7024.4H20 0,0088 g
KBr 0,0119¢g
KI 0,0083 ¢
ZnS0O,.7H,0 0,0287 g
Cd(NO»),.4H,0 0,0154 ¢
Co(NO»),.6H,O 0,0146 ¢
CuS04.5H,0 0,0125¢g
NiSO4(NH,),S0,.6H,0 0,0198 g
Cr(NOs),.7H,0O 0,0037 g
V204(SO4)3.16H20 0,0035 g
Al(S0O4):K,80,4.24H,0 0,0474 g
OBR. 6
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Medium SS1/2 (ZACHLEDER, V. & SETLIK, 1. (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 H,O piidat po 20 mL kazdého zasobniho roztoku a 3 mL IN NaOH (=10g NaOH ve
250 mL H;0).
Sloucenina Zasobni roztok Objemdo 1L
(do 1 L H20)
Zasobni roztok 1.
MgS0,.7H,0 988 ¢g 20 ml
Stopové prvky viznize 100 ml
Zasobni roztok 2.
KNO; 2020 g 20 ml
C3C12.6H20 1,] g
Fe-EDTA 1.8¢g
Zasobni roztok 3.
KH,PO, 340¢g 20 ml
Stopové prvky
Sloucenina DolL
H;BO; 3,086 g
MnSO4.4H20 1,18 g
Co0S0,4.7H,0 1,404 g
CUSO4.5H20 1,244 g
7ZnS0,.7H,0 1,43 g
(NH4)6MO7024.4H20 ],84 g
OBR. 7

Konec dokumentu
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