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Rasa Trachydiscus minutus, kmen Lukavsky &
Pribyl 2005/1, produkujici oleje s vysokym
obsahem vice nenasycenych mastnych kyselin
Anctace:

Novym perspektivnim organismem pro produkci rostlinnych
olejl je fasa Trachydiscus minutus, kmen Lukavsky & PFibyl
2005/1 uloZeny ve shirce Botanického istavu, Trebofi pod
ptirlstkovym ¢islem: 931, Obsah celkovych oleji byl v
intenzivné rostouci kultufe 26 az39 %, tj. vySSinezliu
riiznych rozsivek, kde se udava 10 az 18 %. Podstatné je viak
pFiznivé sloZeni téchto olejl. Z cdkového mnoZstvi oleji tvofi
26 % kyselina myristovd a aZ 42 % EPA (eikosapentaenovi
kyselina), obzvIadt’ druhj je Zddanym a cennym produktem.
Prvni pro kosmetiku, druha jako piidavek lidské diety i krmiva
zvifat a v akvakultufe, stejné tak jako také pfitomné kyseliny
arachidonova (AA, az 1,7 %) a y-linoleova (GLA, a2 10,7 %).
Poméry mezi kyselinami i celkovy obsah lipida lze ménit
ochuzovanim média o N, P, S a kultiva¢nimi podminkami.
Vyhodou této tasy je, Ze snadno a rychle roste v mineralnich
médiich, dobie snagi mechanické namahani terpadlem pti
cirkulaci suspenze, snadno se sklizi (kombinaci sedimentace a
centrifugace) a sudi slunednim svétlem na f6kii. Jeho biomasa

obsahuje dale 48 % bilkovin, tedy i zbytek po extrakei olgji
je pouiitelny, napf. jako krmivo.
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Rasa Trachydiscus minutus, kmen Lukavsky & Pfibyl 2005/1, produknujici oleje s vysokym
obsahem vice nenasycenych mastnych kyselin

Oblast techniky

Biotechnologie, potravinové dopliky, akvakultura.

Dosavadni stav techniky

Sinice a fasy maji velky potencial pouZiti v biotechnologii, diky své vysoké nistové rychlosti
a moZnosti primyslového péstovani v masovych suspenznich kulturach, které jsou snadno tech-
nicky ovladatelné. Navic mohou byt instalovany i v lokalitich nevhodnych pro klasické plodiny
vyZadujicich patiié¢nou pidu. Mikrofasy (predev&im rozsivky — Bacillariophyceae) jiZ byly ovéfe-
ny jako potencidlni producenti cennych latek, napf. vice—nenasycenych mastnych kyselin
{(PUFA). Tyto esencidlni latky jsou nezbytné jako dopingk zdravé lidské vyZivy i jako piidavek
krmeni rybam v akvakulturach ¢i zooplanktonu, ktery potom slouZi jako rybi potrava (Boro-
witzka 1988, Australian J. Biotechnol. 1: 58-62, Krienitz et Wirth, 2006, Limnologica 36: 204—
210).

Vyznamné postaveni mezi nimi ma EPA (eikosapentaenova kyselina), kter4 jiz prokazala pfizni-
vy vliv na tadu chorob jako jsou mentaini a srdeéni nemoci, lupénka, imunitni nedostate¢nost,
zinéty a dal$i. Tato laika je hlavnim ¢initelem v pfiznivém vlivu tzv. stfedomoiské diety (moiské
ryby, olivovy olej, vino). Plasobi charakteristickou vini rybiho masa, samotné ryby ji viak netvo-
ii, ale pfijimaji z mofského fytoplanktonu. Na obr. 1 jsou srovnani vyznamni producenti EPA
(vyjadieno jako produktivita akumulace). Jsou to pfedeviim heterokontni fasy Monodus subter-
raneus, Nannochloropsis sp. a Isochrysis galbana. Z jinych skupin se péstuji moiska rozsivka
Phaeodactylum  tricornutum, wmotsky haptophyt Paviova lutheri, sladkovodni ruducha
Porphyridium cruentum a sladkovodni sinice Arthrospira (Spirulina) sp. JiZ je také publikovan
zpbsob ziskavani éisté EPA z heterotrofné kultivované bezbarvé rozsivky Nitzschia alba (Kyle et
Glaudule, 1993, patent US 5 244 921.) a déle bylo patentovano pouZiti omega mastnych kyselin
Ze sinice Spirulina pro léeni zinétd a bolesti. Také dal$i vice—nenasycené masiné kyseliny jako
arachidonova (AA) ¢&i y-linoleova (GLA) jsou Zidané produkiy jako pfidavky k diet® a medicing
s ¢etnymi aplikacemi.

Masova kultivace fas je moZna heterotrofné tj. ve tmé na organickych substratech nebo autotrof-
né s vyuZitim umélého nebo pfirozeného svétla. Kultivaéni systémy mohou byt uzaviené nebo
oteviené. Kazdy systém ma své vyhody a nevyhody a je nutno je volit podle organismu i pro-
duktu a jeho aplikaci. Pro pouziti jako ptidavku do lidské vyZivy je nezbytné volit systém zarutu-
jici vysokou Cistotu latky a bakteriologickou nezdvadnost. Detaily kultivaéniho protokolu jsou
obvykle pfedmétem firemnibo know—how a nejsou publikovany. Také jen z laboratornich testi
1ze jen piibliZné ptedpovédét vytéZky v masové venkovni kultufe, kde fada parametrii jen obtiZné
nebo viibec neni regulovatelnd, pfedeviim svétlo a teplota.

Celkovy obsah oleji, jejich sloZeni a proporce jednotlivych PUFA se u riznych fas velmi lisi
(obr. 2) a u nékterych praci jsou tdaje jen fragmentami. Obsah celkovych olgjl v rozsivkéach je
udavan od 10 az do 18 % v suding, v sinict Spirulina 9,4 az 16,3 %, nejvice v zelené fase Botryo-
coccus sp. 19,8 % (Shen et al. 2008, Trans. ASABE 51; 1395-1400). PHi studiu sloZeni oleji
u deseti druhii fas byl nalezen vy33i obsah EPA pouze u 3 druhil a to Nitzschia ovalis (23,7 %),
Thalassiosira sp. (11,3 %) a Tetraselmis sp. (4,1 %) (Pratoomyot, Srivilas, et Noiraksar, 2005,
Songklanakarin J. Sci, Technol. 27: 1179-1187).
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Obsah EPA u komeréné péstované Fasy Monodus subterraneus dosahuje v zdvislosti na
podminkach kultivace 20 az 37 % z celkovych mastnych kyselin, u Nannochloropsis limnetica
5,6 % v biomase (Kricnitz et Wirth, 2006, Limnologica 36: 204-210).

Dosud nejproduktivngj$imi fasami péstovanymi pro ziskavani olejh, tj. Monodus subterraneus
a Paviova lutheri aj. druhy (Wen & Chen, 2003) u kterych z celkového obsahu oleji tvofi
kyselina myristova 26 % a EPA az 42 % z celkovych lipidi (obr. | a 2).

Mastné kyseliny jsou cenné produkty, obvykle véak jednotlivé organismy silné produkuji jen
jednu z nich. Sinice obsahuji pfevazné kyselinu myristovou, v rozsivkach je pfevazujici EPA.
Pouze obsah zadanych latek neni viak jedinou podminkou Gspé3nosti biotechnologické produkce.
Organismus pro venkovni kuitivace musi snadno rist v daném zatizeni, musi mit uréitou odol-
nost proti technologickému zachazeni (napf. ¢erpani), oscilacim teploty a intenzity svétla atd.
Proto se neustale hledaji a testuji nové organismy i rilzné typy kultivatori. Heterotrofni kultivace
majt vyhodu v tom, Ze nejsou zavislé na polasi a sezéné. VyZzaduji v8ak drahé fermentory udrzu-
Jici konstantni teplotu a organické latky v médiu v¢. vitamind. Jsou proto velice nachylné ke kon-
taminaci bakteriemi a plisnémi. Z t€chto divodi jsou zpravidla nakladngjii nezli autotrofni kulti-
vace vyuzivajici jednoducha anorganickd média a sluneéni energii (svétio i teplo). Proto je per-
spektivni hledat organismus, ktery by rostl autotrofng, byl schopen kultivace v otevienych systé-
mech a byl dostateén€ resistentni proti kontaminaci jinymi fasami, sinicemi i bakteriemi. Navic
zde Slunce dodava svoji Eistou energii zdarma.
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Podstata vynalezu

Rasa Trachydiscus minutus (Bourrely) Ettl, (dale jen T. minutus) se vyskytuje v mnoha biotopech
Jako jsou jezera, radelinist€, drobné vodni tiing, mrtva ramena fek atd., ale nikde v pfirodé neni
hojna. Z chladiciho bazénu jaderné elektramy Temelin, kde dva roky dominovala ve fytoplank-
tonu, byla v r. 2005 izolovana roztérem na agarovou plotnu se Z médiem (obr. 9) a vybérem
jedné kolonie. Je uloZena ve sbirce Botanického Gstavu AV CR, Dukelska 135, Tieboii jako
kmen Lukavsky & Pribyl 2005/1). T. minutus neni dosud udrZovan v Zadné jiné, ani svétové faso-
vé shirce. Tuto Fasu je moZno snadno identifikovat i jen ve svételném mikroskopu, charakteristic-
ké znaky jsou Zlutozelena barva chromatoford, pravidelné strukturovana bunécni sténa a velka
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centralni oranzova olejova kapka (obr. 3, 4, 5). Tim se odlisuje od morfologicky velmi podobné
a hojne rasy zelenivky (Chlorella).

T. minutus je novym perspektivnim organismem pro produkci oleji. Patii do odd. Heterokon-
tophyta, tf. Eustigmatophyceae (spolu s ti. Bacillariophyceae, rozsivky), kde u obou tfid jako
zasobni latka slouzi oleje. Obsah celkovych oleji v biomase intenzivn€ rostouci kultury T, minu-
fus je 26 % v sudiné (v médiu bez N a S az 39 %), obsah EPA tvoti 27 az 42 % celkového mnoz-
stvi lipidl. Pomér EPA k celkovym lipidim je porovnatelny s komerénimi kmeny, ale kmen
T. minutus produkuje lipidi vyznamné vy3si mnozstvi a tudiz realné mnozstvi produkované EPA
v T. minutus je mnohem vyssi.

U T. minutus a mono dale obsah EPA regulovat kultivatnimi podminkami (obr. 6). Také dal3i
pfitomna kyselina gama—linoleova (GLA), které miZe byt az 10,7 % (obr. 6) ma &etn€ aplikace.
T. minutus snadno a pomémé rychle roste v béznych mineralnich médiich pouZivanych jak
v laboratofich i v fasové biotechnologii. Pouzitim médii ochuzenych o zikladni ziviny (N,S,P) ¢i
fedénych napf. na 1/2 je moZno G¢inn€ regulovat sloZeni biomasy (obr. 6). VytéZzek dosah! v la-
boratornich podminkach aZz 14 g suiny na litr média (obr. 7). Biomasa se dobie sklizi (kombina-
ce sedimentace a nasledné odstfedéni). Optimalini teplota v testovana v laboratornich kulturdch je
27 °C (obr. 8). Kolem této hodnoty pfirozeng kolisa i teplota pti kultivaci ve venkovnich
podminkdch, proto je tato fasa vhodna pro péstovani v mirném pasmu (Ptiklad 2) i ve Steedomoii
(Piiklad 1). Bufiky obsahuji 48 % bilkovin, tedy i zbytek po extrakci oleji je pouZitelny, napf.
jako krmivo.

Piehled obrazki na vvkresech

Obr. 1: Srovnani produktivity akumulace EPA u riznych fas péstovanych za riznych podminek,
podle Wen & Chen 2003. *otevieny rybnitek v zimg, ° otevieny rybnidek v nejlepsich podmin-
kach, ° mixotrofni rist, ¢ heterotrofni rist.

Obr. 2: Obsahy lipidd a jejich sloZek v raznych Fasich a sinicich (TAG = acylglyceroly, EPA =
eicosapentaenova kys, MYR = kys. myristova).

Obr. 3: T. minutus ve svételném mikroskopu s charakteristickou, pravideln& tetkovanou bunéd-
nou sténou. Méfitko = 10 pum.

Obr. 4: T. minutus ve svételném mikroskopu s charakteristickou velkou centrdlni oranzovou
olejovou kapkou. Mékitko = 10 um.

Obr. 5: Mikrofotografie fasy T. minutus kmen Lukavsky & Ptibyl 2005/1 pfi fluorescenénim
rezimu osvétleni (vlevo) a v prochazejicim svétle (vpravo). Cervena barva je autofluorescence
chlorofylu v ultrafialovém svétle a velké Zlutobilé globule uprostied buriky jsou lipidy. Méftitko =
10 pm.

Obr. 6: Celkové lipidy a slozeni mastnych kyselin (%} v fase T. minutus péstované v rizné modi-
fikovaném médiu SS (v originaini koncentraci, fedéni na 1/2, ochuzovanych o Ziviny N, Sa, N
i S). Plosinovy kultivator (viz obr. 7) ve skleniku BU AV CR v Tfeboni. Kultivaéni podminky
a metoda identifikace mastnych kyselin viz. piiklad 2.

Obr. 7: Fysiologické charakteristiky fasy 7. minutus. Laboratorni kultivace ve velkych zkumav-
kich objemu 200 mL, aerace vzduchem s 2 % obj. CO,, teplota 28 °C. Rasa intenzivné piijima
fosfaty a nitraty. Po jejich vy¢erpani nasleduje rychla akumulace oleji aZ do koncentrace 25 %
v susiné,
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Obr. 8: Vliv teploty na rust fasy 7. minutus po 96 h kultivace v laboratornim kultivatoru (kulti-
vaéni podminky viz Pfiklad 3), optiméini teplota je 27 °C.

Obr. 9: Tabulka sloZeni zasobnich roztokil pro pfipravu média Z8 podle Zehnder in Staub (1961):
Do 700 mL destilované vody piidame po 10 mL jednotlivych makroelementi ze zasobnich rozto-
ka. 0.2 mt Fe-EDTA roztoku, 0,08 mL Gaffronova roztoku mikroelementi a doplnit destilova-
nou vodou na L.

Obr. 10: Plocha okrouhla vana s vys3i vrstvou suspenze (15 aZz 20 ecm) michana padlovym kolem
ve skleniku fy Algae, Therma, Nigrita, severni Recko, Kultiva¢ni podminky viz Ptiklad 1. Identi-
fikace mastnych kyselin byla provadéna metodou GC-MS (viz obr. 12).

Obr. 11: SloZeni biomasy fasy T. minutus, napéstované v laboratofi (viz. Priklad 3) a v polopro-
voznim kultivatoru (Pfiklad 1). Mastné Kyseliny byly analyzovany tenkovrstvou chromatografii
(TLO).

*Pramérné hodnoty a standardni odchylka z 8 pokusii stanoveni mastnych kyselin u kultivaci
v laboratofi, pti 20 az 35 °C, osvétleni 35 W.m 2. Bkultivace v poloprovoznim kultivatoru (viz
obr. 8) ve skleniku, Nigrita, Recko, kultivacni podminky viz. Ptiklad 1. st. = stopy, myristova
kys = 14:0, y—linoleova kys. = y—18:3, EPA = 20:5, AA = 20:4, Obsahy jednotlivych mastnych
kyselin jsou poditany z celkovych lipidil nebo jen z triacylglyceroli.

Obr. 12: Kultivaéni zafizeni vyzkouSené pro fasu T. minutus, ploSinovy kultivator vyuZivajici
tenkou fasovou vrstvu (kolem 5mm) a velmi husté suspenze, ktera se micha a provzduiiiuje Cer-
padlem, do kterého se také davkuje COs. Kultivaéni médium SS (obr. 13). Tato kultivace pro-
béhla ve skleniku Botanického gstavu AVCR v Tieboni, tj. v klimatickych podminkach stiedni
Evropy.

Obr. 13: Tabulka slozeni media S5 (Simmer/Setlik), podle Zachleder & Setlik (1982): v 700 mL

destilované vody rozpustime postupné nésledujici latky v koncentracich v mg.L™', a doplnime
destilovanou vodou na 1L.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad |
Ptiprava inokula

Plati i pro Piiklad 2 a 3: 7. minutus, je uchovavan ve sbirce (CCALA Treboit) jako rostouci
kultura ve zkumavce na $ikmém agaru pfi 15 °C, pod zaFivkovém osvétleni 10 W.m™. Z ni byl
kmen piedpéstovan vsadkovou, stacionarni kultivaci na kapalném médiu Z8 (obr. 9) v Erlenmye-
rovych baikach, s obsahem 5L nejdiive s 0,25L média, a postupné (po zhoustnuti) je objemn dopl-
nén na 0,5L a nakonec na 2L média. Michani je potfepanim 3x denné, expozice pod zafivkovym
kobercem, pii nepretrzitém osvétleni FAR (fotosynteticky aktivni radiace, tj. 400 az 700 nm)
40 W.m™a teploté 25 °C. Na zacatku kultivace a po kaZzdém zvySeni objemu byla intenzita svétla
na prvnich 5 dni sniZena na 20 W.m dokud kultura viditelné nezhoustla.

Poloprovozni kultivace v Recku

Poloprovozné byla 7. minutus péstovan v okrouhlém 330 litrovém kultivatoru ve skleniku,
s osvétlenou plochou 2 m’, s nepfetrZitym michanim padlovym kolem, v&. noci (obr. 10). Kulti-
vaénim médium bylo Z8 (obr. 9), v 3nasobné koncentraci. Inokula bylo dodino do poloprovoz-
niho kultivatoru tolik, e koncentrace fas v médiu na zadatku kultivace byla 0,12 g.L.™'. Kultivace
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byla provadéna v klimatickych podminkach SV Recka (Nigrita) kde byla intenzita svétla v maxi-
mu 220 W. m~ FAR, CO, byl do média dodavan perforovanou hadigkou sto¢enou na dné vany
a regulovan tak, aby pH bylo udrZzovano kolem hodnoty 8,5. Napf. paty den kultivace, 7.VI.
v 7:30 bylo 8,5 ve 12:30 pak 9 a v 15:00 bylo 9,13. Pies noc byl vidy prived CO, zastaven
Teplota suspenze se ménila v prabéhu intenzity svétla béhem dne, napt. opét 7.VI. v 7:30:
26,5 °C; ve 12:30: 33 °C a v 15:00: 34 °C, Kultivace probihala 13 dni (2. - 15. VI. 2008) v nor-
mélnim dennim rytmu a biomasa dosahla hodnoty 1,5 g.L™', vytézek tedy byl 19 gm?.den”,
0,12 g.L7".den™. Po 13 dnech kultivace byla biomasa sklizena primyslovou pritokovou odstie-
divkou pit 3000 g, doba zdrZeni byla regulovana pritokem tak, aby odchazejici médium bylo bez
viditelného zakalu. Husta pasta byla rozprostiena ve vrstvé silné 2 mm na plastové folii a sudena
ve skleniku Sluncem po dobu | dne. Zpisob analyzy oleji viz Pfiklad 3, slozeni oleji, je uvede-
no v tabulce (obr. 11).

PEiklad 2
Masova kultivace v Tieboni

Byla ovéfena i ve zcela jiném typu kultivatoru umisténého ve skleniku Botanického Gstavu
v Tieboni (obr. 12). Ma sklenénou fikmou ptochu o délce 12 m a Sitce | m, spad 15 cm, objem
140 L. Tento typ je uréen pro velmi husté suspenze v tenké vrstvé (10 mm). Rozpéstovani ze
sbirkové kultury bylo stejné jako u Pfikladu 1. Inokulum bylo napéstovano v Erlenmayerovych
barikach (shodné jako u piiklad 1) a poté dile namnoZeno kultivaci v planparalelni kyveté s obsa-
hem 12 L, na médiu S§ (obr. 13) z boku osvétlené zéFivkami s nepfetrzitym osvétlenim davaji-
cim hodnotu FAR 80 W.m™. Aerace byla zaji$téna probublavanim perforovanou hadickou na dné
kyvety s pritokem 0,5 L.min™ smési vzduch s 2 % obj. CO,. Ze zadatku byla intenzita svétla
snizena po 3 dny na 40 W. m™ dokud kultura viditeln& nezhoustla.

Narostlé inokulum bylo ptevedeno celé do 130 L média S§ (obr. 13). Pro ovlivnéni metabolic-
kych procesii v buiice byla pfipravena i média S5 fedéna na polovinu a dale varianty bez S, a bez
S i N. Vysledky jsou v obr. 6.

Podateéni koncentrace fasy 7. minutus byla v kultivaéni ploding po naotkovani 0,5 g.L™.
Na za&atku kultivace (10. 111. 2009) byla intenzita svétla v poledne 200 W.m 2 FAR. Pokud inten-
zita denniho svétla byla pod 15 W.m™ (silng zatazeno) fasy byly uchovavany v zisobniku s aera-
¢f vzduchem a nebyly Eerpany na ploSinu. Do média byl davkovan CO, zavedenim do odsttedivé-
ho &erpadla pro rychlé vstiebani suspenzi Fas a jeho koncentrace byla regulovana na 5 L.h™"
Teplota suspenze kolisala v rozmezi 12 aZ 25 °C (rano—odpoledne). Narostld biomasa byla po
16 dnech (1.—16.111.2009) sklizena sedimentaci a naslednym odstfedénim v laboratorni odstiediv-
ce (20 min. pfi 3000 g), zmraZena na —20 °C a pozdé¢)i lyofylizovana (vakuové odmraZeni, pfi
tlaku 0,05 hPa). Hustota suspenze na konci kultivace byla 4.8 g.L' (sklizeno bylo celkem 672 ¢
susiny, tji. 56 g.m™ neboli 2,8 g.m™.den’!, nebo 0,3 g sudiny.L™'.den™'. P# obsahu EPA 7,2 az
13 % v susiné to je produkce 20 az 30 mg.L™'.den™"), coz je srovnatelné s vytézky dosavadnich
producentd, poditano na litr kultury (obt. 1). Pfitom vy3si hodnoty byly dosazeny jen u laborator-
nich, uzavienych systémi kultivace, zatimco nase zafizeni bylo sice ve skleniku, ale typu otevie-
ného plosinového kultivitoru. Pokud potitime vytéZek na m’ pak byl nad vytézek 200 az
300 mg.mz.den. Mikroskopicky rozbor prokazal, Ze fasa dobfe snasi mechanické namahani
odstfedivym Eerpadlem, pofet mechanicky rozbitych bunék byl pod 1 %. Dalsi vyhodou je, Zze
rostla v béznych typech kultivatori, které se jiz b&Zzn& pouzivaji pro komeréni produkei biomasy
sinic (Spirulina - ptiklad 1) i fas (Chlorella — piiklad 2}.

Identifikace mastnych kyselin: 100 mg lyofilizované biomasy bylo zmydelnéno 10% roztokem
KOH v metanolu pii pokojové teploté pfes noc. Neutralni a bazické slouceniny byly z roztoku
o pH 9 vytiepany diethyletherem a vodny roztok s mastnymi kyselinami byl okyselen na pH 2
a kyseliny byly extrahovany do hexanu. Mastné kyseliny byl methylovany smési BF;—methanol
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a identifikovany pomoci GC-MS (plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii, s ionto-
vou pasti s detektorem s ionizaci narazu elektronil). Vzorek byl nastiiknut do kapilami kolony
s polarni stacionarni fazi, 25 m x 0,25 mm x 0,1 um a pro eluci byl pouzit teplotni gradient 5 min
pFi 50 °C, zahiivani kolony rychiosti 10 °C min ' do 320 °C a izotermicky 15 min pii 320 °C.
Nosnym plynem bylo He s pritokem 0,52 mL.min '. Viechna spektra byla skenovana v rozsahu
50 az 600 Da. Struktura methy| estertt byla uréena na zakladé retenénich &asi, jejich fragmentace
a srovnanim spekier se spektry €istych latek. Koncentrace jednotlivych mastnych kyselin produ-
kovanych za rozdilného sloZeni médii jsou na obr. 6.

Priklad 3
Laboratorni kultivace

SloZeni biomasy fasy 7. minutus nap&stované v laboratornim kultivatoru v Sofii. V laboratofi byl
T. minutus jak v inokulaéni tak v experimentalni fazi kultivovan v zatizeni skladajiciho se z vod-
ni lazné 5 prithlednymi sténami s nepfetrzitym osvétlenim z boku, zaFivkami davajicimi oz&fenost
35 W m * FAR, niZ&i hodnoty byly ziskany odstinénim neutrdlnimi filtry z ernych kovovych siti
rizné hustoty. Teploty (20 az 35 °C) byly udrzovany pomoci cirkulace vody z ultratermostatu.
Kultiva¢ni nadoby byly velké zkumavky s obsahem po 200 mL s okrouhlym dnem. Pfiprava
inokula byla shodna s Pl"ikladem 1. Aerace kultur byla probublavanim trubi¢kou na dno zkuma-
vek, pritokem 3 mL.s ' vzduchu s 0.5 % obj. CO,, tim bylo udrzovino pH na 7.5. V obou fazich
bylo pouzito kultivacni médium Z8. Podatecni koncentrace kultury byla nastavena na 0,2 g.L. '
suginy a kultura dorostla do hodnoty 3.5 g.L".

Susina biomasy: byla stanovena centrifugaci 10 mL vzorku 20 min pii 3000 g, ve sklenénych,
predviZenych a vysuenych centrifugaénich zkumavkach. Sediment byl jednou promyt destilova-
nou vodou, znovu centrifugovan a vysusen pii 105 °C do konstanini vahy a zvazen.

Izolace mastnych kyselin: 2 g &erstvé biomasy byly extrahovany smési chloroform/methanol 2:1,
3x po 0.5 h pod refluxem. Extrakt byl odpafen ve vakuu a zbytek byl re—extrahovan chlorofor-
mem pro gravimetrické stanoveni celkovych lipidi. Hlavni skupiny lipidd byly odd&leny prepara-
tivni tenkovrstevnou chromatografii (TL.C) nasledovné: triacylglyceroly (TAG) smési
hexan/diethyl ether 3:1; glycol-, sulpho— a phospholipidy smési chloroform/methanol/vo-
da 65:25:4. Mnozstvi triacyiglyceroli bylo stanoveno vazenim po odpafeni smési hexan/diethyl
podle Petkov a Ramazanov (2003}. Z celkovych lipidid bylo 50 mg vzorku esterifikovano zahfi-
vanim se stejnym objemem methanolu s 6 % bezvodé HCI pii 60 °C po dobu 1,5 h. Vzniklé
methylestery mastnych kyselin byly extrahovany hexanem a &istény TLC na silikagelu smési
hexan/diethyl ether 10:1.

Identifikace mastnych kyselin: Mastné kyseliny byly identifikovany pomoci plynové chromato-
grafie. Methyl estery mastnych kyselin byly nastiiknuty do kapilarni kolony (30m x 0,25 mm,
tloudtka filmu 0,25 pm) s polarni stacionarni fazi, a pro eluci byl pouzit teplotni gradient od 40
do 280 °C, rychlost 6 °C min ', Nosnym plynem bylo He s pritokem 15 mm’.s™. Teplota plame-
no-—-ionizacniho detektoru byla 250 °C. Pro vSechny kroky postupi byly pouzity chemikalie p.a.
kvality, destilovana voda a celosklenéné systémy.

Vysledky jsou v obr. [1.

*Primérné hodnoty a standardm odchylka z 8 opakovani stanoveni mastnych kyselin v [aborato-
Fi, pfi 20 az 35 W.m’, "kultivace v okrouhlém poloprovoznim kultivatoru ve skleniku, Alga,
Therma, Nigrita, Recko kultivacni podminky poloprovozni kultivace viz Pfiklad 1. st. = stopy.
Myristova kys = 14:0, y —linoleova kys. = y—18:3, EPA = 20:5, AA = 20:4. Obsahy jednotlivych
mastnych kyselin jsou pocitany z celkovych lipidi a nebo jen z triacylglyceroli.
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Primyslova vyuZitelnost

Rasova biotechnologie, produkce PUFA jako pfidavku diety ¢lov&ka i zvifat, krmiva pro ryby

a zooplankton v akvakulturach, kosmetika.

PATENTOVE NAROKY

1. Rasa Trachydiscus minutus, kmen Lukavsky & P¥ibyl 2005/1, produkujici oleje s vysokym
obsahem vice nenasycenych mastnych kyselin, uloZzeny ve sbirce Botanického Gstavu, Treboft

pod pfirdstkovym &islem: 931.

7 vykres
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Obr. 2

Organismus Lipidy TAG MYR EPA Autor

% v %% v % v % v

sudingé  sudiné lipidech lipidech
Chlorella protothecoides 53 Cheng et al 2009
Navicula sp. 17-18 Retovsky 1946
Spirulina sp. 9.4 Arvanitis et al. 2003
Spirulina sp. 16,3 Ramadan et al. 2008
Botryococcus braunii 19,8 Shen et al. 2008
Bacillariophyceae 10 Harder & Witch 1942
Scenedesmus obliguus 12,7 Mandal & Mall
12 kmenti Cyanobacterii ~ 8-13 Vargas et al. 1998
Nitzschia ovalis 3.1 26,7
Thalassiosira sp. 6.4 16,6
Tetraselmis sp. 1,2 4,7 Pratoomyot et al. 2005
Synechocystis sp. 28,2 -
Synechococcus sp. 26,7 .
Anacystis sp. 49 -
Phaeodactylum 5 Schmid-Staiger & Trosch
tricornutum 2009
Nannochloropsis sp. 25 Sukenik 1991
Paviova lutheri 32,8 Meireles et al. 2003
Monodus subterraneus 31-34  Liu & Lin 2005
Monodus subterraneus il 31.8 Lu & al. 2001
Monodus subterraneus 34,2
Chlorella minutissima 313 Vazhappilly & Chen, 1998
Phaeodactylum 214
tricornutum
Monodus subterraneus 36,7 Cohen 1994
Trachydiscus minutus 26-31 20 26 27-42  pFedmét vynalezu
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Obr. 4
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Obr. 8.
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Obr. 9
Makroeiementy, g.L™* Gaffrontv roztok mikroelementii, mg.100mL"
NaNO; 46,7 NiSO4(NH4);804.6H,0 19,8 KBr 11,9
Ca(NOs),.6H,Q 5,9 Vo04(504):. 16H 0 3,1 H3BO; 31
K;HPO, 3,1 (NH,)6M07;0,,.4H;0 8.8 MnS0,.4H,0 223
Mg8504.7H,0 2,5 ZnS504.7TH;0 28,7 Cr(NO:)s.7H O 3,70
Na;CO, 2,1 Cd(NO1)2.4H,0 154 Co(NO;3),.6H;0 14,6
Al (SO RK,504.24H,0 474 KI 8,3
N33W04.2H20 3,3 Cu8045H20 ]2,5

Fe-EDTA roztok (do 500 mL): 0,138 mg FeCl1.6HO in 5ml 0,1N HCI + 0,186mg
Chelaton Il v 5SmL 0,1N HCI
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Mastné kyseliny, % (v celkovych tucich).

Ptiklad 3
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61

4+2

31

9+£3

237

0.3+£03
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Lab. kultury
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1.2+0.1
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148+ 0.9
0801

3.7+ 04
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Obr. 12.

Obr. 13

Makroelementy mg.L"! Mikroelementy mg.L™'

KNO; 4042 H;BO; 3.09
Ca(NO3);.6H,0O 5.9 MnS0,.4H,0 1.18
KH,PO4 340 Co(NOs),.6H,0 1.4
MgS0,4.7H.O 988  ZnSO4.7H,O 143
CaC]z .GHQO 10,96 (NH4)5M07024.4H20 0.88
Fe/Na-EDTA 18 CuSO4.5H,0 1.24
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