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CCALA 1094: Monoraphidium sp. Nedbalova 2009/1 je
vyuZzitelny jako zdroj pro pramyslovou produkei oleju

s vysokym obsahem polynenasycenych mastnych kyselin,

zejména kyseliny hexadekatetraenové a kyseliny
stearidonové pro dopliky stravy ¢lovéka, zvirat ¢i jako
pouZiti pro jiné aplikace. Vyndlez popisuje také zptsob
produkce oleji s vysokym obsahem polynenasycenych
mastnych kyselin v produkénim kmeni, spocivajici v jeho
vystaveni nizkym kultivaénim teplotam.
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Produkéni kmen Fasy Monoraphidium sp. pro produkci olejii s obsahem polynenasycenych
mastnych Kyselin, zpiisob produkce téchto olejii a poutZiti tohoto produkéniho kmene pro
prumyslovou vyrobu téchto olejii

Oblast techniky

Vynalez se tyka produkéniho kmene tasy Monoraphidium sp., produkujiciho oleje s vysokym
obsahem polynenasycenych mastnych kyselin a rovnéz zpisobu produkce téchto olejii timto
produkénim kmenem.

Dosavadni stav techniky

Esencialni mastné kyseliny, Casto také nazyvané EFA — Essential Fatty Acid, jsou nepostradatel-
né pro spravné fungovani organismu. Clovék a vétsina savcd tyto latky musi pfijimat v potravé,
protoZe si je sami nedovedou biosyntetizovat. Esencialni mastné kyseliny neslouZi jen jako zdroj
energie, ale jsou nezbytné nutné pro radu biologickych procesii v organismu, napf. jako substrat
pro syntézu prostaglandini a dalSich biologicky aktivnich latek, jako jsou thromboxany, prosta-
cykliny, atd.

Pro savce véetné ¢lovéka jsou primarné esencialni pouze dvé mastné kyseliny, tj. kyselina a-lino-
lenova — polynenasycena mastna kyselina omega-3 (®-3) a kyselina linolova — polynenasycena
mastna kyselina omega-6 (®-6). Mezi dalsi mastné kyseliny, které jsou jen ,,podminéné esen-
cialni“ patii vétSina polynenasycenych mastnych kyselin — PUFA, tj. PolyUnsaturated Fatty
Acid. Polynenasycené mastné kyseliny obsahuji ve své struktufe vice nez jednu dvojnou vazbu
(C=C) v uhlikovém fetézci.

Podle chemického slozeni rozliSujeme nékolik skupin polynenasycenych mastnych kyselin,
z nichz jsou dilezité polynenasycené mastné kyseliny -3 a polynenasycené mastné kyseliny -
6. Prvni ze jmenovanych jsou -3 mastné kyseliny, coZ jsou nenasycené mastné kyseliny s dvoj-
nou vazbou na tfetim atomu uhliku od konce uhlovodikového fetézce. Mezi vyzna€né patii kyse-
lina a-linolenova se zkratkou ALA, tj. 18:3w-3, ktera obsahuje osmnact uhlikovych atomi a tfi
dvojné vazby, kyselina stearidonova se zkratkou SDA, nékdy nazyvana téz kyselina moroktova,
tj. 18:4w-3, ktera obsahuje osmnact uhlikovych atomu a ¢tyfi dvojné vazby a kyselina hexadeka-
tetraenova, tj. 16:4w-3, ktera obsahuje Sestnact uhlikovych atomi a &tyfi dvojné vazby. Obecné
se polynenasycené mastné kyseliny obsahujici &tyfi dvojné vazby nazyvaji kyseliny tetraenové.
Polynenasycené mastné kyseliny ze skupiny w-6 maji posledni dvojnou vazbu v pozici w-6, coz
znamena Sestou vazbu od methylového konce. Patfi mezi né predev§im kyselina linolova se
zkratkou LA, tj. 18:20-6, ktera obsahuje osmnact uhlikovych atomu a dvé dvojné vazby a kyseli-
na y-linolenova se zkratkou GLA, tj. 18:3w-6, ktera obsahuje osmnact uhlikovych atomu a tfi
dvojné vazby.

Kyselina stearidonova je biosyntetizovana z kyseliny a-linolenové pomoci enzymu A6-desatura-
zy. Pfirodnim zdrojem této kyseliny jsou jen vyjimecné rostlinné oleje, napf. semena nékterych
druhii konopi, kamejka rolni nebo ¢erny rybiz. Nejbohat§im zdrojem jsou vsak fotosyntetizujici
mikroorganizmy, piedevsim fasy, kde obsah této kyseliny dosahuje az desitek procent. Zdrojem
kyseliny hexadekatetraenové jsou pouze fasy, at’ jiz moiské nebo i sladkovodni. Jak 18:4w-3, tak
i 16:40-3 mastné kyseliny z moiské fasy Undaria pinnatifida potlacuji produkci eikosanoidu
mastocytd mySi, zvlast€ leukotrienu B4 (LTB4), leukotrienu C4 (LTC4) a 5-hydroxyeicosa-
tetraenové kyseliny (5-HETE).

Rasy maji velky potencial pouziti v biotechnologii diky své vysoké riistové rychlosti a moznosti

primyslového péstovani v masovych suspenznich kulturach, které jsou snadno technicky
ovladatelné. Navic mohou byt kultivovany i v lokalitach nevhodnych pro klasické plodiny vyza-
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dujicich trodnou pidu. Jednobunéené fasy jiz byly ovéreny jako potencialni producenti cennych
latek, napf. polynenasycenych mastnych kyselin neboli PUFA. Tyto esencialni latky jsou nezbyt-
né jako doplnck zdrave lidské vyzivy i jako pridavek krmeni rybam v akvakulturach ¢i zooplank-
tonu, ktery potom slouzi jako rybi potrava.

Vyznamné postaveni mezi esencialnimi mastnymi kyselinami maji kyseliny s 18 atomy uhliku, tj.
kyseliny linolova a a-linolenova, které nelze ve stravé obratlovei ni¢im nahradit, nebot’ obratlov-
ci postradaji v disledku evoluce prislusné enzymy. Polynenasycené mastné kyseliny jsou hlav-
nim Cinitelem v priznivém vlivu tzv. sttedomoiské diety, jejiz soucasti jsou napf. mofské ryby,
samotné ryby je vSak netvori, ale ptijimaji je pfes zooplankton z moiského fytoplanktonu.

Mastné Kyseliny jsou cenné produkty, obvykle viak jednotlivé organismy prevazné produkuji jen

Jjednu skupinu v zavislosti na jejich biosyntetickych schopnostech. Pouze obsah zadanych latek

neni viak jedinou podminkou tspésnosti biotechnologické produkce. Organismus pro venkovni
kultivace musi snadno riist v daném zafizeni, musi mit uréitou odolnost proti technologickému
zachazeni, jako jsou napf. stfizné sily vznikajici pfi Cerpani, oscilacim teploty, intenzité svétla,
atd. U venkovnich kultivaci odpada zajistovani tepelné a svételné energie, nebot” Slunce dodava
svoji Cistou energii zdarma. V podminkach mirného pasu je vsak mozné provozovat venkovni
kultivace fas jen po omezené obdobi roku, kdy jsou teploty i slune€ni zareni dostate¢né vysoké
pro rist téchto mikroorganismi. Proto se neustale hledaji a testuji nové organismy i riizné typy
kultivéatord.

Ukolem vynalezu je najit vhodny organismus, ktery by byl schopen produkovat oleje s vysokym
obsahem polynenasycenych mastnych kyselin pfi kultivaci v otevienych systémech v naSich
podnebnych podminkach po cely rok, tedy ktery by byl schopen riist i za niZSich teplot a nizsiho
zafeni, ktery by bylo mozno produkovat béhem chladného obdobi, kdy bézné sinice a fasy prak-
ticky nepfirdistaji, ktery by rostl autotrofné€ a byl dostatecné rezistentni proti kontaminaci jinymi
fasami, sinicemi a bakteriemi,

Podstata vynalezu

Tento kol Fesi kmen fasy Monoraphidium sp., ktery ve smyslu tohoto vynalezu predstavuje pro-
dukéni mikroorganismus pro ziskavani oleji s vysokym obsahem polynenasycenych mastnych
kyselin. Produkéni kmen fasy Monoraphidium sp. je ulozen ve sbirce Botanického ustavu
AV CR, Tieboi, Dukelskd 135, pod ptiriistkovym &islem CCALA 1094: Monoraphidium sp.
Nedbalova 2009/1. Vynalez se dale zabyva primyslovym pouzitim tohoto kmene a dale zptiso-
bem produkce oleju s obsahem polynenasycenych mastnych kyselin v primyslovém kmeni této
rasy.

Tento kmen s vyhodou produkuje oleje s tetraenovymi kyselinami na bazi kyseliny stearidonové,
ktera predstavuje vice nez 20 % hmotn. a kyseliny hexadekatetraenové, ktera predstavuje vice
nez 10 % hmotn. z celkového obsahu polynenasycenych mastnych kyselin. S vyhodou je celkovy
soucet podilii kyseliny hexadekatetraenové a kyseliny stearidonové v oleji vy$3i nez 50 % hmotn.

Monoraphidium sp. CCALA 1094 je kmen kokalnich zelenych fas s burikami rohli¢kovitého
tvaru, s protazenymi $pi¢atymi konci, lukovité zpét prohnutymi. Rozméry bunék jsou 2 az 3 pm
na §itku a 8 az 16 pm na délku. Chloroplast je nasténny, bez pyrenoidu, uprostied buriky je vy-
krojeny a je zde ulozeno jadro. Tyto fasy se rozmnozuji nepohlavné, podélnym délenim je vytvo-
feno nékolik autosport, jak je zobrazeno na obr. 1.

Rasy z rodu Monoraphidium rostou v mnoha sladkovodnich biotopech, jako jsou jezera, raseli-
nisté, drobné vodni tiné, mrtva ramena fek, ale vétSinou ne v pfili§ hojném poctu. Na ostrové
Jamese Rosse u pobiezi Antarktidy, vychodné od nejseverngjsiho vybézku Antarktického polo-
ostrova, tvofil druh Monoraphidium sp. dominantni sloZku planktonu v jezerech s trvalou ledo-
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vou pokryvkou. Z jednoho z téchto jezer byl tento druh v roce 2009 izolovin roztérem na aga-
rovou plotnu se Z médiem a vybérem kolonie. Je ulozen ve Sbirce autotrofnich organismi Bota-
nického dstavu AV CR, Dukelska 135, Tteboit jako kmen CCALA 1094, Nedbalova 2009/1.
Buiiky fasy vykazuji vhodnou ristovou rychlost v Sirokém rozmezi teplot od 0 do 30 °C, nejvy-
hodngjsi usporadani predstavuje kultivaéni teplota v teplotnim rozmezi 10 az 14 °C. Sekvence
18S rDNA tohoto kmene je uvedena na obr. 2. Tento kmen neni dosud udrZzovan v Zadné jiné
fasové sbirce na sveté.

Kmen Monoraphidium sp. CCALA 1094 je novym perspektivnim organismem pro produkci ole-
jb. Patfi do tiidy Chlorophyceae tedy do téidy zelenych ras, fadu Sphaeropleales a Celedi Selena-
straceae, kde jako zasobni latka slouzi olej nebo Skrob. Obsah celkovych olejii v biomase inten-
zivné rostouci kultury Monoraphidium sp. CCALA 1094 je i pies 30 % v susin€, polynenasycené
mastné kyseliny tvofi vice nez 60 % celkového mnozstvi mastnych kyselin. Testovani vlivu tep-
loty a intenzity zafeni na zkFizenych gradientech ukazalo, ze kmen Monoraphidium sp. CCALA
1094 roste v Sirokém rozmezi teplot a vyZaduje nizkou intenzitu slunecniho zareni, jak znazornu-
je diagram na obr. 3. Teplotni optimum je posunuto do oblasti nizkych teplot, proto je tato fasa
vhodna pro venkovni péstovani i v chladném obdobi roku. Kultivace probihala od 26. listopadu
do 17. prosince 2015. Rustova kiivka kmene, pribéh teploty kultivatniho média a intenzity FAR
neboli fotosynteticky aktivniho zafeni jsou uvedeny na obr. 4.

Pfedmétem vynalezu je také zpiisob produkce olejii s obsahem polynenasycenych mastnych
kyselin, zejména kyselin tetraenovych na bazi kyseliny stearidonové a kyseliny hexadeka-
tetraenové v produkénim kmeni fasy Monoraphidium sp. CCALA 1094. Podstata vynalezu spoci-
va v tom, ze produkéni kmen fasy se kultivuje v teplotnim rozmezi 0 az 30 °C. Ve vyhodném
provedeni se tento kmen kultivuje v teplotnim rozmezi 10 az 14 °C.

Vyhody produkéniho kmene fasy Monoraphidium sp. podle tohoto vynalezu spoéivaji zejména
ve schopnosti produkce olejii s vysokym obsahem polynenasycenych mastnych kyselin pfi
kultivaci v otevienych systémech v nasich podnebnych podminkach po cely rok, tedy ve schop-
nosti riist i za nizSich teplot a nizsiho zareni. Produkéni kmen Monoraphidium sp. CCALA 1094
je schopen produkovat polynenasycené mastné kyseliny béhem chladného obdobi, kdy bézné
sinice a fasy prakticky nepfirlistaji, roste autotrofné a je dostatecné rezistentni proti kontaminaci
jinymi fasami, sinicemi a bakteriemi.

Objasnéni vvkresi

Uvedeny vynalez bude bliZze objasnén na nasledujicich vyobrazenich, kde:
obr. 1 zobrazuje buiiky kmene Monoraphidium sp. CCALA 1094 pod svételnym mikroskopem,
obr. 2 zobrazuje sekvenci 18S rDNA kmene Monoraphidium sp. CCALA 1094,

obr.3 zobrazuje diagram pouziti zkiizeného gradientu teploty a zafeni pro stanoveni optimal-
nich podminek riistu kmene CCALA 1094, testovano v mikrodesti¢kach,

obr. 4 znazoriuje pribéh ristové kiivky, teploty kultivatniho média a intenzity FAR pfi ven-
kovni kultivaci,

obr. 5 znazorfiuje tabulku sloZeni zasobnich roztokii pro ptipravu média Z8, Fe-EDTA roztoku
a Gaffronova roztoku mikroelementa,

obr. 6 zobrazuje obsah mastnych kyselin a lipidil pfi poloprovozni kultivaci Monoraphidium sp.
CCALA 1094,
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obr. 7 znazoriuje gral produkee mastnych Kyselin 18:4m-3 a 16:4m-3 kmenem Monoraphidium
sp. CCALA 1094 a jinymi vyznamnymi producenty.

Priklad uskuteénéni vynalezu

Ptiprava inokula

Kmen Monoraphidium sp. CCALA 1094 je uchovavian ve Sbirce autotrofnich organismi Bota-
nického Gstavu AV CR v Treboni jako rostouci kultura ve zkumavce na sikmém agaru pii cca
15 °C, pod zativkovym osvétlenim 10 W.m . Monoraphidium sp. CCALA 1094 ma rozmeéry
bunék 2 az 3 pm na Sitku a 8 az 16 pm na délku, jak je znazornéno na obr. 1. Na obr. 1 je také
zobrazeno déleni mateiské buriky na autospory. Z této kultury je kmen piedpéstovan vsadkovou,
stacionarni kultivaci na kapalném médiu Z8, jehoz slozeni je znazornéno v tabulce na obr. 5, ve
sklenénych lahvich, s obsahem 2 L. Do 700 mL destilované vody je ptidano po 10 mL jednotli-
vych mikroelementi z obr. 5 ze zasobnich roztokd, 0,2 mL Fe-EDTA roztoku a 0,08 mL Gaffro-
nova roztoku mikroelementi, jejichz sloZeni je taktéZz zobrazeno na obr. 5. Cela smés je nasledné
doplnéna destilovanou vodou na | L. Pro velkoobjemovou kultivaci na plosiné je mozné odvaze-
né chemikalie sypat pfimo na plosinu a nechat jednotlivé rozpustit ve vodé s pritokem CO,.
Dvoulitrove lahve nejprve obsahuji 0,25 L média a postupné po zhoustnuti je objem dopliiovan
na celkové 2 L. Michani suspenze a syceni COs je zajisténo probublavanim nadbytkem vzduchu
se 2 % obj. CO, pomoci trubicky zavedené na dno lahve. Smés je nasledné filtrovana ptes mem-
branovy filtr Milipore. Lahve jsou umistény ve vodni lazni, kde je teplota udrzovana na 10 °C
kompresorovym chladicim okruhem. Sklenénou sténou je lazei z bokid nepietrzité osvétlovana
LED panely s intenzitou FAR, tedy fotosynteticky aktivni radiace tj. 400 az 720 nm s energii
40 W.m *. Na zagatku kultivace a po kazdém zvyseni objemu je intenzita svétla na prvnich 5 dni
snizena na 20 W. m , dokud kultura viditelné nezhoustne. Na obr. 3 je znazornén riist fasy
Monoraphidium sp. CCALA 1094 na zkfizenych gradientech teploty a osvétleni pro zjisténi
optimalnich hodnot pro kmen Monoraphidium sp. CCALA 1094, které bylo testovano v mikro-
destickach.

Poloprovozni kultivace

Poloprovozné je kmen Monoraphidium sp. CCALA 1094 péstovan na ploSiné firmy BCS Engi-
neering Brno, umisténé ve skleniku Botanického tistavu v Tieboni, tedy v klimatickych podmin-
kach stfedni Evropy. Jedna se o plosinovy kultivator se sklonénou $ikmou plochu o délce 12 m
a Sifce 1 m, spad 15 cm, objem 140 L. Tento typ je urCen pro velmi husté suspenze v tenké vrstve
do 10 mm. Rozpéstovani ze sbirkové kultury je provedeno analogicky, jako je popséno v ptikla-
du 1.

Narostlé inokulum je prevedeno celé do 150 L média Z8. Pocatecni koncentrace fasy je v kulti-
vaéni plosiné po naockovani 0,5 g.L"'. Do média je davkovan CO, zavedenim do odstiedivého
¢erpadla pro rychlé vstiebani suspenzi fas a jeho koncentrace je regulovana na 5 L.hod™. Po ce-
lou dobu kultivace je teplota suspenze a intenzita FAR zaznamenavana v desetiminutovych inter-
valech pomoci dataloggert Minikin (EMS, Brmo). Teplota suspenze kolisa v rozmezi 3,2 az
21,9 °C, primérna teplota za celé obdobi je 10,0 °C. Hodnoty FAR se pohybuji v rozmezi 0 az
180 W.m™, primérna intenzita FAR je pouze 8 W.m . Narostl4 biomasa byla po 21 dnech, tedy
po obdobi 26. 11. az 17. 12. 2015 sklizena odstfedénim v odstiedivee EVODOS 10 pii 7000 ota-
Cek/min, zmraZzena na —20 °C a pozdéji lyofylizovana neboli vakuov€é odmrazena pii tlaku
0,05 hPa. Hustota suspenze na konci kultivace byla 13,56 g.L”, sklizeno bylo celkem 2035 g
suginy, tj. 169,6 g.m™. Pii obsahu polynenasycenych mastnych kyselin 18:40-3 a 16:40-3 44 az
54 % z celkového mnozstvi mastnych kyselin je jejich produkce 20 g.m > za tfitydenni cyklus.
Obr. 4 zobrazuje priibéh rastové kiivky, teploty kultivaéniho média a intenzity fotosynteticky
aktivniho zareni FAR pii této venkovni kultivaci. Obsah polynenasycenych mastnych kyselin
a lipidii stanovenych v susiné kmenu Monoraphidium sp. CCALA 1094 v 7., 14. a 21. dni kulti-
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vace je zobrazeno na obr. 6. Na obr. 7 jsou porovnani vyznamni producenti 18:40-3 a 16:40-3
kyselin s kmenem fasy Monoraphidium sp. CCALA 1094. Pfitom vyssich hodnot je dosazeno jen
u laboratornich, uzavienych systémi kultivace, kdezto feseni podle tohoto vynalezu je ve skle-
niku, ale typu otevieného ploginového kultivatoru. Mikroskopicky rozbor prokazal, ze fasa dobie
snasi mechanické namahani odstfedivym ¢erpadlem, pocet mechanicky rozbitych bunék je pod
I %. Dalsi vyhodou je, Ze fasa roste v béznych typech kultivatorti, které se jiz bézné¢ pouzivaji
pro komeréni produkei biomasy sinic jako napt. Spirulina ¢i Chlorella.

Susina biomasy

Susina biomasy je stanovena centrifugaci vzorku 20 min pti 3000 g, v plastovych, pfedvazenych
zkumavkach Eppendorf o objemu 2 mL. Sediment je vysuSen pii 105 °C do konstantni vahy
a zvazen. Mnozstvi lipida bylo stanoveno vazenim po odpaieni smési hexan/diethyl ether.

Identifikace mastnych kyselin

100 mg lyofilizované biomasy je zmydeln€no 10 % roztokem KOH v metanolu pfi 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 extrahovéany
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 ioni-
zaci narazu elektronli. Vzorek je nasttiknut do kapilarni kolony s polarni stacionarni fazi, 25 m x
0,25 mm x 0,1 pm a pro eluci je pouzit teplotni gradient 5 min pfi 50 °C, se zahtivanim kolony
rychlosti 10 °C min™' do 240 °C a izotermicky 15 min pfi 240 °C. Nosnym plynem je helium
s pritokem 0,52 mL.min"'. Vechna spektra jsou skenovéana v rozsahu 50 az 600 Da. Struktura
methyl esterl je urCena na zakladé retencnich Casil, jejich fragmentace a srovnanim spekter se
spektry Cistych latek.

Prumyslova vyuzitelnost

Produkéni kmen fasy Monoraphidium sp. podle tohoto vynalezu lze vyuzit pro produkci oleji
s vysokym obsahem polynenasycenych mastnych kyselin pfi nizkych kultiva¢nich teplotach jako
ptidavek diety ¢lovéka i zvifat, krmiva pro ryby a zooplankton v akvakulturach ¢i v kosmetice.

PATENTOVE NAROKY

1. Produkéni kmen fasy Monoraphidium sp. pro produkci oleji s obsahem polynenasycenych
mastnych kyselin ulozeny ve Sbirce autotrofnich organismu Botanického astavu AV CR, Ttebon,
Dukelska 135, pod ptiriistkovym ¢istem CCALA 1094: Monoraphidium sp. Nedbalova 2009/1.

2. Produké¢ni kmen fasy podle naroku 1, kde produkované oleje obsahuji vice nez 17 % hmotn.
kyseliny hexadekatetraenové a vice nez 27 % hmotn. kyseliny stearidonové.

3. Produkéni kmen fasy podle naroku 2, kde celkovy soucet podili kyseliny hexadekatetraeno-
vé a kyseliny stearidonové v oleji je vy$§i nez 50 % hmotn.

4. Pouziti produk¢niho kmene fasy Monoraphidium sp. podle nékterého z naroki | az 3 pro
produkci oleji s obsahem polynenasycenych mastnych kyselin, zejména kyselin tetraenovych na
bazi kyseliny stearidonové a kyseliny hexadekatetraenové.
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5. 7pisob produkee oleji s obsahem polynenasycenych mastnych kyselin, zejména kyselin
tetraenovych na bazi kyseliny stearidonové a kyscliny hexadekatetraenové v produkénim kmeni
rasy podle nékterého z narokii 1 az 3, vyznacujici se tim. Ze produkéni kmen fasy se
kultivuje v teplotnim rozmezi 0 az 30 °C.

6. Zpiisob podle naroku 5, vyznacujici se tim, ze produkéni kmen fasy se kultivuje
v teplotnim rozmezi 10 az 14 °C.

7 vykrest
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CTGCTTATACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATTTGAT
GGTACTTTTACACGGATAACCGTAGTAAATCTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCC
CGACTTCAGGAAGGGACGTATTITATTAGATAAAAGGCCGACCGGACTCTGTCCGA
CCCGCGGTGAATCATGATAACTTCACGAATCGCATAGCCTCGTGCTGGCGATGTT
TCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGT
GGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAAC
GGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGATACG
GGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCATTCAATGTCTGGTAATTGGA
ATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAA
AAGCTCGTAGTTGGATTTCGGGTGGGTTCCAGCGGTCCGCCTATGGTGAGTACTG
CTGTGGCCCTCCTTTCTGTCGGGGACGGGCTCCTGGGCTTCACTGTCCGGGACTCG
GATTCGACGATGATACTTTGAGTAAATTAGAGTGTTCAAAGCAAGCCTACGCTCT
GAATACTTTAGCATGGAATATCGCGATAGGACTCTGGCCTATCTCGTTGGTCTGT
AGGACCGGAGTAATGATTAAGAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCATTGTCA
GAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAG
GATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCG
TCGTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACTAGGGATTGGAGGATGTTCTTTTGAT
GACTTCTCCAGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATG
GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCCAGGCGTGGA
GCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCAGACATAATG
AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTITATGGGTGGTGGTGCATGGCCG
TTCTTAGTTGGTGGGTTGCCTTGTCAGGTTGATTCCGGTAACGAACGAGACCTCA
GCCTGCTAAATAGTCACTTTCGCTTTTTGCGGATGGCCGACTTCTTAGAGGGACA
GATGCTACAAAAGCATCGGAAGTATGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTA
GATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACACGTTCAACAAGCCTATCCTTGA
CCGAGAGGTCTGGGTAATCTTTGAAACCGTGTCGTGATGGGGATAGATTATTGCA
ATTATTAGTCTTCAACGAGGAATGCCTAGTAGGCGCAAGTCATCAGCTTGCGCCG
ATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGGGTGTGCT
GGTGAAGTGTTCGGATTGGCGAAGCGGGTGGCAACACTTGCTTTTGCCGAGAAGT
TCATATACTGAGTACGTCCTTATGACTACTTCA
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Medium Z8

sloucenina Zasobni roztok (g.I'' dH,0) PouzZité mnoZstvi do 1 litru
NaNO, 46,7 10 mi

Ca(NO3),.4H,0 5,9 10 mi

K,HPO4 3,1 10 ml

MgS0,.7H,0 2,5 10 ml

Na,CO; 2,1 10 mi

Fe-EDTA roztok Viz nésledujici predpis 0,2 mi

Gaffroniv roztok Viz nasledujici predpis 0,08 mi

mikroelementii

Fe-EDTA roztok

slouc¢enina | PouZité mnozstvi
HCI (35%) 2,2 ml

dH,0 250 ml
FCC|3.6H20 4,5 2

Na;EDTA 465g

Gaffroniiv roztok mikroclementii

slou¢enina Pouzité mnozstvi do 100 ml
H3B03 0,31 g
MnS04.4H,0 0223 g
Na, W0,.2H,0 0,003 g
{NHs)¢Mo07074.4H,0 0,0088 g
KBr 0,0119¢
K] 0,0083 g
ZnS04.7H,0 0,0287 g
Cd(NO;),.4H,0 00154 g
Co(NOs);.6H,;0 0,0146 g
CuS0,.5H,0 00125 g
NISO4(NH4)23046H20 0,0198 g
Cr(NOs),.7H,0 0,0037 ¢
V704(804)3.16H,0 0,0035 ¢
Alx(804);:K,504.24 H,0 0,0474 ¢

OBR. 5
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Mastna kyselina Trivialni nazev 7. den (%) 14. den (%) 21.den (%)
13:0 0,8 0,9 0,5
14:0 myristova 0,2 0,1 0,2
16:0 palmitova 17,0 17,4 17,5
16:107 palmitolejova 3,5 25 1.9
16:1w3 0,2 0,1 0,2
16:3w3 1,7 1,7 1,8
16:404 hexadekatetraenova 19,1 18,4 17,0
18:0 stearova 43 32 1,7
18:109 olejova 10,1 12,5 17,0
18:1w7 cis-vaccenic 0,2 0,0 0,2
18:2w6 linolova 2,3 4.0 57
18:306 v-linolenova 0,1 0,2 0,4
18:3mw3 a-linolenova 4,9 6,4 79
18:4m3 stearidonova 34,7 31,8 27,5
22:0 behenova 0,9 0,8 0,5
Lipidy v susin& (%) 336 24,5 27,0

OBR. 6
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