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Kultivaéni médium pro biotechnologickou produkeci mastnych kyselin v moiskych
mikroiasach z fadu Thraustochytridi

Oblast techniky
Technické feSeni se tyka nového slozeni zivného média pro kultivaci produkéni mikrotasy vhodné

pro biotechnologie. Produktem zajmu jsou mastné kyseliny vhodné zejména jako dopln¢k stravy
a udrzitelna alternativa k zivoci$né produkci mastnych kyselin.

Dosavadni stav techniky

Rasy jsou globalni primarni producenti, kteii pfedstavuji pozoruhodny zdroj Sirokého spektra Zivin.
Nutri¢ni slozeni fas je dobfe zdokumentovano a obsahuje predev§im bilkoviny, sacharidy, lipidy
a mastné kyseliny, mineraly, vitaminy, antioxidanty a stopové prvky. Slozky fas jsou pfirozenym
dopliikem stravy pro ¢lovéka a zvifata nahrazujici syntetické slozky.

Rasy se déli na makrofasy (makroskopické fasy nebo mnohobunééné velké moiské fasy)
a mikrorasy (mikroskopické fasy). Typickym zastupcem mikrotas jsou modrozelené prokaryotické
fasy nazyvané také sinice a dale eukaryotické mikrotasy, které maji velky potencial pro produkci
potravinaiskych komodit, jako jsou jedlé oleje, bilkoviny a Skrob. Pouze eukaryotické mikrotasy
jsou schopny pfirozené produkce triglyceridi, na rozdil od prokaryotickych mikrofas.

Mikrotasy kombinuji vlastnosti typické pro vyssi rostliny a mikrobialni buniky. Mikrofasy jsou
schopny velmi rychle reprodukovat svou biomasu v kapalném prostiedi, jsou velmi bohaté na oleje
a produkuji velké mnozstvi metabolitt. Produktivita biomasy mikrofas mize byt 50x vys$si nez
u nejrychleji rostouci suchozemské rostliny (travy). Mikrofasy reprodukuji svou biomasu asi 1 az
3x za den a teoreticky mohou produkovat 100x vy$si mnozstvi oleje nez u suchozemskych plodin.

Mot'ské mikrotasy se vyznacuji produkci vysokého mnoZzstvi mastnych kyselin. Snadno se p&stuji
a jsou Setrné€jsi k zivotnimu prostfedi ve smyslu extrakce a rafinace ve srovnani s zivociSnymi
mastnymi kyselinami, které jsou spojeny s vlni a pritomnosti cholesterolu. Zvlastni vyznam mezi
doplnky stravy pak zaujimaji esencialni mastné kyseliny jako napf. omega-3 a omega-6 esencialni
mastné kyseliny. Mastné kyseliny jsou zac¢lenény do neutralnich lipidi (triacylglycerold) jako
skladovéni, ale také do polarnich lipid, jako jsou fosfolipidy a galaktolipidy, které tvofi
membranové slozky chloroplastu a endoplazmatického retikula. Olejotvorné eukaryotické
mikrofasy mohou akumulovat az 50 az 70 % oleje.

Mezi vyznamné producenty se fadi mot'ské mikrofasy z fadu Thraustochytridii. Jednotlivé kmeny
Thraustochytridt také produkuji vyznamné mnozstvi skvalenu a karotenoidi. Tyto
mikroorganismy se typicky vyskytuji v mangrovnikovych oblastech v usti fek a morfologicky se
vyznacuji kulovitym tvarem o priméru 10 az 100 pm. Thraustochytridy mohou vytvofit
ekologickou a udrzitelnou alternativu k rybimu oleji s potencialem pro komercializaci a mohou
rust a hromadit lipidy pomoci levnych substrati, jako je glycerol z bionafty.

Jeden z nejvykonnéjsich mikrotasovych producentt olejii a mastnych kyselin je Thraustochytrium
sp. AMCQSS5-5, ktery dosahuje vysokych optickych hustot okolo 12,3 nebo 10,1 pii péstovani
s glycerolem nebo gluk6zou. Nejlepsi generacni doba pak byla naméfena 30 hodin a bylo dosazeno
62 hmotnostnich procent celkovych lipida pii 47% zastoupeni mastnych kyselin.

Cilem technického fteSeni je predstavit novy kmen mikrofasy Schizochytrium ztadu
Thraustochytridit s témér dvojndsobnou koncentraci mastnych kyselin naakumulovanych
v suspenzi za stejnou dobu oproti piivodnimu kmeni této mikrofasy
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Podstata technického feSeni

Vyse uvedené nedostatky odstranuje kultivacni médium pro biotechnologickou produkci mastnych
kyselin v mofskych mikrofasach z fddu Thraustochytridi podle technického feSeni, jehoz podstata

spociva v tom, Ze

ma nasledujici sloZeni
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Nézev chemické sloZky Koncentracni rozsah, kg/m?®
Glycerol 23,75 - 26,25
KvasniCny extrakt 3,42 -3,78
Moi'ska sl 17,10-18,90
CaClz 9,50-10% - 10,50-102
MnCl2 - 9,88:10° - 10,92:10"3
ZnS04 - 9,88:10° - 10,92:102
CuSOs4 - 1,52:10° - 1,68:10°
NazMoOa4 3,00:10° - 3,40-10°
NiSOa4 1,52:10° - 1,68:103 |
FeSO4 1,90-10°-2,10-10° |
CoCl2 1,25110%-1,3910*
| Vitamin B+ 14,44-10* - 15,96-10*
Vitamin Bs 4,86:10 — 5,38:102
Vitamin Bz . 2,2810°-2,52-10%
HCI 3.646:10° kg/mol 8,00-10% - 12,00-10*

Objasnéni vykrest

Obr. 1 predstavuje foto fluorescencni mikroskopické analyzy ptivodniho (A) a nového kmene (B)

ukazujici zvySenou produktivitu lipidovych télisek.

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Produkéni a ovéfovaci experimenty mikrotasy Schizochytrium byly realizovany v laboratornich
kultivatorech MC-1000 (Photon Systems Instruments, Brno, CR), které umoznuji soub&znou
kultivaci v osmi zkumavkach o objemu 80 ml/zkumavku. Kultivator umoznuje pfesnou regulaci
teploty v celém objemu zkumavek v rozmezi teplot od cca 15 °C do 50 °C. Distribuce Zivin a plynid
je zajisténa systémem probublavani bunéénou suspenzi.

Kultivace byla provadéna pii teploté 28 °C, bublani vzduchem 1 v/v, v optimalizovaném sloZeni
zivného média s kyselosti vhodnou pro biotechnologické aplikace, tj. pH 4,5, které pisobi
antisepticky.
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Tabulka 1 - Slozeni optimalizovaného kultiva¢niho média s pH 4,5

Nézev chemické slozky Koncentra¢ni rozsah, mg/1
Glycerol 23 750 — 26 250
Kvasni¢ny extrakt 3420—-3 780
Moiska sil (BioSal) 17 100 — 18 900
CaCl 95 -105

MnCl, 9,88 -10,92
ZnS04 9,88 -10,92
CuS0O4 1,52 - 1,68
NaMoO4 0,03 - 0,034
NiSOq4 1,52 - 1,68
FeSO4 0,019 - 0,021
CoCl, 0,125 -0,139
Vitamin B, 1,444 - 1,596
Vitamin Bs 48,6 - 53,8
Vitamin B, 2,28 -2,52
HC10,1 M 0,8-1,2

Porovnani kapacity pro produkci mastnych kyselin bylo provedeno ve tiech biologickych
replikatech. Vysledna produktivita nového kmene byla 53 % oleji v porovnani s 32 % olejl
ptvodniho kmene a obsah mastnych kyselin se zvysil na 85 % mastnych kyselin u nového kmene
z 76 % mastnych kyselin u ptivodniho kmene (hmotnostni procenta, tj. hmotnost mastnych kyselin
na hmotnost suché biomasy).

Néklady na vyrobu optimalizovaného zivného/kultivaéniho média byly snizeny na 5 % ptvodnich
nakladl oproti slozeni s béZné pouzivanymi Cheng solemi.

Zvysena produktivita byla potvrzena fluorescencni mikroskopickou analyzou s vyuzitim barveni
intracelularnich lipidovych télisek pomoci lipofilniho barviva BODIPY 505/515 (4,4-difluor-
-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen; Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA),
které selektivné barvi lipidy v€etn€ mastnych kyselin, cholesterylesterti, fosfolipidt, sfingolipidii
a jejich analogi.

Pro zajisténi udrzitelného vyuziti kmene v primyslovych produkénich podminkach byl dale
vyvinut kryoprezervacni protokol pro dlouhodobé hlubokomrazé skladovani kmene a dobrou
reprodukovatelnost poc¢ate¢nich podminek kultivace.

Na obr. 1 jsou znazornény buiiky z populace sbirkového kmene vykazujici standardni akumulaci
lipidovych télisek (levy panel A) v porovnani s hyper-produkujici novou linii mikrotasy, kdy je
zietelna zvySena produkce lipidovych télisek pozorovatelna na obrazku jako zvySena granularita
vnitini struktury bun€k (pravy panel B) a obecné zvySena distribuce velkych bunék plnych
lipidovych telisek.

S vyuzitim vlastni vyvinuté technologie pro akcelerovanou evoluci mikrofas byl ziskan novy
kmene mikrotasy Schizochytrium z tadu Thraustochytridd s téméf dvojnasobnou koncentraci
mastnych kyselin naakumulovanych v suspenzi za stejnou dobu oproti puivodnimu kmeni této
mikrofasy. Kultura byla péstovana za optimalnich podminek pro produkci biomasy tak, aby po cca.
24 hodinach intenzivniho rtstu doslo k akceleraci syntézy lipidl a poté doslo k selekci / vybéru
jedinct s vysokym obsahem lipidd a mastnych kyselin. Nasledna akcelerovana evoluce vedla
k ziskani stabilniho produk¢niho kmene, ktery vykazuje vice jak dvojnasobnou produkci mastnych
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kyselin oproti ptvodnimu sbirkovému kmeni mikrotasy Schizochytrium. Déle tento kmen
vykazoval vyznamné zlepSené generaéni ¢asy okolo 1,5 hodin.

Prumyslova vyuzitelnost

Slozeni kultivacniho média s pufedstavenym optimalnim nutricnim slozenim pro kultivaci
mikrotas z fadu Thraustochytridi, vyvinuté pro kmen Schizochytrium.

Kultivaéni podminky zajistuji zvySenou produktivitu biomasy a mastnych kyselin mikrofasou
Schizochytrium.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Kultivaéni médium pro biotechnologickou produkci mastnych kyselin v moiskych
mikrofasach z fadu Thraustochytridii, vyznacujici se tim, Ze ma nasledujici sloZeni

Nazev chemické sloZzky Koncentraéni rozsah, kg/m?®
Glycerol 23,75 - 26,25
Kvasnicny extrakt 3,42 - 3,78
Morska sul 17,10 — 18,90
CaClz 9,50-10% - 10,50-102
MnClz - 9,88:10° - 10,92-10°
ZnS04 9,88:10 - 10,92-103
CuSO4 1,52:10° - 1,68-103
NazMoO4 3,00:10° — 3,40-10°
NiSO4 1,52:10° - 1,68-10°3
FeSO4 1,90:10°-2,10-10"°
CoCl2 1,25-10*-1,39-10* |
Vitamin B1 14,44-10“ - 15,96-10*
| Vitamin Bs 4,86:10 — 5,38:102
Vitamin B2 2,28:10° —2,52:10%
HCI 3.646-10-° kg/mol 8,00:-10“ - 12,00-10*
1 vykres
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(A) (B)
Obr. 1
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