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Vynalez se tyka produkéniho kmene Japonochytrium sp.
AN4-10, produkujiciho oleje s vysokym obsahem
polynenasycenych mastnych kyselin, ulozeného ve Sbirce
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Produkéni kmen Japonochytrium sp. AN4-10, jeho pouziti a zplsob produkce kyseliny

dokosahexaenové

Oblast techniky

Vynélez se tykd produkéniho kmene Japonochytrium sp. AN4-10, jeho pouziti a

zpusobu produkce kyseliny dokosahexaenové.

Dosavadni stav techniky

Z nutri¢niho hlediska jsou vysoce cen&né nenasycené mastné kyseliny s dlouhymi
fetézci (s obsahem C > 18), které nejsou vyssi rostliny schopné syntetizovat, jako jsou
kyseliny ARA (struktura 20:4 omega 6,9,12,15), DHA (struktura 22:6 omega 3,6,9,12,15,18)
a EPA (struktura 22:5 omega 3,6,9,12,15), které Jsou nepostradatelné jako korektory vyvoje
mozku a o&f u déti, resp. jako dopliiky pro kardiovaskularni pé&i u dospélych. Klinické studie
potvrzuji téz Géinky pri 1é¢be aterosklerézy, rakoviny, revmatoidni artritidy a degenerativnich
onemocnéni spojenych s vékem, jako makularni degenerace ¢&i '.Alzhaimerovy choroby
(Simopoulos, A.P., R.R. Kifer, R.E. Martin, and S.M. Barlaw (eds.), Health Effects of o -3
Polyunsaturated Fatty Acids, S. Karger AG, Basel, Switzerland, 1991; Nettleton, A.J. (ed.),
Omega-3 Fatty Acids and Health, Chapman and Hall, New York, 1995; Drevon, C.A., I.
Baksaas, and H.E. Krokan (eds.), Omega-3 Fatty Acids: Metabolism and Biological Effects,
Birkhauser Verlag, Basel, Switzerland, 1993).

Primyslové vyuzivanym zdrojem omega-3 mastnych kyselin je rybi olej, obsahujici az
30% EPA a DHA (Galli, C., and A.P. Simopoulos (eds.), Dietary ©3 and w6 Fatty Acids:
Biological Effects and Nutritional Essentiality, Plenum Press, New York, 1989). Vyuziti
rybiho oleje je vsak spojeno s fadou problémi, zejména neptijemnou chuti a viini, problémy
se stabilitou produktu, vysokymi naklady na izolaci ze smési s Jinymi mastnymi kyselinami.
V neposledni fadé hraji vyznamnou roli faktory environmentalni, riziko kontaminace rybich

tuki toxickymi latkami, napt. PCB a snizovani stavu populaci motskych ryb.



Tyto faktory, spolu sfaktem, Ze ryby ziskévaji nenasycené mastné kyseliny
konzumaci primarnich producentii - zooplanktonu - vedly k intenzivnimu vyzkumu moZnosti
produkce nenasycenych mastnych kyselin pomoci moiskych mikroorganismi, zejména
Jjednobunéénych fas (Yongmanitchai, W., and O.P. Ward, Omega-3 Fatty Acids: Alternative
Sources of Production, Process Biochem. 24:117—125 (1989). US 6 582 941 popisuje zpiisob
pfipravy oleji s vysokym obsahem DHA a DPA a nizkym obsahem (nejvyse 2 % hmotn.)
EPA kultivaci kmene Schizochytrium sp. SR21(FERM BP-5034) v médiu obsahujicim zdroj
uhliku a dusiku. Zplsob zvySovani obsahu oleji/tukii v mikrofaséch metodami mutageneze tj.

ozafovanim v exponencidlni fézi riistu za specifickych podminek popisuje CN 103952394,

PFi kultivaci mikroorganismd jsou uzivany zejména techniky heterotrofni kultivace na
glukoéze jako zdroji uhliku, napt. v procesu firmy Martek Biosciences vyuZzivajici fermentaci
mikroorganismu Crypthecodinium cohnii (Radmer, R.J., and T.C. Fisher, Large Scale
Production of Docosahexaenoic Acid (DHA), in Proceedings of Seventh International
Conference, Opportunities from Micro- and Macro-algae, International Association of
Applied Algology, Knysna, South Africa, 1996, p. 60). Mezi dalsi primyslové vyuzitelné
procesy a organismy patii napf. heterotrofni kultivace mikroorganismu Schizochytrium sp.,
kmene Ulkenia sp. (napf. proces vyroby DHActive spoleCnosti Lonza) &i Odontella aurita.
Pro produkci ARA bylo realizovano nékolik technologi vyuZivajici zejména kultivaci plisné
Mortierella alpine. WO 2014/060973 popisuje nové kmeny fas, pfipravené kultivaci v médiu
a naslednou mutagenezi, izolaci, fiizi protoplasti a naslednou kultivaci. Tyto kmeny lze

rovnéz vyuzivat pro vyrobu PUFA (DHA).

Podstata vynalezu

Ulohou vynalezu Je odstranit shora popsané nevyhody pii produkei nenasycenych

mastnych kyselin DHA.

Tento kol se vyfe$i spomoci produkéniho kmene Japonochytrium sp. AN4-10,

produkujiciho oleje s vysokym obsahem polynenasycenych mastnych kyselin, ulozeného ve



Sbirce mikroorganismi tstavu biochemie a mikrobiologie VSCHT (DBM), vedené Vysokou
Skolou chemicko-technologickou, Ustavem biochemie a mikrobiologie, Technicka 5, 166 28
Praha 6., pod piiriistkovym &islem DBM 509. Produkéni kmen Japonochytrium sp. AN4-10 si
dlouhodobé udrzuje produktivitu biomasy a nenasycenych mastnych kyselin aZ o 87 % vyssi,
nezli ma pﬁvodpg’,mikroorganismus. Je tolerantni k velkému rozmezi kultiva¢nich teplot

v rozsahu cca 15-35°C, narazové az 3§°C.

Produkéni kmen podle vyndlezu se svyhodou pouZivd pro vyrobu kyseliny
dokosahexaenové. Zphsob produkce kyseliny dokosahexaenové pfitom spocivd v tom, Ze
produkeni kmen podle vynélezu se kultivuje v kapalném médiu obsahujicim organicky uhlik,
naceZ po kultivaci se oddéli biomasa a/nebo lipidy obsahujici kyselinu dokosahexaenovou
a/nebo volna kyselina dokosahexaenova. Kultivace kultury Japonochytrium sp. AN4-10 se
pfitom miZe provadét ve fermentorech na uhlikatém substrétu. Jako zdroj organického
uhliku kapalné médium u zpfisobu podle vynalezu mize obsahovat alespofi jednu latku ze
skupiny obsahujici glukézu, glycerol, surovy glycerol z vyroby biopaliv, kyselinu octovou &i
jeji estery nebo etanol. Vypéstovanou biomasu je mozno vyuzit p¥imo vihkou (napf. jako
krmné aditivum pro ryby, driibez & hospodatska zvifata), popf. po odvodnéni (nap.
vysusenim na sprejové susdrng). Suchou biomasu je mozno s vyhodou pouzit jako zdroj DHA

pro vyrobu nutraceutik a doplfikd stravy i krmiv.

Vyroba kyseliny dokosahexaenové podle vynalezu déile miZe pokratovat separaci
lipidii obsahujicich DHA &i volné DHA z kultivaéntho média nebo vlhké & suché biomasy
pomoci fyzikalné-chemickych separagnich metod, Jako je lisovani, extrakce rozpoustédly,
suprakritickd extrakce CO,, plsobeni ultrazvuku a/nebo mikrovinného zéfeni, extrakce

spojend s chemickou reakci atd. Takto extrahované lipidy ¢i frakce lipidd mohou byt dale
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produkt pak muZe byt svyhodou vyuzit jako surovina ve specidlnich potraviniskych,

farmaceutickych a kosmetickych aplikacich.

Po extrakei lipidd z biomasy miize byt zbytek biomasy po &asteéném & Gplném

-----

mnozstvi proteind a dale vyznamné obsahy pigmentii s antioxida¢nimi G&inky, zejména

karotenoidd.

Objasnéni vykresi

Vynalez je dale blize objasnén na piikladech svého provedeni pomoci vykresi, kde

znazornuje:

Obr.] klastr bunék Japonochytrium sp. AN-4 obarvenych Nile red se zaficimi globulemi
lipidi v UV mikroskopii,

Obr.TZ uvoliiujici se zoospory Japonochytrium sp. AN-4, obarveno Nile red, UV mikroskopie,

Obrr\ ristové krivky kmentd AN1-5 (vyjadiené jako ODgspnm) v mikrotitraéni desticcee,

Obr.f, vliv poatecni koncentrace substratu (glukosy) na koncentraci bunék v suspenzi (vyja-<
dfené jako ODssonm) po 3 dnech kultivace kmene AN4 v 250ml Erlenmayerovych
barkach na tfepacce,

Obr.E srovnani riistovych charakteristik plivodniho kmene AN4 a dvaceti vybranych mutan-
t,

Obr.? profil mastnych kyselin obsazenych v biomase kmend Japonochytrium sp. AN4, AN4-

-10 a AN4-20,

Obr.]é srovnani ristové kiivky plivodniho kmene AN4 a produkéniho kmene AN4-10,

Obré slozeni mastnych kyselin obsazenych v biomase.produkéniho kmene Japonochytrium
sp. AN4-10.

Priklady uskuteénéni vynélezu
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Vyroba kyseliny dokosahexaenové podle vynalezu dale miZe pokraCovat separaci
lipidii obsahujicich DHA ¢i volné DHA z kultivaéniho média nebo vlhké &i suché biomasy
pomoci fyzikaln€-chemickych separa¢nich metod, jako je lisovani, extrakce rozpoustédly,
suprakritickd extrakce CO,, plisobeni ultrazvuku a/nebo mikrovinného zafeni, extrakce
spojend s chemickou reakci atd. Takto extrahované lipidy ¢i frakce lipidd mohou byt dale
rafinovany s cilem oddéleni jinych mastnych kyselin a ziskani DHA o vyssi Cistoté. Takovyto
produkt pak miZze byt svyhodou vyuzit jako surovina ve specidlnich potravinaiskych,

farmaceutickych a kosmetickych aplikacich.

Po extrakci lipidd z biomasy miZe byt zbytek biomasy po Castetném ¢&i Gplném
odstranéni lipidd s vyhodou vyuzit jako doplnék krmiva pro zvifata, nebot’ obsahuje vysoké
mnoZzstvi proteinti a dale vyznamné obsahy pigmentd s antioxidaénimi uéinky, zejména

karotenoidi.
Priklad 1:

V mangrovnikové oblasti poloostrova Ancon, {(ufba Pyl proveden sbér spadaného
mengrovnikového listi z motské vody z hloubky cca 10?"1000m pod hladinou. Z listd byly
sterilné odebrany sekce o rozmérech cca 10 x 25 mm, 3 x p?omyty 15% sterilni moiskou
vodou doplnénou 0,3{g/l penicilinu a 0,3 g/l streptomycinu pro potladeni bakteridlniho ristu.
Poté byly umistény na agar, obsahujici kvasniény extrakt, pepton, moiskou siil a antibiotika.
Byly izolovany morfologicky odlisné kmeny, oznaované jako AN-1, AN-2, AN-3, AN-4,
AN-3, AN-6. Metodou 18sRNA byly kmeny identifikovany jako Japonochytrium sp., ¥ad
Traustochytriales. Tyto organismy se primarné vyskytuji v moiskych biotopech, na povrchu
fas i rostlin a v organickém detritu. Trofickou fazi tvofi nepohyblivé, pouze po substratu se
pohybujici vegetativni buriky, vétSinou kulovité ale i vejéité ¢i elipsoidni, viz obr. 1. Dochazi
k vytvéreni tzv. ektoplazmatickych vyb&zka, které se spojuji v sitovité Gtvary, oznaované u
tohoto fadu (ve star$i literatufe) jako rhizoidy. Jsou produkovany pomoci botrozomi, které se
nachazi na povrchu bunék. Pomoci téchto vybézki jsou ukotveny k substratu. Vegetativni

buiiky se déli, ¢imZ vznika Gtvar, ktery se zde oznacuje jako sporangium (jedna se o shluk,
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sorus bungk), viz obr. 2. Zéstupci tohoto fadu netvofi typické kolonie, ale jejich rist se
projevuje zv&tSovanim buriky a naslednou pfeménou ve sporangia. Sporangium je obaleno
vicevrstvou st€nou, slozenou ze 3upinek. Uvnitf dochézi k déleni a vznikaji pomé&me malé
zoospory (jednd se o mitospory) se 2 bi¢iky. Po Zase pfisednou k substratu, ztrati bigiky a

dortistaji.
Priklad 2:

Predbéznd kultivace vSech kmenti prokézala dobry riist na glukose a glycerolu. j\ako
substratu, a to pii poCatetnich koncentracich substritu v Sirokém rozmezi 5;1r701g/l.
Koncentrace substratu > 100g/1 vykazuji jiz zpomaleni ristu, & del$i lag-fazi (viz obr.' 4).
Vsouladu s literdrnimi daji vykazuji hor$i rist na disacharidech (laktosa), nezli
monosacharidech (glukosa) Ristova rychlost na glycerolu odpov1da glukose. Stacionarni
faze dosahuji za cca 3-4 dny rstu. Optimaélni sahmta se jevi kolem 911%/1 Obsah DHA se
pohybuje az kolem 12 16% v susinég, resp. 46 56% podilu mastnych kyselin, coZz odpovida
nejlepSim  literarnim udajum a z kmenu ¢ini kandxdaty na prumyslovou Kkultivaci.
Z kultivaénich testd na medlu o sloZeni 20g/l glukosa, IOg/l kvasniéni extrakt, 18/l NaCl pii
pH média 7 a teploté 28°C plyne, Ze vysokou rustovou rychlosti a obsahem DHA vyniki
kmen, oznageny pracovné jako Japonochytrium sp. AN-4 (viz obr. 3). Proto byl zvolen pro

naslednou mutagenezi.
Priklad 3:

‘K vyvolani mutaci bunék bylo pouZito UV zafeni. Buriky v suspenzi o koncentraci 5,8 x 10
b/ml byly vystavovany zafeni o vinové délce 360 nm na vzdalenost 18,5;cm po dobu 10;s, kdy
dochézelo k piezivani 1,5 x 10? b/ml. Byl sledovan vliv osvitu na riist bunék a fenotypové
vlastnosti kolonii. Mutageneze byla provedena ve tmé&, nafedéni, vyo¢kovani a nésledna
kultivace rovnéz. Po 48b byly nejrychleji rostouci kolonie vyotkovany. Mutagenezi byla
ziskana tada fenotypovév odlidnych klond, které se liily od plivodnich kmenii vzhledem

kolonii a rychlosti riistu. U 20 mutantii (soucasné s pivodnim kmenem AN 4) byla sledovana
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rychlost riistu méfenim OD ve zkumavkach (Obf§). Je zfejmé, Ze kmeny AN4-10, AN4-16 a

- AN4-20 vykazovali o cca 30% vyssi vytézek biomasy. U kmeni AN4, AN4-10 a AN4-20

~ byla suSina analyzovana na obsah PUFA. Z vysledkd analyz (Obr, 6) plyne, Ze vysoky podil
DHA v profilu mastnych kyselin vykazuje kmen AN4-10, a to 48,65% mastnych kyselin.

- Zanalyzy také plyne, Ze u tohoto kmene doslo ke sniZeni obsahu inutriém’ho hlediska
. nezadouci nasycené mastné kyseliny palmitové, a to z 30 na 16\_',% oproti obsahu v ptivodnim

“kmenu AN4. U kmene AN-20 naproti tomu obsah nasycenych vkyselin mirné vzrostl a obsah

- DHA se mimn¢ sniZil. Jako produkéni byl proto zvolen kmen AN4-10, vyznadujici se vyrazné

- zvySenou produktivitou biomasy i DHA. Tato mutace je dlouhodobé stabilni.
Piiklad 4:

Byla provedena ovéfovaci kultivace na glycerolu, kdy z Petriho misky byly buiiky pivodniho
kmene Japonochytrium sp. AN4 a produkéniho kmene Japonochytrium sp. AN4-10 asepticky
pfevedeny do 100 ml sterilniho komplexniho media (KM) s pH 7, které obsahovalo: glycerol
(20 gI'h, kvasniény extrakt (10 g.1"), chlorid sodny (18 g.I'h, mikroelementy (v mg 1" 40
FeNa-EDTA, 88 CaCl,, 0.83 H;BOs;, 0,95 CuSO04.5H,0, 3,3 MnCl,.4H,0, 0,17
(NH4)§M070,4.4H,0, 2,7 ZnS04.7H,0, 0,6 CoS04.7H20, a 0,014 NH4VO;) a destilované
vody. Kultury v Erlenmeyerové barice byly umistény do tfepacky (130 rpm) pii 23?’(3 a po
dobu 120 hod probihala kultivace. Srovnanim ristovych kfivek, stanovenych méfenim
optické hustoty suspenze (OD) bylo zji§téno, ze Japonochytrium sp. AN4-10 dosahlo o 87‘%
vy88iho nériistu biomasy nezli pivodni kmen, konkrétné 5. den kultivace bylo u kmeﬁe
Japonochytrium sp. AN4-10 dosazeno koncentrace sudiny 8,3 gl \Analﬁa ukazala, Ze
Japonochytrium sp. AN4-10 obsahovalo 344,58 g mastnych kyselin na lkg suché vahy. Podil
DHA byl 163,19 g.kg-1 suSiny (resp. 47% obsahu mastnych kyselin) a pbdil EPA 1,35 gkg-

susiny. Profil mastnych kyselin uvadi obr. 8.

Primyslova vyuzitelnost
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Vynilez je vyuZzitelny v biotechnologickém priimyslu. Zpiisob vyroby podle vynilezu
Jje mozno realizovat jak s vyuzitim stdvajicich prGmyslovych fermentacnich kapacit.
Vyrobena biomasa mikroorganismil pfedstavuje cennou surovinu pro fadu Zadanych produktd
v oblasti potravinafského a farmaceutického priimyslu, v kosmetice, zejména jako soucist

funk&nich potravin, potravinovych dopliikd a krmiv s obsahem nenasycenych omega-3

mastnych kyselin.
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PATENTOVE NAROKY

- Produkéni kmen Japonochytrium sp. AN4-10, produkujici oleje s vysokym obsahem poly-
nenasycenych mastnych kyselin, ulozeny ve Sbirce mikroorganismii ustavu biochemie a
mikrobiologie VSCHT (DBM), vedené Vysokou 8kolou chemicko-technologickou,

Ustavem biochemie a mikrobiologie, Technickd 5, 166 28 Praha 6., pod pfiristkovym
¢islem DBM 509.

- Pouziti produkéniho kmene podle naroku 1 pro vyrobu kyseliny dokosahexaenové.

- Zpiisob produkce kyseliny dokosahexaenové, vyznatujici se tim, Ze produkéni kmen podle
naroku 1 se kultivuje v kapalném médiu obsahujicim organicky uhlik, nagez po kultivaci se

oddéli biomasa a/nebo lipidy obsahujici kyselinu dokosahexaenovou a/nebo volna kyselina

dokosahexaenova.

. Zpisob podle naroku 5, vyznaéujici se tim, Ze kapalné médium obsahuje jako zdroj
organick¢ho uhliku alespofi jednu latku ze skupiny obsahujici glukézu, glycerol, surovy

glycerol z vyroby biopaliv, kyselinu octovou & jeji estery nebo etanol.
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Obr. 4
OD(0h) |{OD(72h) |NarGst (%) |Urychleni oproti AN-4 (%)

AN4 1,4 3,3 135,7 0,0
AN4-1 1,7 3,6 111,8 -17,6
AN4 -2 1,6 3,4 112,5 -17,1
AN4-3 1,5 3,7 146,7 8,1
AN4-4 15 3,7 146,7 8,1
AN4-5 1,4 2,8 100,0 -26,3
AN4-6 1,4 3,4 142,9 53
AN4-7 1,5 3,6 140,0 3,2
AN4 -8 1,3 3,3 153,8 13,4
AN4-9 1,6 3,6 125,0 -7,9
AN4-10 1,4 3,9 178,6 31,6
AN4-11 13 3,3 153,8 13,4
AN4-12 1,3 3,3 153,8 13,4
AN4-13 1,2 2,8 133,3 -1,7
AN4-14 1,3 3,1 138,5 2,0
AN4-15 1,3 3,1 138,5 2,0
AN4-16 1,3 3,6 176,9 30,4
AN4-17 1,5 3,4 126,7 -6,7
AN4-18 1,5 3,8 153,3 13,0
AN4-19 1,5 3,2 113,3 -16,5
AN4-20 1,3 3,7 184,6 36,0

Obr. 5



AN4 AN4-10 JAN4-20

Name hm.% hm.% hm.%
C08:.0 <0,1 <0,1 -
C10:0 <01 <0,1 -
C11:0 <0,1 <0,1 <0,1
C12:0 0,10 0,06 0,11
C13:0 0,30 0,18 0,39
C14:0 2,88 1,73 3,04
Cl14:1 <0,1 <0,1 -
C15:0 13,72 9,38 18,74
C16:0 30,25 19,06 34,51
Cl6:1 0,15 0,17 0,15
C17:0 2,65 1,93 3,71
Cl17:1 <0,1 <0,1 <0,1
C18:.0 1,16 0,70 1,40
C18:1nl1lg 0,35 0,36 0,27
C18:1n9t | <0,1 <0,1 -
C18:2n6c | <0,1 <0,1 <0,1
C18:2n6t | <0,1 <0,1 <01
C18:3n3 0,11 0,13 0,14
C18:3n6 | <0,1 <0,1 <0,1
C20:0 0,10 <01 <0,1
C20:1n9 - <0,1 -
C20:2 0,17 0,20 0,10
C20:3n3 0,35 0,41 0,23
C20:3n6 | <0,1 0,10 <0,1
C20:4n6 | <0,1 0,13 <0,1
C20:5n3 0,48 0,55 0,31
C21:0 <0,1 <0,1 <0,1
C22:0 <01 <0,1 <01
C22:2 0,35 0,47 0,24
C22:5n3 0,13 0,14 0,06
C22:5n6 6,44 8,88 4,45
C22:6n3 | 33,20 48,60 25,14
C23:0 - - <0,1
C24:0 <0,1 <0,1 <0,1
C24:1n9 | <01 <01 <0,1

Obr. 6
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Obsah MK v su§in¢ (g.kg-1)

Nazev mastné kyseliny (MK)

0,14 Laurova kyselina (C12:0)

0,38 Tridecanova kyselina (C13:0)

6,22 Myristova kyselina (C14:0)

39,04 Pentadecanova kyselina (C15:0)
103,03 Palmitova kyselina (C16:0)

0,27 Palmitolejova kyselina (C16:1)

945 Heptadecanova kyselina (C17:0)

340 Stearova kyselina (C18:0)

033 Olejova kyselina (C18:1n9¢c)

0,08 Linolelaidova kyselina (C18:2n6t)

0,51 a-Linolenova kyselina (C18:3n3)

0,30 y-Linolenova kyselina (C18:3n6)

0,70 Arachova kyselina (C20:0)

0,60 cis-11,14-Eicosadienova kyselina (C20:2)

1141 cis-11,14,17-Eicosatrienova kyselina (C20:3n3)

0,49 c¢is-8,11,14-Eicosatrienova kyselina (C20:3n6)

042 Arachidonova kyselina (C20:4n6)

1,35 cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenova kyselina (C20:5n3)

0,21 Heneicosanova kyselina (C21:0)

0,32 Behenova kyselina (C22:0)

2,08 cis-13,16-Docosadienova kyselina (C22:2)
163,19 cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenova kyselina (C22:6n3)

0,22 Tricosanova kyselina (C23:0)

0722 Lignocerova kyselina (C24:0)

0,22 Nervonova kyselina (C24:1n9)
344,58 celkem suma MK

Obr. 8
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