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Potvrzeni o prevzeti a zaméru realizace Ovérené technologie

1. Objednatel - primyslovy subjekt Algae Farm, s.r.o. podpisem tohoto dokumentu
prohlasuje, Ze prevzal od Fakulty chemické VUT v Brné Ovérenou technologii s ndzvem
,Biotechnologicky proces zpracovani a valorizace odpadniho glycerolu pomoci
karotenogennich kvasinek” autor(i Szotkowski Martin, Mdrova Ivana (Ustav chemie
potravin a biotechnoloigii) jako sou¢dst dila dle objedndavky ze dne 30.9.2021.

2. Objednatel prohlasuje, Ze prevzal dokument v rozsahu 23 stran, jehoZ predmétem je
transfer vySe uvedené biotechnologie, tedy sada presné popsanych experiment,
které vedou k optimalnimu vyrobnimu postupu kultivace biomasy z kvasinky
Rhodotorula toruloides. Cely tento vyzkum a proces je objektivné popsan a vysledek
podrobné odldvodnén.

3. Objednatel si uvédomuje, Ze experimentalni vyrobni postup neni kone¢nym vyrobnim
postupem, ktery bude pouzivan ptivyrobé produktu. Ovérena technologie bude slouzit
jako zdkladni vychodisko a soucasné navod pro optimalizaci procesu vyroby na
testovacim vyrobnim zafizeni.

4. V horizontu 1 roku bude dobudovano odpovidajici priimyslové vybaveni v provozu
XXX, kde bude nasledné ovérend technologie zavedena do vyrobniho procesu a
vyuzivana k produkci obohacené kvasinkové biomasy pro krmné a dalsi Gcely.

5. Objednatel podpisem tohoto protokolu potvrzuje, Ze prevzal od zhotovitele danovy
doklad — fakturu za dilo, jehoZ soucasti je i Ovérena technologie.

(zhotovitel — dékan FCH)) (objednatel - jednatel)



Priloha 2 Smlouvy o spolupraci a objednavky sluzeb ze dne 30.9.2021

Pfedmétem transferu je ovérena technologie produkce obohacené kvasinkové biomasy
zahrnujici presné popsané experimenty, které vedly k optimalnimu vyrobnimu postupu
biomasy z kvasinky RT = vysledek evidovany vRIV jako "ovérena technologie" (dle
https://www.mpo.cz/assets/cz/podnikani/podpora-vyzkumu-a-vyvoje/2016/11/2-
VS_14_Vysledky---definice-dle-Met-RVVI.pdf).

1. Produkcéni kmen, charakterizace

Na zakladé publikovanych screeningovych experiment (viz literarni odkazy nize: Kostovova a
kol., Chemical Papers 2021; Byrtusova a kol., Microorganisms 2020) byl jako produkéni kmen
pro pramyslovou produkci obohacené kvasinkové biomasy doporuéen kmen Rhodotorula
toruloides (Banno) CCY 0692-002-001 ziskany z Culture Collections of Yeasts (CHU SAV
Bratislava). Kmen lze ziskat pro komer¢ni Ucely i v jinych sbirkdch (DSM 444/4; CBS 6016; IFO
8766; NBRC 8766; NRRL-Y-6987).

Jde o karotenogenni kvasinku vyznacujici se dostatecnou stabilitou rlstu a produkce,
vhodnymi naroky na kultivaéni podminky, netoxickym charakterem, aerobnim metabolismem
a schopnosti utilizovat celou fadu substratl véetné odpadnich substrati. Na tento kmen
nejsou stanoveny zadné restrikce dle Nagoya Protocol.

Literarni odkazy:

e KOSTOVOVA |., BYRTUSOVA D., RAPTA M., BABAK V., MAROVA I.: The variability of carotenoid
pigments and fatty acids produced by some yeasts within Sporidiobolales and
Cystofilobasidiales CHEMICAL PAPERS 2021, DOI: 10.1007/s11696-021-01567-1

e BYRTUSOVA D., SHAPAVAL V., HOLUB J., SIMANSKY S., RAPTA M., SZOTKOWSKI M., KOHLER A., MAROVA
I.: Revealing the Potential of Lipid and beta-Glucans Coproduction in Basidiomycetes Yeast.
MICROORGANISMS 8 (7), 2020, Article Number: 1034. DOI:
10.3390/microorganisms8071034

2. Uchovavani a revitalizace produkcniho kmene

Produkéni kmen byl dodan ve frmé lyofilizovaného prasku nebo tablet. Revitalizace byla
provedena dle navodu dodavatele (prislusné sbirky mikroorganismay), obvykle resuspendaci
lyofilizatu ve vhodném objemu inokulac¢niho média, kultivaci v tekutém médiu po dobu 48
hod a opakovanym pasazovanim na Petriho miskach se sterilnim YPD agarem (2% agar v YPD
inokulacnim médiu — Tabulka I). Po ovéreni Cistoty kultury Ize kratkodobé uchovavat kulturu
na Petriho miksach pfi 6°C, pro dlouhodobé uchovavani je vhodnéjsi lyofilizace kultury
ziskané z tekultého média a uchovani pfi -80 °C (viz dale).

Pro pripravu inokula bylo pouzito komplexni médium s obsahem kvasni¢ného autolyzatu.

Tabulka 1: SloZeni YPD média pro pfipravu revitalizacniho inokulacniho média

Slozka Mnoizstvi

Voda 1000 ml



https://www.mpo.cz/assets/cz/podnikani/podpora-vyzkumu-a-vyvoje/2016/11/2-VS_I4_Vysledky---definice-dle-Met-RVVI.pdf
https://www.mpo.cz/assets/cz/podnikani/podpora-vyzkumu-a-vyvoje/2016/11/2-VS_I4_Vysledky---definice-dle-Met-RVVI.pdf

Kvasni¢ny autolyzat 10g

Pepton 20g

Glycerol 20g
pH 6,5
Teplota 25°C

Biomasa byla z tekultého média izolovana centrifugaci (10,000 rpm, 3 min), dvakrat promyta
destilovanou vodou, zmrazena na -80 °C a lyofilizovdna. MnoZstvi biomasy bylo stanoveno
gravimetricky a vyjadreno jako sucha vaha bunék (cell dry weight, CDEW). V lyofilizované
formé byl kmen rovnéz uchovavan pfti -80 °C v hlubokomrazicim boxu.

3. Kultivace inokula v laboratornich podminkach — v bankach a fermentorech

3.1 Slozeni kultivacnich médii pro inokulace

V Erlenmeyerovych barkach byly provadény veskeré optimalizace slozeni média a podminek i
pfiprava inokula pro fermentorové a velkoobjemové kutivace.

SloZeni zakladniho inokulaéniho média pro inokulace | az Il (viz ddle, Inokulaéni postup) je
uvedeno v Tabulce 2, v dalSim textu (Tabulka 2, Tabulka 3) jsou uvedena sloZzeni média pro
inokulum IV a kultivacni podminky véetné zplsobu prfevodu inokula do objemu 20 I.

V zavislosti na potrebném objemu inokula k zaockovani kultivaci v kultivaénich lahvich,
laboratornich fermentorech nebo v priamyslovém reaktoru bylo pfipraveno pfislusné
mnozstvi inokula pfi dodrZeni inokulaéniho poméru 1:5. Inokulum je vhodné kultivovat do
dosazeni konce exponencidlni faze (nebo prechodu z exponencidlni do stacionarni faze;
obvykle 46 — 60 hodin, podle typu kultivace).

Tabulka 2: SloZeni YPD média pro pfipravu inokula I - Il

Slozka Mnozstvi
Voda 1000 ml
Kvasniény autolyzat 10g
Pepton 20g
Glycerol 20g
pH 6,5
Teplota 25°C




Tabulka 3: Médium pro posledni inokulacni krok — Inokulum IV

Slozka MnozZstvi
Voda 1000 ml
Kvasnicny autolyzat 2g
Pepton 2g
Glycerol 45,46 ¢g
KH2PO4 4g
MgS04*7H20 0,696 g
NaNO3 5,1238 g
Mikroelementovy roztok 2ml

Tabulka 4: SloZeni mikroelementového roztoku pro kvasinky

Slozka Mnoizstvi (mg) do 1L roztoku
H3BO3 1,25

CuS04 5 H20 0,1

KI 0,25

MnCl; 4 H,0 0,82

FeCls 0,3

(NH4)sMo07024 4 H,0 0,5

ZnS04 7 H20 1

3.2 Inokulaéni postup

Postup pripravy inokula je uveden postupné pro pfipravu az 20 | inokula; pro mensi
objemy inokula je tfeba odpovidajicim zpiisobem zmensit objemy kultivaénich médii tak, aby
byl dodrzen pomér objemU narostlé kultury a nového média (1 : 5) a objemy kultivacnich
nadob tak, aby kultura méla dostatek kysliku. Inokulaéni postup byl optimalizovan tak, aby
doslo k maximalnimu ndarlstu bohatého inokula, cozZ je zasadni vstupni pfedpoklad pro kvalitni
kultivaci.

1. Inokulum I:



Vychazi ze zasobni kultury na Petriho misce Zivé buriky, kiizovy roztér). ZYPD misky s natfenou
rozrostlou kulturou je tfeba preockovat do Erlenmeyerovy bariky o objemu maximalné 500 mL
s maximalné 100 ml média 20 velkych klicek (1 klicka na 5 ml); pfipadné Ize zmensit objem
média prislusné i mnozstvi kultury (20 ml + 3-5 klicek, 50 ml + 5-8 klicek) a pasaZovat dale
v poméru 1:5.

Pozn: Prvotni inokula (sloZzeni média viz Tabulka 2) je potfeba udélat v nékolika opakovanich
z dlvodu vylouceni kontaminace, popfipadé pouZit jako pridavek velmi malé mnoZstvi
antibiotik (Ampicilin).

2. Inokulum II: Po mikrobidlni kontrole je tfeba prevést inokulum | po 24 hodinach
kvantitativné do aerované 1L Pyrex ldhve s 500 ml YPD média. Tento objem slouzi k zaockovani
laboratorniho fermentoru o celkovém objemu 3000 ml média. Mensi objem inokula lze
prevést do mensiho objemu inokula Il v poméru 1:5 (napf. pro kultivace v Erlenmeyerovych
barikach se prevede 20 ml inokula | do 100 ml inokula Il a kultivuje 24 hod).

3. Inokulum IlI: Pro pfipravu inokula do primyslového reaktoru je tfeba po 24 hodinach
prevést kvantitativné 500 ml inokula 1l do aerované 5L Pyrex lahve s 3000 ml YPD média.
Kultivace probiha 24 hod.

4. Inokulum 1V: Po 24 hodinach je tfeba Inokulum IIl pfevést do aerované Lahve 20L Pyrex
s 16 500 ml média pro Inokulum IV (Tabulka 3, Tabulka 4).

4. Kultivace v produkénim médiu

4.1. Produkce biomasy a metaboliti v laboratornim méritku

V Tabulce 18 je uvedeno sloZeni optimalizovaného média tak, jak bylo otestovdno pro
pramyslové kultivace. Vtomto médiu byla srovnana produkce cilovych metabolitQ
v Erlenmeyerovych bankach a v laboratornim fermentoru o objemu 1,5 | (Tabulka 19) po dobu
kultivace 96 hod. Z tabulky je patrné, Ze ve fermentoru bylo dosazeno vyssich hodnot
biomasy13,5 g/l v 1,5 | fermentoru vs 8-10 g/l v bankach) i cilovych metabolitd.

Tabulka 5:: Optimalizované produkcéni médium

Slozka Mnoizstvi
Voda 1000 ml
Glycerol 92,50¢g
KH2PO4 8g
MgS0O4*7H20 1,392 ¢
NaNO3 10,24 g
Mikroelementovy 2 ml
roztok




pH

6,5

Teplota

25°C

Tabulka 6: Srovndni vytéik( R.T. na glycerolu — Erlenmeyerovy lahve vs fermentor 1,5 L

Beta karoten Torularhodin Torulen Celkové Ubichinon Ergosterol
karotenoidy
Erl. bariky 0.262 £ 0.02 2.745+0.21 0.210 £ 0.02 4.961 +0.436 3.371+0.31 1.881+0.14
fermentor 0.467 £0.04 2.650+0.23 0.118 £0.01 6.484 +0.651 5.479 £ 0.59 2.318+0.21

Souhrnné vytézky R.toruloides na glycerolu — bariky; fermentor 1,5 L; kultivace 96 hod

Biomasa
Lipidy

Pomér SFA:MUFA:PUFA

beta-glukany
proteiny
aminokyseliny

13,5 g/L

15 % - 25 % v biomase
38:58:4

13 % - 18 % v biomase
25-35%

vsechny

V dalsi fazi byla kultivace prevedena do laboratorniho fermentoru o objemu 5000 ml. Kultivace
probihala na optimalizovaném médiu po dobu 6 dni a 7 dni. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce

20.

Tabulka 7: Srovndni vytézki R.T. ve fermentoru o objemu 5 000 ml za 146 n a 168 hodin

Cas Hod Beta karoten Torularhodin Torulen Celkové Ubichinon Ergosterol
karotenoidy

146 0.842 + 0.06 0.379 £ 0.03 8.012 + 0.58 9.715 + 1.06 9.520 +1.32 10.295 + 1.66

168 0.453 +0.03 0.418 £ 0.03 9.146 + 1.08 10.514 +1.42 10.195 + 0.87 10.952 +1.38

Vytézky R.toruloides na glycerolu — laboratorni fermentor 5 L; kultivace 7 dni

Biomasa
Lipidy

SFA:MUFA:PUFA

Beta-glukany

18,8 g/ (164 HOD)
24%

11:27:62

15%

Kultivace v1,5 | fermentoru neposkytla dostatecné vytéiky na jednoduchém

glycerolovém médiu.

Na optimalizovaném médiu s pfidavkem mikroelementového

roztoku, optimalizovanym C/N pomérem a zdrojem dusiku bylo dosazeno podstatné vyssi
produkce cilovych metabolitli i biomasy (Tabulka 19). Kultivace v 5-litrovém fermentoru
poskytla vysledky produkce ergosterolu, karotenoidtd i ubichinonu cca 10 mg/g susiny pfi




produkci biomasy cca 19 g/l, zastoupeni lipidd 24 % a beta-glukant 15%, Tyto vysledky jsou
pramysové zajimavé a proto byla technologie prevedena postupné do velkého méritka.

vvrs

4.2. Kultivace v produkénim médiu — poloprovozni méritko , priprava inokula do
objemu 20 L

Tabulka 8: Produkcni médium pro velkoobjemovou kultivaci a podminky

SloZka Mnoistvi
Voda 1000 ml
Glycerol 92,50¢g
KH2PO4 8g
MgS04*7H20 1,392 ¢
NaNO3 10,24 ¢
Mikroelementovy 2ml
roztok

pH 6,5
Teplota 25°C

Postup pro kultivaci v produkénim médiu:

V Uvodu je tfeba zaockovat 500 L produkéniho média 20 L Inokula a poté druhy dne doplnit zbylych
500 L produkéniho média.

Kultivaci je tfeba vést po dobu 96 hodin. V pravidelnych intervalech je nutné odebirat vzorky na
stanoveni optické hustoty a nasledné je poté lyofylizovat a uschovat pro pozdéjsi analyzy slozeni
biomasy.

5. Kultivace v poloprovoznim zarizeni a optimalizace procesu

5.1 Procesni parametry — optimalizace:

V nasledujicim textu je popsan zplsob optimalizace velkoobjemové kultivace, ktera probihala dilem
v laboratofich FCH VUT v Brné a dilem ve vyzkumném centru Algatech v Tfeboni. Optimalizace byla
provedena tak, Ze vysledky z kazdé velkoobjemové kultivace byly kriticky zhodnoceny, navrien
optimalizacni krok a otestovan v laboratotich FCH VUT v Brné. V dalsim textu je uveden podrobné
postup optimnalizace u tfi naslednych velkoobjemovych fermentaci véetné diskuse problémd, jejich
pficin a ndvrhu technického feseni.

Jednotlivé kultivace jsou popsany z hlediska provedenych podminek, sloZzeni média, samotného
kultivacniho procesu a zhodnoceni kultivace z hlediska produktivity a navrzeni opravnych postupt pro
navyseni produkce. Zaroven jsou zde popsany navazujici experimenty, které probihaly na fakulté
chemické a slouzily jako podpora a rozvoj vyzkumu v této oblasti.

5.2 Prosinec 2021 — leden 2022: 1 . velkoobjemova kultivace

Pfiprava inokula:

Byla provedena pfiprava inokula pro velkoobjemovou kultivaci. SloZzeni média, proces kultivace a
kultivacni podminky jsou uvedeny v 0. Inokulace byla provedena v terminu 6-9. ledna. Na pocatku
druhého tydne v lednu 10. ledna bylo inokulum o objemu 20 L pfevezeno do Tfeboné a zaockovano do
velkoobjemového reaktoru s 1000 L média. Médium bylo zaloZzeno na odpadnim glycerolu
poskytnutém z vyroby biopaliv (methylesteri mastnych kyselin z odpadniho kafilerniho tuku).



Tabulka 9: SloZeni média pouZitého pro prvni velkoobjemovou kultivaci

Voda 1000 ml
Glycerol* 4541 ¢
KH2PO4 4.00g
MgS04*7H20 0.696 g
Mocovina 191¢g
pH 6,5
Teplota 25°C

Odpadni glycerol*

Prubéh prvni velkoobjemové kultivace:

Na pocatku kultivace byl po zaockovani a spusténi vzdusnéni pozorovan vznik intenzivni pény.
Péna dosahovala zhruba vysky 1 metru a i po snizeni intenzity provzdusnovani klesala jen velmi
pomalu. Po dohodé s obsluhou fermentoru bylo pfidano dalsi mnozstvi antifoam (protipénivé
latky), tvorba pény se snizila a stabilizovala zhruba na 15-20 cm vysky. V prabéhu kultivace byl
zjistén jen maly narUst kultury, pozvolny a nizky. Nebyla pozorovana standardni sigmoidni
kfivka rlstu svyraznou exponencialni fazi. Vramci prvni velkoobjemové kultivace bylo
odebrano 5 L odpadniho glycerolu a pfevezeno do Brna na FCH, kde na odpadu byly déle
provadény testy.

Zhodnoceni prvni kultivace a dulezité poznatky:

Diavod nizké produkce biomasy byl primarné dan vysokou tvorbou hutné pény, ktera branila
efektivnimu promichani inokulacni kultury s novym produkénim médiem. Velka ¢ast kvasinek
se tak nedostala do kontaktu s médiem a po ¢ase doslo k jejich inhibici a umrti. Tyto kvasinky
zUstaly i po sraZzeni pény pridanim antifoam latky na sténach nadoby a nedostaly se do média.
Do média se okamZité po zaocCkovani dostala redlné velmi mald ¢ast kvasinek a vysledny
inokula¢ni pomér nebyl 1:100, ale spiSe 1:1000 az 1:10000. Vysoka pénivost odpadniho
glycerolu byla identifikovana jako vyrazny problém pro danou kultivaci, ktery je nutné dale
resit. Byly proto navrieny experimenty s odpadnim glycerolem, které budou diskutovany
v dalsi ¢asti zpravy.

DaleZitym zjisténim bylo, Ze kvasinky byly schopny prezit i pfi nizkém ockovacim poméru
v médiu obsahujicim odpadni glycerol. Nasledné bylo doplnéno sloZeni primarnich latek
v pouzitém odpadnim glycerolu: glycerol cca 30%, methanol 3-4 %, zbytky soli mastnych
kyselin. Na zakladé vysledk( obsaZenych ve zpravé o kultivaci od dr. Kubace byla dohodnuta
nasledujici optimalizace kultivace s pouZzitim ¢istého glycerolu.

5.3 Optimalizacni experimenty na FCH navazujici na prvni velkoobjemovou kultivaci:

V navaznosti na vysledky prvni kultivace bylo v Tfeboni vyzvednuto 10 L odpadniho glycerolu,
ktery byl dale testovan a studovan jeho vliv na kultivaci a produkci biomasy kvasinkou R.
toruloides.

Hlavnimi cili bylo:



1. Optimalizovat proces kultivace a eliminace tvorby pény, ¢i jeji minimalizace na
unosnou uroven, ktera by neovlivnila proces kultivace.

2. Provést zakladni série kultivaci na tomto substratu — na pouzité kvasince nebyl odpadni
glycerol nikdy v laboratofi testovan, aZz ve velkoobjemové kultivaci.

3. Provézt analyzu tohoto odpadniho materidlu a identifikovat presnéji slozeni a mozné

zdroje uhliku, popf. dusiku.

Ad. 1. Tvorba pény je velmi limitujici jev pfi biotechnologické kultivaci a ovliviiuje celou fadu
parametr(. V nasem pfipadé, jak bylo zminéno na zacatku, byl husty vysoky sloupec pény
vytvofeny hned po startu kultivace obstrukci pro kvasinky, které byly ockovany z horniho
portu. Velkd ¢dast kultury se nedostala do submerzni kultivace a postupné v péné
s nedostatkem Zivin. Toto bylo primdrnim dlvodem slabé produkce biomasy. Dale péna
v pribéhu kultivace ovliviiuje pfistup Zivin a mlze zpuUsobovat, Ze bunky kvasinek jsou
vzneseny nahoru mimo médium a poté umiraji. Ztraty v tomto pripadé mohou byt do 15 %.

Redukce pény byla testovana dvéma zpUsoby:

pridavek vétSiho mnoZstvi antifoamu (proti pénivé latky) do média. Je to rychlé reseni
a pomérné jednoduché — problém spocivd vtom, Ze antifoam ma také efekt na
kvasinky, ktery je primarné negativni. Primyslové pouZivané antifoamy jsou na bazi
silikonovych olejd, které jsou pro kvasinky nepfirozené a mohou tak poskozovat Ci
ovliviiovat metabolismus a rUst. Existuji kmeny, ¢i druhy, které jsou na vybrané typy
antifoamu velmi citlivé a i nizkd koncentrace muize vézt k umrti celé kultury.

V samotnych kultivacich to bylo feSeno nasledovné: obecné pouzivana koncentrace
antifoamu 0.01-0,05 % byla zvySena na 0,2-0,5 %.

druhym pfistupem, ktery vychazel ze znalosti sloZeni odpadniho glycerolu (zbytkovy
obsah mydel a volnych mastnych kyselin) je regulace mnoZstvi tohoto substratu v
médiu v pribéhu kultivace, tedy volba systému Fed-Batch, kdy byl glycerol pfidavan
postupné do kultivace.

Provedené laboratorni experimenty byly rozdéleny na dvé ¢asti:

o Prvni_ ¢ast: Kultivace vtrepanych bankach byla zaloZzena na otestovani rlznych

koncentraci odpadniho glycerolu v médiu. Bylo testovano, kolik tohoto substratu
kultura kvasinek snese, aniz by uhynula. SloZeni kultivaéniho média a obsahu
odpadniho glycerolu je uvedeno nize i s dosazenymi vysledky. Zde byly experimenty
provedeny v duplikatech.

Tabulka 10: Modifikované sloZeni média s odpadnim glycerolem

Voda 1000 ml
Odpadni glycerol* 30¢g
KH2PO4 4g
MgS04*7H20 0.696 g
Mocovina 191¢g
pH 6,5
Teplota 25°C
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Tabulka 11: Design experimentu — obsah odpadniho glycerolu v médiu

Barika Médium | Biomasa g/l
1. banka 50 % 9,68+0,98
1. Kontrola 100 % 12,54+1,32
2. banka 125 % 14,85+1,78
3. barlka 150 % 16,42+1,03
4. banka 175 % 16,84+1,45
5. barka 200 % 15,98+1,32
6. barka 250 % 16,23+0,98
7. banka 300 % 16,02+1,56

o Druh3 ¢ast: Kultivace ve fermentoru, kde byl sledovan vliv mnozstvi odpadniho
glycerolu na kulturu a vdalSich sériich i postupné fed-batch kultivace
s rozdilnymi pfidavky odpadniho glycerolu. Na zdkladé téchto vysledkd byly
poté provadény kultivace s vyuzitim fed-batch, kdy proces pfidavani odpadniho
glycerolu byl fizen pomoci rozpusténého kysliku. Zjednodusené — v pribéhu
kultivace je fizen obsah rozpusténého kysliku, tzv. pO2 hodnota. Standardné
byly v kultivaci nastaveny tyto podminky:

Tabulka 12: Kultivacni podminky pro fed-batch kultivaci.

Podminky Hodnoty

pH 6,5

Teplota 25°C

p02 20 %

Michani Zakladni 400 ot/min

p02 <20 % 400-800 ot/min

p02 >30% Pumpa sodp. glycer. 5
ml/min

Objem média ve fermentoru | 2L

Vysledky produkce biomasy: cca 15,8 — 17 g/L; posléze bylo dosazeno az 20 - 21 g/L.

Tabulka 13: SloZeni biomasy — prvni velkoobjemova kultivace

PARAMETR OBSAH

Produkce suché biomasy (CDW, g/L) 16,5 g/l
Obsah bilkovin v susiné 25,8 %
obsah lipidl v susiné 19,8%
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PUFA:MUFA:SFA (%) 9:46:45
Obsah beta-glukan( v susiné 12,2 %
Obsah alfa-glukant v susiné 32%

beta-karoten (mg/g sus.) 0,78
celkové karoteny (mg/g sus.) 2,35
torulen 1,41
torularhodin 0,16
ubichinon (mg/g sus.) 0,82
ergosterol (mg/g sus.) 2,35

Diskuse prvni série optimalizacnich experimentti:

Prvni velkoobjemova kultivace v Treboni pfinesla velmi nizké vytézky biomasy zvyse
uvedenych divodd. Optimaliza¢ni experimenty s odpadnim glycerolem v Erlenmeyerovych
bankach vedly ke zjisténi, Ze kvasinka R. toruloides je schopna tento odpad zpracovavat a je
odolnd i vuci vyssSim koncentracim tohoto substratu v médiu. Problém tvorby vysoké pény
v aerovaném fermentoru byl eliminovan navySenim mnozZstvi protipénivé latky a rozloZzenim
mnoZstvi odpadniho glycerolu pfidavaného v médiu v riznych intervalech v prabéhu celé
kultivace. Jako velmi zajimava moZnost se ukazala moznost regulovaného davkovani
odpadniho substratu do média v zavislosti na mnozstvi rozpusténého kysliku. Z namérenych
experimentalnich dat a dat z bioreaktorovych senzor(, reagovala kultura velmi aktivné na
pfidani nového cerstvého substratu do média. Tato reakce byla velmi rychla a byla
pozorovatelna jiz od prvni mnuty od zacatku pumpovani cerstvého odpadniho glycerolu.
Tento systém s kontinualnim pfidavanim umoznil kvasinkdm zpracovavat vsechny uhlikaté
substraty obsazené v dodaném odpadnim materialu, a to jmenovité glycerol, soli mastnych
kyselin a methanol. Diky tomuto systému kultivace se v médiu pfiliSné nehromadily soli
mastnych kyselin (mydla), které maji inhibi¢ni ucinek na kvasinky a zaroven zpusobuji
zvySenou pénivost média.
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5.4 Unor 2022: 2. velkoobjemova kultivace v Tfeboni

Na zakladé optimalizacnich experimentl byla provedena priprava inokula pro dalsi
velkoobjemovou kultivaci. SloZzeni média, proces kultivace a kultivaéni podminky jsou uvedeny
v tabulkach 1 - 4. Inokulace byla provedena v terminu 11. ledna. Na pocatku druhého tydne
v lednu 14. dnora bylo inokulum o objemu 20 L prevezeno do Tfeboné a zaockovano do
velkoobjemového reaktoru s 500 L média. V pribéhu kultivace ve 48. hodiné bylo poté
pfidano zbylych 500 L média. Médium bylo zaloZzeno na Cistém glycerolu.

Zhodnoceni druhé velkobjemové kultivace

Zakladnim vysledkem byla nizkd produkce biomasy, kdy dle zpravy obsluhy fermentoru byl
rast kultury zastaven jiz po necelém 1 dni kultivace. Zde kultura v médiu narazila na limit
v nékteré z Zivin, ktery byl zfejmé zpUsoben naredénim/zvysenim inokulaéniho poméru. Mensi
obsah kvasni¢ného autolyzatu v médiu neposkytl dostatek Zivin a doslo tak k limitaci rGstu a k
nizké produkci biomasy.

Tabulka 14: Charakterizace obohacené biomasy — velkoobjemovd kultivace 2

SKUPINA OBCHODNI DENNi OBSAH % DENNI % DENNI
NAZEV/UCINNA DOP. UCINNE DAVKY DAVKY
LATKA DAVKA LATKY | OBSAZENEV | OBSAZENO V
MG MG/G 1G 1 TABLETE
BIOMASY 500 MG
ESENCIALNI Methionin 1500 2,9 0,2% 0,10%
AMINOKYSELINY
Valin 3000 8,9 0,3% 0,15%
Lysin 1000 9 0,9% 0,45%
Isoleucin 1000 7,5 0,8% 0,38%
Fenylalanin 1500 7,3 0,5% 0,24%
Leucin 2000 11,3 0,6% 0,28%
Threonin 500 7,5 1,5% 0,75%
Histidin 3000 8,4 0,3% 0,14%
Arginin 3000 7 0,2% 0,12%
69,8
NEESENCIALI Glutamat 1000 18,9 1,9% 0,95%
AMINOKYSELINY
Glycin 500 10,9 2,2% 1,09%
Alanin 3000 11,1 0,4% 0,19%
Aspartat 8 13,1 163,8% 81,88%
Thyrosin 1000 4 0,4% 0,20%
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Prolin 1000 7,8 0,8% 0,39%
Serin 1500 8,2 0,5% 0,27%
74
Lipidy SFA 62
MUFA 120
PUFA 120
302
Betaglukany 150 160 107%
Mannanové 210
oligosacharidy
Minerdly P,K,Ca,Fe, Na,K 75
Se, Mn,Cr, Ni,Cu,Va 0,84
Minoritni provitamin A 1 3,5 350% 175,00%
metabolity
provitamin 0,005 7,5 150 000% 75 000%
D/vitamin D3
Koenzym Q10 10 7 70% 35,00%
Vitaminy B 2 0,13 6,5% 3,25%
Vitaminy E 20 1 5,0% 2,50%

5.5 Druha série optimalizacnich experimentt realizovana na FCH v navaznosti na
2.velkoobjemovou kultivaci

Dalsi moZnosti a zdrojem problém0 bylo inokulaéni médium a inokulacni pomér, ktery byl
hlavni proménnou v pfenosu z malého objemu do velkého objemu, kdy byl inokulaéni pomér
z 1:10 zvySen skokové na 1:50; 1:100. Na zakladé toho se optimalizaéni experimenty zaméfrily
na vlivinokulaéniho média a jeho sloZek na kultivaci. V ramci experimentu byla stejna kultura
zaockovana rGznymi inokulaénimi poméry (1:5; 1:10; 1:20; 1:50; 1:100) a byl sledovan vliv
ubyvajiciho mnozstvi bohatého inokula prenaseného do produkéniho média. Z vysledki nize
v tabulce 12 je patrné, Ze zejména od inokula¢niho poméru 1:50 a vyse jiz dochazi ke snizené
produkci biomasy a tudiz jisté Ziviny v médiu zacinaly kvasinkam chybét a nasledovala limitace
rastu. Vzhledem k tomu, Ze kvasinky jsou si schopny syntetizovat si vétSinu zdkladnich molekul
a vitamin(, logicky vyplynula potfeba zaméfit se na mnozstvi mikroprvkd/mikroelementd.
V ramci experimentu byl vybran a testovan zdkladni mikroelementovy roztok, jehoz slozeni je
uvedeno v tabulce 28. SloZzeni mikroelementového roztoku vychazelo z drivéjsich publikaci.
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Tabulka 15: Mikroelementovy roztok

Slozka Mnoistvi [g/1]
H3BO3 1,25
CuS04 5 H,0 0,10
Kl 0,25
MnClz 4 H20 0,82
FeCls 0,30
(NH4)6Mo07024 4 H,0 0,50
ZnS04 7 H20 1,00

Tabulka 16: Ndvrh na testovadni ristu na médiich o riizném sloZzeni

1. | Kontrolni médium Standardni slozeni Ockovaci pomér 1:10

2. | Kontrolni médium Standardni sloZeni Ockovaci pomér 1:10

+ 50 uL mikroelement roztoku

3. | Kontrolni médium Standardni sloZeni Ockovaci pomér 1:20

+ 50 uL mikroelement roztoku

4. | Kontrolni médium 2xGlyc + 2x mocovina Ockovaci pomér 1:10

+ 100 uL mikroelement roztoku

5. | Kontrolni médium 2xGlyc + 2x mocovina Ockovaci pomér 1:20

+ 100 uL mikroelement roztoku

6. | Kontrolni médium Standardni sloZeni Ockovaci pomér 1:20

Média s jinym zdrojem dusiku - dusi¢nan

7. | Médium s | Glyc + NaNO3 Ockovaci pomér 1:10
dusi¢nanem

8. | Médium s | Glyc + NaNO3 Ockovaci pomér 1:10

dusi¢hanem .
+ 50 ulL mikroelement roztoku

9. | Médium s | Glyc + NaNO3 Ockovaci pomeér 1:20
dusi¢nanem
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+ 50 uL mikroelement roztoku

10. | Médium s | 2xGlyc + 2x NaNO3 Ockovaci pomér 1:10

dusicnanem
+ 100 uL mikroelement roztoku

11. | Médium s | 2x Glyc + 2x NaNO3 Ockovaci pomér 1:20

dusicnanem .
+ 100 uL mikroelement roztoku +

100 uL mikroelement roztoku

Prvni série optimalizacnich testovacich experimentl byla zaloZzena tedy na pfFidani
mikroelementového roztoku v mnozstvi 1 ml na litr média. Inokulaéni poméry byly zachovany
stejné jako v pripadé predchoziho experimentu.

Druhy set testovacich experiment(l vychazel z vysledk( prvniho setu experiment, kde bylo
snizeni mnozstvi inokulacnich pomérl, kde jsme se zaméfili na vyssi inokulacni poméry
vhodné pro primysl a soucasné testovali rlizné pridavky mikroelementového roztoku do
média. Pribéh a vysledky experimentu jsou zobrazeny nize.

V navaznosti na vysledky druhé kultivace s Cistym glycerolem, kde bylo dosazeno nizké
produkce biomasy z dlivodu limitace Zivinami a zaroven se resil vliv vysrdzeného media, kdy
bylo pozorovédno c¢astecné vysrazeni soli po sterilaci ve fermentoru, byl sou¢asné navrzen
postup optimalizace pouzitého zdroje dusiku. Na zakladé toho byl navrien experiment s
rznymi zdroji dusiku — kromé mocoviny byl pfidan dusi¢nan draselny a siran amonny. Pocet
atoma dusiku zlstal v médiu zachovan.

Tabulka 17: SloZeni média pro optimalizacni kultivace
Voda 1000 ml

Odpadni glycerol* 30.00¢g

KH2PO4 4.00¢g
MgS04*7H20 0.696 g
Mikroelement 1ml
roztok

*Mocovina 191g

*Dusi¢nan draselny | 5.12 g

*Siran amonny 4.00g

*Jednotlivé zdroje dusiku byly pouzity dle tabulky 16
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Tabulka 18: Design testovaciho experimentu + produkce biomasy

médium sloZeni Ockovaci pomér Produkce
biomasy g/I
1. | Kontrolni Standardni slozeni | Ockovaci pomér 1:5
di
medium 19,22+2,38
2. | Kontrolni Standardni sloZzeni | O¢kovaci pomér 1:10
di
mediim 19,18+1,78
3. | Kontrolni 2xGlyc + | Ockovaci pomér 1:5
médium mocovina
'” cov! 17,06+2,64
4. | Kontrolni 2x Glyc + | Ockovaci pomér 1:10
médium mocovina
16,15+1,78
5. | Kontrolni Standardni sloZzeni | O¢kovaci pomér 1:20
di
medium 19,24+1,53
Média s jinym zdrojem dusiku - dusi¢nan
6. | Médium s | Glyc + KNO3 Ockovaci pomér 1:5
dusi¢nanem
17,06%2,03
7. | Médium s | Glyc + KNO3 Ockovaci pomér 1:10
dusi¢nanem
17,14+1,75
8. | Médium s | 2xGlyc + KNO3 Ockovaci pomér 1:5
dusi¢nanem
16,78+1,09
9. | Médium s | 2x Glyc + KNO3 Ockovaci pomér 1:10
dusi¢énanem
20,63+1,45
10. | Médium s | Glyc + KNO3 Ockovaci pomér 1:20
dusi¢nanem
17,81+1,38
Média s jinym zdrojem dusiku: dusi¢nan+ Siran amonny 50:50
11. | Médium s| Glyc + KNO3 + | Ockovaci pomér 1:5
dusi¢nanem a | siran amonny
siranem 15,31+1,87
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12. | Médium s | Glyc + KNO3 + | Ockovaci pomér 1:10

dusi¢hanem  a | siran amonny

siranem 13,06%1,64
13. | Médium s | 2x (Glyc + KNO3 + | Ockovaci pomér 1:5

dusi¢nanem a | siran amonny)

siranem 15,19+2,01
14. | Médium s | 2x (Glyc + KNO3 + | Ockovaci pomér 1:10

dusi¢nanem a | siran amonny)

siranem 13,38+1,78
15. | Médium s | Glyc + KNO3 + | Ockovaci pomér 1:20

dusi¢hanem  a | siran amonny

siranem 11,67+1,46
16. | Kontrolni Standardni slozeni | Oc¢kovaci pomér 1:5

médium

17,94%2,03

Ve tfetim experimentu bylo navazano na predchozi vysledky a opét byla navySena
koncentrace mikroelementového roztoku. Zaroven zde byly otestovany i rlizné kombinace
zdroju dusiku. Tento pozadavek dale vzeSel z vysledk(i druhé kultivace, kde po sterilaci
dochazelo k vysrazeni ¢asti soli v médiu a mohlo tak dojit k omezeni pfistupu Zivin. Obecné
slozeni média a jednotlivé variace banék jsou zobrazeny v tabulkach nize:

Tabulka 19: SloZeni média pro dalsi fazi optimalizace

Slozka Mnozstvi
Voda 1000 ml
Glycerol 92,50¢g
KH2PO4 8g
MgS04*7H20 1,392 g
NaNO3 50 % dusiku 10,24 g
(NH4)2504 50% dusiku | 8 g
Mikroelementovy 3ml
roztok

pH 6,5
Teplota 25°C
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Tabulka 20: Kultivace v médiich s vyssim obsahem mikroelementového roztoku

médium slozeni Ockovaci pomér Biomasa g/I
1. = fermentor dle tabulky Ockovaci pomér 1:100 2,8+1,1
2. | =fermentor dle tabulky Ockovaci pomér 1:50
3,241,5
3. | NavySeny 4 ml | O¢kovaci pomér 1:100
mikroelement mikroelementu
4,6+1,8
4. | Navyseny 4 ml Ockovaci pomér 1:50
mikroelement mikroelementu
3,941,2
5. | Navyseny 6 ml Ockovaci pomér 1:100
mikroelement mikroelementu
5,2+1,6
6. | Navyseny 6 ml Ockovaci pomér 1:50
mikroelement mikroelementu
4,8+2,0
7, | Médium s vysSim | 150 % P Ockovaci pomér 1:100
fosforem
4,6+1,3
8, | Médium s vyssim | 150 % P Ockovaci pomér 1:50
fosforem
4,1+0,9
9, | Médium svysSim | 200% P Ockovaci pomér 1:100
fosforem
3,8+1,7
10, | Médium s vy$Sim | 200% P Ockovaci pomér 1:50
fosforem
5,0+1,7
11, | Médium s vy$sim | 200 % Mg Ockovaci pomér 1:100
horcikem
4,9+1,3
12, | Médium s vysSim | 200 % Mg Ockovaci pomér 1:50
horéikem
5,0+1,8

Na zdakladé ziskanych experimentu bylo navrZeno nové sloZzeni média, které bylo pouZito pro
dalsi, v poradi. 3. kultivaci v Tfeboni, ktera byla provedena v bfeznu 2022.
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5.6. Brezen 2022 - tieti velkoobjemova kultivace v Treboni

Nasledné byla zahdjena treti kultivace, ktera navazuje na vysledky 2. velkoobjemové kultivace.
Vramci vyzkumu bylo optimalizovdano slozeni média a médium bylo experimentalné
obohaceno o mikroelementy (mikroprvky — zinek, Zelezo, méd, mangan,...Tabulka 28).
Nasledné bylo vzhledem k problému se sraZzenim média po sterilaci nahrazen zdroj dusiku
(pGvodni mocovina nahrazena dusicnanem). Celkové naklady na Upravu a obohaceni média
jsou max. v radu nékolika stovek korun na 1000 L. SloZeni findlniho média je uvedeno nize
(Tabulka 21). Na zakladé treti kultivace byly navrzeny podminky procesu pro primyslovou
produkci, které jsou uvedeny v dalSim textu.

Optimalizované podminky biotechnologického procesu, produkéni a procesni parametry:

Na zdkladé veskerych optimalizacnich experiment( provedenych v malych i velkych objemech
bylo opakované ovéreno a Ize doporucit nasledujici podminky biotechnologického procesu
(pro 1000 | média):

Produkéni kmen: Rhodotorula toruloides (Banno) CCY 0692-002-001
SloZzeni médii a kultivace:

1) Inokulace: inokula¢ni média I-1V (YPD) viz Tabulky 2 a 3; inokulaéni pomér 1:5; vysledny
objem inokula 20 L do 1000 L tanku

2) Produkce: zaockovani produkéniho média je tfeba pridavkem 20 L inokula do 500 L
produkéniho média (optimalizované slozeni Tabulka 34); inokulaéni pomér se zvysuje
na 1:25

3) Kultivace formou prikrmu — fed batch — v optimalni dobé pridavek druhé davky 500 L
produkéniho média; kultivaci fidit pomoci pO2 (mnozstvi rozpusténého kysliku)

Tabulka 21: Produkéni médium pro velkoobjemovou kultivaci a podminky (sloZeni
mikroelementového roztoku viz Tabulka 4)

Slozka Mnozstvi
Voda 1000 ml
Glycerol 92,50¢g
KH2POg4 8g
MgS04*7H20 1,392 ¢
NaNOs; 10,12 g
(NH34)2S04 8g
Mikroelementovy roztok 4 ml/l

pH 6,5
Teplota 25°C
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Procesni parametry:

Nastavi se pH 6,5 a teplota kultivace 25°C, ostatni parametry striktné zavisi na konstrukci
pramyslového zafizeni. Nejlepsi forma kultivace je fed batch (redukce pénéni), pfipadné

vevs v

vsadkova kultivace. Kultivaci je nejvhodnéjsi fidit pomoci pO2 (mnoZstvi rozpusténého kysliku)
tak, aby kultura méla dostatek kysliku na oxidaci Zivin.

Tabulka 22: Charakterizace obohacené biomasy — 3 velkoobjemovd kultivace

Nazev

Obsah ucinné latky v 1 g
biomasy [mg]

AMINOKYSELINY
Methionin

Valin

Lysin

Isoleucin
Fenylalanin
Leucin

Threonin

Histidin

Arginin

Glutamat

Glycin

Alanin

Aspartat
Thyrosin

Prolin

Serin
aminokyseliny celkem
proteiny celkem

LIPIDY

SFA

MUFA

PUFA

Lipidy celkem

SACHARIDY
Betaglukany
Alfaglukany
Glukany celkem

MINERALY
makroelementy
mikroelementy

MINORITNI METABOLITY

2,9
8,9

9

7,5
7,3
11,3
7,5
8,4

7
18,9
10,9
11,1
13,1
4

7,8
8,2
143,8
212,6

62

120
120
302

105
98
203

75
0,84
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Karotenoidy 1,4

Ergosterol 3,5
Ubichinon 2,1
B-komplex 0,12

Obvykla produkce biomasy:

15-25g/L; z 1000 L vytéZek obvykle kolem 20 kg lyofilizované nebo vysusené biomasy.

Stabilita: Hodnoty biologicky aktivnich latek zlstavaji beze zmény nejméné po dobu 6 mésicl
pfi uchovani biomasy vsuchém stavu, vchladu (4 — 8 °C) a tmé, idedlné s omezenym
pristupem kysliku.

6. Celkova charakterizace produkované biomasy a vyuziti

Biomasa karoteoidni kvasinky Rhodotorula toruloides mulZe byt naprodukovdna
biotechnologicky s vyuzitim odpadnich substrat(i jako zdroje Zivin. V pripadé prezentované
technologie byl vyuzit odpadni glycerol, jenz byl zhodnocen na produkci obohacené biomasy
pouzitelné v fadé aplikaci.

Doporucujeme pouzivat biomasu v imortalizované formé, tedy pfed pouzitim zahfatou na 95
°C po dobu nejméné 10 min. Bylo opakované ovéreno, Ze vtéto podobé nedochazi
k vyznamné ztraté aktivnich latek, biomasa neni cytotoxickd a je tedy pro dalsi pouziti
bezpecna.

Biomasa obsahuje hlavni cenné latky v priimérnych mnozstvich uvedenych v Tabulce
16. Jednd se o vytézky zvice kultivaci uvedené jako primérnd rozmezi; poméry
produkovanych metaboliti se mohou mirné liSit podle podminek kultivace, konkrétniho
slozeni média (typ odpadniho glycerolu) apod. Kromé téchto slozek obsahuje biomasa
specidlni soucasti uvedené v Tabulce 14, pfipadné v Tabulce 22, které mohou mit dodatecné
biologické ucinky (manany — imunita; mineraly - — nutna soucast vyzivy, funkce specifickych
organll a enzymU; potravinové doplnky, farmacie; krmiva; vitaminy B komplexu - — imunita,
vykonnost metabolismu; potravinové doplriky, farmacie; krmiva ).

Prehled hlavnich aktivnich latek a jejich ucinkd, pripadné vyuZiti je dalSim textu a v Tabulce
16, kde jsou uvedeny hodnoty v Cerstvé i imortalizované biomase.
e Proteiny — zdroj vyzivy, zdroj esencidlnich aminokyselin pro jedince se zvlastnim
vyzivovym rezimem (sportovci, vegani); zdroj aminokyselin a vyzZivy do krmiv
e Lipidy — zdroj energie, zdroj esencidlnich mastnych kyselin (cca 30% lipid();
potravinové doplnky, krmiva
e Beta-glukany — imunologicky aktivni latky s prokazatelnym ochrannym ucinkem na
imunitu; cca 17 %; potravinové doplnky, farmacie; krmiva
e Karoteny — provitaminy A, antioxidanty, imunologicky aktivni latky, prirodni UV filtry —
obsah 7 — 10 mg/g; potravinové doplriky, farmacie; krmiva; kosmetika
e Ergosterol — provitamin D (osteopordza, imunita) - potravinové doplriky, farmacie;
krmiva
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e Ubichinon — antioxidant, produkce bunécéné energie; potravinové doplriky, farmacie;

krmiva; kosmetika

Tabulka 16: Primérné rozmezi obsahovych Idtek v obohacené biomase R.toruloides

Produkce suché biomasy (CDW, g/L)

Obsah bilkovin v su$iné (mg/g)

obsah lipidli v susiné (mg/g)

PUFA:MUFA:SFA (%)

Obsah beta-glukant v susiné (mg/g)

Obsah alfa-glukani v susiné (mg/g)

beta-karoten (mg/g sus.)
celkové karoteny (mg/g sus.)
torulen
torularhodin
ubichinon (mg/g sus.)

ergosterol (mg/g sus.)

21,2-31,5

250 - 338
25%-33,8%

224 -298
22,4 %-29,8%

8-14 :54-68 :24-32

168 - 177
16,8 %-17,2 %

28-34
2,8%-3,4%

0,70-2,10
6,12-7,21
4,81 -5,82
0,17 -0,21
5,29-7,81

2,52 -3,95

23

21-31

278 - 367
27,8-36,7 %

243 - 349
24,3 % -34,9%

161-173
16,1 %-17,3 %

28-34
2,8%-3,4%

0,90 - 3,25
8,07 - 10,42
4,98 - 6,08
0,22 - 0,30
4,8-7,92

2,18 - 2,47



