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Abstrakt

Ptredlozen4d diplomova prace byla zaméfena na studium kokultivaci vybranych
mikroorganismi, kterymi byly karotenogenni kvasinky a sinice. V téchto kokultivacich byla
srovnavana produkce vybranych metabolitl. Mezi hlavni sledované metabolity byly fazeny
karotenoidy, steroly, koenzym Q10, chlorofyly a lipidy. Dale se tato prace zaméiila na
studium a moZnosti optimalizace produkce lipidl a lipidovych latek u vybranych kment

karotenogennich kvasinek a druhi sinic.

Teoreticka Cast se zabyva popisem karotenogennich kvasinek, sinic a chemickym
sloZzenim produkovanych metabolith. Kvasinky a sinice obsahuji karotenoidy, pfirodni
pigmenty, fazené mezi antioxidanty. Jako antioxidanty maji vyrazné biologické Ucinky
v lidském organismu, mezi kterymi jsou naptiklad protinadorové a protizanétlivé ti€inky, ¢i
u¢inky proti neurodegenerativnim nemocem. DalSimi metabolity mikroorganismt
s pozitivnim vlivy na lidské télo jsou ergosterol a koenzym Q. Chlorofyl produkovany
sinicemi nachdzi uplatnéni v potravindiském primyslu jako zelené barvivo. Lipidy
vytvafené témito mikroorganismy obsahuji velké mnoZstvi nenasycenych mastnych kyselin
nachdzejicich uplatnéni v kosmetice nebo farmacii. V teoretické casti byly také popsany

jednotlivé analytické metody, kterymi byla zjistovana produkce sledovanych metaboliti.

Experimentalni Cast je zaméfend na produkci karotenoidd, sterolll, koenzymu Q10 a
chlorofylu, které jsou stanovovany pomoci HPLC, lipidy a profil mastnych kyselin jsou
stanovovany pomoci GC. Stanovované metabolity jsou sledovany v raznych druzich
kokultivaénich partnerti (karotenogenni kvasinka a sinice) v médiich s riznymi ptidavky
makroprvkl (P, N a Mg). Poté nésledoval experiment kokultivaci s pouZitim odpadnich

oleju (fritovaci a kavovy olej) a studium vlivu odpadnich olejli pfidavanych do kokultivaci.

Kokultivaéni experimenty potvrdily schopnost spole¢né¢ho ristu karotenogennich
kvasinek a sinic. NejlepSich vysledkii bylo dosazeno u dvojic Rhodosporidium toruloides a
Anabena torulosa, Rhodosporidium toruloides a Arthrospira maxima.

Kli¢ova slova

Kvasinky, sinice, kokultivace, lipidy, mastné kyseliny, karotenoidy, chlorofyly,

ergosterol, ubichinon, stresové faktory



Abstract

The submitted diploma thesis was focused on the study of co-cultivation of selected
microorganisms, which were carotenogenic yeasts and cyanobacteria. The production of
selected metabolites was compared in these co-cultivations. The main metabolites monitored
were carotenoids, sterols, coenzyme Q10, chlorophylls and lipids. Furthermore, this work
focused on the study and possibilities of optimizing the production of lipids and lipid

substances in selected strains of carotenogenic yeasts and cyanobacterial species.

The theoretical part is focused on the description of yeasts, especially carotenogenic
yeasts, cyanobacteria and the chemical composition of the produced metabolites.
Microorganisms such as yeast and cyanobacteria contain carotenoids, which are natural
pigments and are classified as antioxidants. As antioxidants, they have significant biological
effects, such as effects on human health. Coenzyme Q has a positive effect on the functioning
of organs in the human body. Chlorophyll is widely used in the food industry as a green dye.
Lipids produced by microorganisms contain a large amount of unsaturated fatty acids, which
is currently used in cosmetics or pharmacy. The theoretical part also described the individual
analytical methods by which the production of the monitored metabolites could be

determined.

The experimental part is focused on the production of carotenoids, sterols, coenzyme
Q10 and chlorophyll, which were determined by HPLC, lipids and fatty acid profile were
determined by GC. The determined metabolites are monitored in different types of co-culture
partners (carotenogenic yeast and cyanobacteria) in media with different additions of
macroelements (P, N and Mg). This was followed by a co-cultivation experiment using waste

oils (frying and coffee oil) and a study of the effect of waste oils added to co-cultivations.

Co-cultivation experiments confirmed the ability of carotenogenic yeasts and
cyanobacteria to grow together. The best results were obtained with Rhodosporidium

toruloides and Anabena torulosa, Rhodosporidium toruloides and Arthrospira maxima.

Key words

Yeasts, cyanobacteria, waste substrates, co-cultivation, lipids, fatty acids, carotenoids,

chlorophylls, ergosterol, ubiquinone, stress factors
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1 Uvod

Snaha o wurychleni pfechodu k cirkularni ekonomice ses diky rozvoji
biotechnologickych metod a aplikaci v poslednich desetileti vyrazné zvySuje. Principem
cirkularni ekonomiky je mySleno vyrdbéni mnoha Siroce pouZivanych chemikalii a
materidli pomoci surovin, které jsou obnovitelné. Vyuzitim odpadl z jinych odvétvi
dochazi ke snizeni emisi sklenikovych plynt. Pfi snaze vyuzivat stale vice obnovitelnych
zdrojl je také nutné zachovat a kontrolovat u vyprodukovaného materialu jeho kvalitu,
kterd musi odpovidat parametrim a pravidlim nastavenym v daném odvétvi. Piiklady
obnovitelnych zdroj, které lze biotechnologicky vyhodné vyuZit jsou biomasa,
sacharidy, odpadni oleje, celulésové odpady a oxid uhli¢ity v piipadé fototrofnich
mikroroorganismu [1].

Oleogenni mikroorganismy jsou skupina mikroorganismi zahrnujici bakterie,
kvasinky, plisné€ a fasy, produkuji mikrobidlni oleje, které jsou pokladany za alternativni
surovinu pro vyrobu bionafty a dalSich produktti. Mikroorganismy jsou povazovany za
tzv. bunécné tovarny, schopné produkce Siroké palety metabolitl. Nejveétsi rozmanitosti
dosahuji fototrofni fasy a sinice pohanéné slunenim zafenim, transformujici oxid
uhli¢ity na rizné metabolity. Za vhodnych podminek (intenzivni osvétleni, dostatek oxidu
uhli¢itého) lipidy nahromadéné procesem fotosyntézy dosahuji vice nez 50% suché
hmotnosti bunék. Kultivaci mikrotas tedy mizeme oznacit jako proces, ktery redukuje
uhlik [2].

Také razné druhy kvasinek jsou schopné produkovat velké mnozstvi lipida diky
riznym zdrojim uhliku (melasa, glycerol atd.). Zamétime-li se pouze na kvasinkové
buiiky, jejich hlavni vyhodou je rychlejsi rist ve srovndni s buiikami sinic a fas. To
znamena, ze kultivace kvasinek miize vést k vyssi produktivité tvorby lipidii nez ve

srovnani s kultivaci fas, nebo kultivaci sinic [2].

Kultivace tas a kvasinek, nebo sinic a kvasinek ma tedy ur¢itou podobnost, ktera
spoc¢iva v akumulaci vysokého obsahu lipidl a dalSich metaboliti. Produkce spolecnych
metabolith se silnym biologickym ucinkem, které nachédzeji uplatnéni v riznych
odvétvich primyslu vede k jednoznacné otazce. A to otestovat moznosti kultivovat pary
sinice a kvasinka, nebo fasa a kvasinka spole¢né€ v jedné kultivacni nadobé. V kokultivaci

mohou tedy mikrofasy, nebo sinice pracovat jako tzv. generator kysliku pro kvasinky,



zatimco kvasinky slouZzi jako zdroj oxidu uhli¢itého pro mikrotasy a sinice. Zaroven si
v idealni kombinaci jako par heterotrof/autotrof nekonkuruji o zdroje uhliku. Srovname-
li dosavadni vysledky v této oblasti kokultivaci s klasickou kultivaci jednoho
mikroorganismu vidime, ze v fad¢ produkcénich parametri dochazi k navySeni, a tedy
pozitivnimu uc¢inku kokultivace [2].

Kokultivaci lze provést sriiznymi kombinacemi mikroorganismii. Dle zplsobu
vyzivy se tak mohou pary mikroorganismi skladat z: a) dvou riznych heterotrofnich, b)
dvou riznych autotrofnich, ¢) heterotrofniho a autotrofniho mikroorganismu. Z téchto tii
variant je za nejlépe produkujici povazovano, kdyz spole¢né kultivujeme heterotrofni a
autotrofni organismy. Bohuzel je nutné vyteSit i ur¢ité prekazky, za nejcastéjsi jsou
povazovany rozdily v pH, teploté kultivace, naroky na ziviny v médiu, poZadavcich na
kyslik a obecné vzdjemna slucitelnost. Pokud je autotrofni mikroorganismus pomalu
rostouci, miize byt v nékterych ptipadech spotfebovan heterotrofnim mikroorganismem.
Ptestoze v kokultivaci mize byt problematické vymezit vhodné podminky, intenzivnim
vyzkumem mikroorganismi pravé v kokultivacich miize sméfovat k ndlezu takika
»ldealnich kombinaci®, které umozni feSeni pro snizeni uhlikové stopy, zajisti vyménu
kysliku/oxidu uhli¢itého a tfizeni pH. Pokud bereme v potaz symbidzu, miiZzeme doufat,
ze vymeéna molekul povede k Siroké fadé zndmych vysoce vyznamnych produktii a také
k novym molekuldm. Z toho vyplyva, Ze v biotechnologiich by spolec¢né péstovani
heterotrofnich kvasinek a autotrofnich mikrotas, nebo sinic mohlo byt zkouméno jako

velmi slibna strategie [3].



2 Teoreticka cast

2.1 Studované metabolity

2.1.1 Lipidy

Lipidy jsou zdkladnimi stavebnimi kameny vSech bunék [4]. Jednd se o latky
biologického plivodu a spadaji do heterogenni skupiny molekul. Maji spole¢nou
vlastnost, kterou je hydrofobicita a rozpustnost v organickych rozpoustédlech. Struktura
lipidi mtze byt odvozena od jednoduchych kratkych uhlovodikovych fetézci
fosfolipidy, steroly a jejich estery. Lipidy obsazeny v jednotlivych tfidach se mohou
vyrazn¢ strukturdlné lisit. Nejznadmé&jSimi zastupci jsou mastné kyseliny, které jsou
nedilnou soucasti komplexnich lipidd, 1isi se délkou uhlovodikového fetézce, a také
pfitomnosti, mnoZstvim a polohou dvojnych vazeb v uhlovodikovém fetézci. Mastné
kyseliny a komplexni lipidy obsahuji rizné strukturni varianty, které vedou k funkénim
rozdilim a ty ovliviiuji jejich metabolismus a jejich G¢inky [5]. Lipidy d€lime do tii
zékladnich skupin:

a) Jednoduché lipidy, které se dale d€li na acylglyceroly a vosky

b) Komplexni lipidy, které jsou po strukturni strance odvozeny zejména od struktury
acylglycerolti, kde je jedna z esterovych esterifikovana kyselinou fosforecnou. Na volné
hydroxylové skupin¢ fosfatu obsahuji 1 dalsi navazané komponenty (alkoholy, sacharidy
aj.). Diky témto komponentam komplexni sacharidy maji amfifilni charakter. Mezi
fosfolipidy, dle navéazaného substituentu fadime napt. glykolipidy, fosfolipidy a
sfingolipidy.

¢) Odvozené lipidy, které jsou odvozeny od lipida a jejich prekurzorii. Jsou zde
fazeny steroly, steroidni hormony, terpeny, karotenoidy, ubichinon, vitaminy rozpustné

v tucich atd.[6][7].

2.1.1.1 Struktura, vlastnosti a funkce lipida
Zivy svét je plny riznych biomolekul (napf. sacharidy, lipidy, nukleové kyseliny) ty
jsou evolucné organizovany tak, aby plnily funkce nezbytné pro zivot. Lipidy jsou

jedinou ttidou zdkladnich molekul, které netvofi polymery, ale zato disponuji Sirokymi
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strukturni varianty a motivy. Tvoii membranové bariéry, také ukladaji energii a usnadnuyi
bunécnou signalizaci [8]. Lipidy maji nepolarni charakter a jsou nerozpustné ve vode a
dalSich polarnich rozpoustédlech. Lipidy amfipatické povahy (v molekule obsahuji
hydrofilni 1 hydrofobni ¢ast) vytvaii micely a jejich struktura je zdvisla na polarité
prostiedi [4][7]. Lipidy v bunce plni zakladni funkce, strukturni, ochranné, funkce
ukladani energie, metabolické a rozpoustéci funkce. Strukturni funkci rozumime, ze
fosfolipidy tvofi zdkladni stavebni kameny membran vSech bun€k a organel. Ochrannou
funkei jsou lipidy vyuZivany vys$Simi organismy jako tepelny izolant a ochranou pted
vnéjSimi vlivy. Energie je ukladdna v dlouhych fetézcich mastnych kyselin a je
uvoliiovana pomoci [-oxidace [7]. Oleogenni mikroorganismy jsou stale vice

povazovany za mikroorganismy zndme vysokou produkci lipida [9].

2.1.2 Biosyntéza lipidi

Syntéza lipidi a jeji metabolickd dréha je v principu ustdlena a jednotlivé chemickeé
reakce odehravané a kroky jsou u vSech druhli bunék a mikroorganismt stejné [7].
Biosyntéza lipidi se neobejde bez neptetrzitého piisunu mastnych kyselin, které jsou
esterifikovany v riiznych lipidovych strukturdch, kterymi mohou napiiklad byt
fosfolipidy, triacylglyceroly (TAG). Aby tento d&j mohl neptetrzité¢ probihat je potfeba
staly pfisun acetylkoenzymu A (Acetyl-CoA) v cytosolu, kde probihd biosyntéza
mastnych kyselin [10]. Kvasinky nemaji ATP: citrat lyazu, ale maji tvelmi efektivni drahu
vedouci k cytosolovému Acetyl-CoA. Prvné se dekarboxyluje pyruvat a acetaldehyd, ten
se dale preménuje na acetat a acetyl-CoA. Acetaldehyd je hlavné za fermentacnich
podminek preménovan na ethanol, ale stale dostatecné mnozstvi acetaldehydu je
preménovano na acetyl-CoA, praveé aby byla zajiSténa dostateCna biosyntéza lipidua. I
piesto, Ze tato draha je centralni pro fermentacni metabolismus u kvasinek, je také u¢inna
pii respiracnich podminkach. Biosyntéza lipidi obsahuje dvé vétve z acetyl-CoA, jedna
z nich vede k mastnym kyselinam a druha vede ke sterolim. Mastné kyseliny slouZzi jako
stavebni kameny pro biosyntézu TAG, fosfolipida [11].

Vyroba nového triacylglycerolu a fosfolipidu, piedstavuje pro mikrobialni buiiku
narony energeticky proces. Prekurzory této biosyntézy jsou mastné kyseliny a
aktivovany glycerol (glycerol-3-fosfat a dihydroxyacetonfosfat), jehoz vyznamnym

zdrojem je naptiklad glykolyza sacharidi [12].
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Dalsim krokem jsou dva fetézce mastnych kyselin postupné pfipojeny k aktivnimu
glycerolu a vznikaji fosfolipidy. Pokud ma buiika dostatek energie a také jsou splnény
potieby pro tvorbu fosfolipidii, je fosfatova skupina na tfetim atomu uhliku glycerolu
nahrazena tfeti molekulou mastné kyseliny. Vznikne triacylglycerolovd sloucenina
slouzici pro ukladani energie. K dal§im funkénim skupindm (monosacharidy, proteiny),
muze byt pfipojena hotova lipidova struktura. Tento proces vede k zisku novych

vlastnosti, umisténi a funkci v bunice [10][13][14].

Biotechnologicky je vyznamna pravé nadprodukce lipidi. Nadprodukce lipida je
nastartovana zménou metabolismu, kterd je regulovand nékolika kliCovymi enzymy.
Adenosimonofosfatdeaminaza je klicovy enzym, ktery je zapojen jako prvni. KdyzZ je
jeho regulace zvySena, aby byla zesilena odpovéd’ na urCity stimulus odStépi se
aminoskupina pfipojend k 6. uhliku adenosinmonofosfaitu (AMP), kdy vznikne
inosinmonofosfat (IMP) a amonny iont. Néasleduje potlaceni koncentrace AMP v bunééné
cytoplazmé vedouci ke sniZeni aktivity isocitratdehydrogendzy (ICDH), tim je zvySena
koncentrace isocitratu v mitochondriich a ten je dopraven do cytoplazmy bunky diky
citrat/malat translokédze. Isocitrat je st€épen pomoci citratlydzy a vznik4 oxalacetat a
acetyl-CoA. Osud oxalacetatu je takovy, ze se vraci do mitochodnrii ve formé¢ malatu.
Acetyl-CoA je vyuzit v procesu syntézy mastnych kyselin. Aby doslo k syntéze kyseliny
palmitové je potieba 8 molekul acetyl-CoA a 16 molekul NADPH [15][16][17].

2.1.3 Mastné kyseliny: struktura a nomenklatura

Mastné kyseliny jsou tvotfeny uhlovodikovymi fetézci o riiznych délkach a stupni
nenasycenosti (pfitomnost dvojnych vazeb), s pfipojenou karboxylovou skupinou na
jednom konci a na druhém konci s methylovou skupinou. Nejpocetnéjsi skupinou
mastnych kyselin jsou ty, které maji sudy pocet uhlikl s pfimym fetézcem. Uhlovodikovy
fetézec muze mit riznou délku od 2 az po 30 uhlik. Mastné kyseliny délime na:

a) SFA — Nasycené mastna kyseliny, tvofené pouze uhlovodikovym fetézcem bez

nasobnych vazeb

b) MUFA — Mononenasycené mastné kyseliny obsahujici v fetézci 1 dvojnou vazbu

c) PUFA - Polynenasecené mastné kyseliny jsou definovany ptitomnosti

minimalné dvou nenasycenych vazeb.
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Vlastnosti, funkci a chovani mastnych kyselin ovlivituje délka fetézce, poloha dvojné
vazby a jeji orientace cis/trans., Retézec mastnych kyselin miize byt i zak¥iven (pocet,
poloha a orientace dvojnych vazeb) a tim miize byt zménéno zabaleni v lipidovych

membrandch a mohou mit také zméneny biofyzikalni vlastnosti (teplota tani) [5].

2.1.3.1 Mastné kyseliny: syntéza

Nasycené mastné kyseliny jsou syntetizovany postupnou kondenzaciC2 jednotek ve
formé acetyl-CoA k acylovému fetézci. Proces je katalyzovan pomoci cytosolového
multienzymového komplexu, zndmym pod ndzvem syntdza mastnych kyselin. Pocatkem
kondenzac¢ni reakce je adice C2 z acetylové skupiny, ktera je vazana na kondenzacéni
enzym do komplexu malonyl-acyl carrier protein (ACP) a vzniké acetoacetyl-ACP a CO,
z malonylové skupiny. Acetoacetyl-ACP je redukovdn na byturyl-ACP a 4uhlikova
butyrylova skupina je pfemisténa z ACP na kondenzacni enzym. Timto je fetézec
prodlouzen o 2 uhliky a enzymovy komplex ndsledné dehydratuje a redukuje hydroxy
skupinu za vzniku nasyceného fetézce. Hlavnim produktem syntézy mastnych kyselin je
kyselina palmitova. Mastné kyseliny s del§im fetézcem u eukaryot vznikaji z kyseliny
palmitové, kdy jsou za potiebi elongazy, ptisobici jako elongacni enzym, kterymi jsou
katalyzovany prodluZovaci reakce. Poté nasleduji redukéni a dehydrataéni reakce a
vzniké nasyceny uhlovodikovy fetézec. Syntéza mastnych kyselin je zndzornéna (Obr. €.
1) [5].

Mononenasycené¢ mastné kyseliny vznikaji desaturaci mastnych kyselin, enzymy
zvanymi desaturazy. Primarnimi substraty, které¢ vstupuji do reakce, jsou palmitoleoyl-
CoA a oleoylkyseliny. Tato reakce je katalyzovana stearoyl-CoA desaturdzou [5].

PUFA mohou produkovat veSkerd eukaryota a nékteré bakterie. Existuji dilezité
rozdily ve specifi¢nosti desaturdz, které jsou exprimované v rostlinnych a zivocisnych
tkanich, ty maji disledky na pozadavky mastnych kyselin. Savci nemohou syntetizovat
kyselinu linolenovou a a-linolenovou, ob¢ kyseliny jsou esenciadlni mastné kyseliny a

musi byt pfijimany ve stravé [5].
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Obr. ¢. 1 Schéma syntézy mastnych kyselin [18]

2.1.4 Karotenoidy

Karotenoidy jsou cervené, oranzové a zluté pigmenty. Syntetizuji je rostliny a
nekteré mikroorganismy a plni mnoho dulezitych fyziologickych funkci. Karotenoidy
maji rizné praimyslové vyuziti jako napiiklad barviva a antioxidanty. Maji také velmi
piiznivy vliv na zdravi, a proto jsou vyuzivany v potravinafském, nutraceutickém

pramyslu a také farmakologickym primyslem [19].
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Karotenoidy tvofi velkou skupinu pigmentii a bylo znich ureno vice nez 750
chemickych struktur. Skladaji se z uhlovodikové kostry 40 atomii uhliku, skladajici se z 8
izoprenovych jednotek. Diky acyklické struktuife maji pigmenty velkou rozmanitost a

acyklicka struktura ma dlouhou centralni slouc¢eninu polyenu, ktera absorbuje svétlo [19].

Karotenoidy maji silny uc¢inek jako antioxidanty a pohlcovace radikald, které
zastavuji smrtici G¢inky singletového kysliku a superoxidu, ten vznika pii oxidacnim
stresu nebo za pfitomnosti téZkych kovi. Pokud kvasinky rostly za neptiznivych
podminek, bylo popsano, ze mnoho z nich prokazalo zvySenou schopnost produkovat
karotenoidy [20]. Mnoho druhii kvasinek ma schopnost akumulovat karotenoidy[21].
Nejen karotenoidy, ale 1 TAG z kvasinek jsou dileZitymi bioprodukty, které lze vyuZzit
pro nutraceuticky primysl a vyrobu bionafty [22].

2.1.4.1 Komercni aplikace karotenoida

Karotenoidy jsou diky svym barevnym vlastnostem vyuzivany v potravinach a
krmivech. Ptirodni karotenoidy jsou pouzivany k posileni barvy ryb, to ma za ucinek
zvyseni spotiebitelské kvality. Karotenoidy byly navrzeny jako slouCeniny s pfidanou
hodnotou, které by mohly piispét k tomu, aby vyroba biopaliv z mikrofas byla
ekonomicky rentabilni. Na trhu dominuji chemicky syntetizované karotenoidy, které ale
nedosahuji biologickych ucinkl ptirodnich karotenoidi. Ptirozené karotenoidy jsou vSak
stale popularngjsi, diky spotiebitelim, ktefi chtéji pifirodni produkty. Pfirodni
karotenoidy je mozné extrahovat z rostlinného materialu (rajcata, fasy a houby). Poté jsou
individualni karotenoidy dostupné v riznych formach (prasek rozpustny ve studené vode,
olejova emulze a kuli¢ky). Nejobvyklejsi koncentrace se pohybuje okolo 10 % hmotnosti

produktu [22].

V biotechnologii mikrotfas se vyroba karotenoidli v poslednich letech stala jednou

miliardy dolarti. Mikrotasy jsou slibné suroviny pro biopaliva. V pfirozenych potravinach
(vajecny Zzloutek, kufeci maso, ryby) jsou karotenoidy vyuzivany jako zvyrazinovace
barvy [22].

Hlavni typy karotenoidi, které jsou komeréné vyuzivany na globalnim trhu, jsou

astaxanthin, B-karoten, lutein, kanthaxantin, lykopen a zeaxanthin. 3-karoten je pigment,
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ktery dodavé cCervené zabarveni, Zlutou nebo oranzovou barvu rostlindm, fasdm a

zvitatim [23].

2.1.4.2 Kosmeticky primysl

V kosmetickém primyslu jsou karotenoidy vyuzivany jako konzervanty. Kombinace
s dalSimi antioxidanty nebo bioaktivnimi latkami z fas, také v krémech na ochranu pred
sluncem pii opalovani. U pacientl s lupénkou, coz je kozni zanétlivé onemocnéni, byl
prokdzan ptiznivy ucinek karotenoidii. Karotenoidy také poskytuji fotoprotekci proti UV

zéfeni [22].

2.1.4.3 Nutraceuticky a zdravotni trh

Jednou z velmi dulezitych funkci karotenoida v lidském téle je jeho biotransformace
na retinol (funkce provitaminu A). Tuhle schopnost ma asi jen 10 % karotenoidil, které
jsou identifikované v ptirod€. Pro zdravi ditéte a preziti je vitamin A velmi dalezitym
faktorem, jeho nedostatek muze zptlisobit poruchy vidéni a rizné dalSi souvisejici
patologie plic, prudusnice a dutiny ustni. Jediny zdroj prekurzoru retinolu u lidi je strava,
ovoce, zelenina a mikrotasy jsou hlavnimi dodavateli aktivnich karotenoidii provitaminu
A [22].

Karotenoidy maji déale pozitivni U¢inek na zastaveni rozvoje chronickych a
degradativnich onemocnéni. Rakovina a kardiovaskuldrni onemocnéni jsou hlavni
pric¢inou umrti ve svété a pravé 50 % nadort je pfipisovano Spatné stravé. Karotenoidy
jsou nezbytné pro zdravi bunék. Je to diky jejich ochrannému piisobeni na bunécné slozky
proti oxidativnimu poSkozeni. Buiiky imunitniho systému provadi mezibunécnou
komunikaci piisobenim karotenoidii. Pfijem karotenoidli miize pomoci pii zabranéni

vzniku rakoviny [22].

Diety bohat¢ na karotenoidy by mohly chranit lidsky organismus pied
kardiovaskularnimi onemocnénimi. To v disledku zapojeni oxidacnich latek a

oxida¢niho stresu do rozvoje a klinického projevu ischemické choroby srdecni.

Karotenoidy maji také pozitivni uCinky na zdravi o¢i. Také karotenoidy mohou

vychytavat reaktivni formu kysliku (ROS) a maji protizanétlivé u¢inky [22].

16



2.1.4.4 Produkce karotenoidu

V soucasnosti je majorita svétové produkce karotenoidii realizovana piedevsSim
syntetizovana chemickou cestou, pouze malad ¢ast karotenoidii se ziskava ptirozene
extrakci z rostlin nebo tas. Vefejnost se spiSe soustfedi na piirozenou cestu ziskavani
karotenoida, které jsou pak vyuzivany jako alternativy ke konven¢nim I¢ktim. Sinice a
karotenogenni kvasinky pravé predstavuji alternativni zdroj piirodnich karotenoidu.
Proto extrakce karotenoidli extrahovanych z produkujicich mikroorganismii miize vytesit
problémy s vyvazenim nabidky a poptavky po téchto produktech [23].

Karotenoidy se d€li do dvou kategorii, a to na primarni a sekundarni. Primarni
karotenoidy jsou slozkou fotosyntetického aparatu (strukturniho i1 funk¢niho), jsou tedy
nezbytné pro pteziti. Karotenogenezi jsou produkovany sekundarni karotenoidy pouze
v ptipadé¢ specifickych podminek prostiedi (vysoké svétlo, osmoticky Sok), kterym je
bunika vystavena. Primarni karotenoidy jsou spojeny s membrdanami, sekundarni
karotenoidy jsou umistény v lipidovych vezikulach ve stromatu plastidu nebo cytosolu.
Karotenoidy, které jsou syntetizovany v chloroplastech, mohou byt exportovany do

cytoplazmy a poté se mohou nachazet kdekoliv umisténé po buiice [24].

2.1.4.5 Struktura a vlastnosti karotenoidu

Spojenim dvou molekul Cyo geranylgeranyldifosfatu jsou syntetizovany karotenoidy,
metabolickd draha syntézy karotenoidli u rodu Rhodotorula je znazornéna niZe (viz
Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). Mezi hlavni karotenoidy jsou fazeny lykopen, -
karoten, lutein a zeaxanthin, nize jsou uvedeny struktury zdkladnich karotenoidi (Obr. €.
2Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). Veskeré karotenoidy maji polyizoprenoidni
strukturu, dlouhy konjugovany fetézec dvojné vazby a témér bilateralni symetrii kolem
centralni dvojné vazby. Karotenoidy miizou byt rozdé€leny, jako provitamin A a
slouc¢eniny neprovitaminu A. Dal$im hlediskem, kterym jsou karotenoidy d€leny, je dle
jejich funkénich skupin:

a) xantofyly obsahujici kyslik, jako funkéni skupinu
b) karoteny sloZené jen z mateiského uhlovodikového fetézce
Karotenoidy jsou hydrofobni molekuly, které maji velmi nizkou rozpustnost ve vodé.

Polarni funkéni skupiny, které jsou pfipojené k polyenovému fetézci, mohou meénit
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polaritu  karotenoidii. To muze ovlivnit lokalizaci karotenoidli v biologickych

membrandch a jejich interakce s riznymi molekulami [25].

Karotenoidy jsou pfitomné v rostlinach, houbach, bakteriich a fasach, dale jsou také
piitomné v mnoha potravinach (ovoce, zeliny, ryby). Obecné byla prokazana tada

biologickych uc€inkl karotenoida [25].
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Obr. ¢. 2 Strukrura vybranych karotenoidd [26]

Y

* Torulen B-karoten
Torularhodin
Obr.¢. 3 Metabolicka draha syntézy karotenoidti u rodu Rhodotorula [27]

2.1.5 Chlorofyly

Chlorofyly jsou lipofilni pigmenty, které jsou zodpovédné za zelené zbarveni u
fotosyntetickych organisma (rostliny, moiské ftasy, mikrotfasy). Jsou tedy nejvice

zastoupenymi pigmenty na zemi. Primarni funkci chlorofyla je fotosyntéza, ale maji 1
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dalsi fadu jinych funkci, kterymi jsou Sirokéd Skala biologickych aktivit, véetné anti
mutagenniho u€inku, anti genotoxickych vlastnosti.

Maji také silnou antioxidacni schopnost spojenou s vychytavanim volnych radikala,
tim je zabranéno oxidaci lipidt. NaSe kazdodenni strava obsahuje chlorofyly, a to nejen
ze zeleniny, ovoce a ryb, ale také z povolenych zelenych potravinaiskych barviv, které
jsou pouzivana pii zpracovani potravin [28].

Nazev chlorofyl je bran jako obecny nazev, ktery ale seskupuje vice nez 100 riznych
sktruktur chlorofylu. Maji rizné strukturni pteskupeni, chemické chovani, polaritu a
mnoho dal$ich. Chlorofyly, které jsou pfitomné v potravinach, jsou vystavovany riznym
chemickym, biochemickym upravam v dasledku ptirozeného zréani, starnuti, zpracovani
a skladovani, diky tomu je slozitost ve struktufe zvySovana. Potraviny, které maji
povolen¢ ptidavky zelenych potravinaiskych barviv, mohou obsahovat nové struktury

chlorofylu [28].

Obecna struktura chlorofyl se skladd zporfyrinového kruhu snavdzanym
chelatovym Mg?* kationtem umisténého ve stiedu molekuly (viz Obr. ¢. 4). V konkrétnim
makrocyklickém ligandu je pouZzity kov v zavislosti na ucelu, pro ktery biologicky proces
byl ligand vytvoten. Hoicik byl evolu¢né vybran pro molekulu chlorofylu, aby sbiral
svétlo, kde neredoxni hot¢ik je napomocen v procesu absorbce svétla. Existuji. Predev§im
¢tyti druhy chlorofylu, chlorofyl a, chlorofyl b, chlorofyl c a chlorofyl d. Barva chlorofylu
je zelend, dand diky jeho absorbanci v Cervené a modré oblasti (viditelné Casti)
elektromagnetického spektra. Barva kvéti a plodi je nazloutld, a to diky obsahu
karotenoidd, jinych barviv a absenci chlorofylu. Komplexy chlorofylu A a karotenoidt

jsou znamé tim, ze chrani fotosynteticky systém pied silnym svétlem [29].
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Obr. ¢. 4 Struktura Chlorofylu [30]

2.1.5.1 Biosyntéza chlorofylu

Biosyntéza chlorofylu se odehrava uvnitt chloroplastii eukaryotickych bunék a
v cytoplazmé prokaryotickych buné€k. Chlorofyly a tetrapyrrolové slouCeniny jsou
syntetizovany souhrnnou biosyntetickou cestou, jeden z prvnich meziprodukti této drahy
je kyselina d-aminolevulova (ALA) [31]. Kondenzace molekuly glutamatu s tRNA dava
vzniku glutamyl-tRNA plisobenim enzymu glutamyl-tRNA syntdzy. Glutamyl-tRNA
reduktdza pfeménuje nové vytvorenou molekulu na glutamat-1-semialdehyd. Poté
nasleduje transaminace, kdy vznikd kyselina 5-aminolevulova, kterd je nezbytnym
prekurzorem pro syntézu porfyrini. ALA dehydrataza (ALAD) kondenzuje dvé molekuly
ALA a vznika pyrrol, porfobilinogen (PBG) a ¢tyii molekuly PBG jsou polymerizovany
PBG deamindzou za vzniku linearniho tetrapyrrolu, 1-hydroxymethylbilanu (HMB).
Uroporfyrinogen III syntdza pfeménuje HMB na uroporfyrinogen III (URO), jedna se o
prvni uzavieny makrocyklus v draze. Poté je URO pfeménén na koproporfyrinogen I11
(COPRO) v dekarboxylacnich reakcich katalyzovanych dekarboxylazou
uroporfyrinogenu III. Nasledné jsou dvé propionatové skupiny COPRO dekarboxylovany
a vznika protoporfyrinogen IX pomoci koproporhyrinogen III oxidazy. Protoporfyrin IX
vzniké oxidacéni reakci extrahujici Sest elektronti z protoporfyrinogenu IX katalyzovanou
protoporfyrinogen IX oxiddzou. Mg-chelatdza je dale potiebnéd ke katalyze zaclenéni
Mg?* za vzniku Mg-protoporfyrinu IX. Nasledné je produkovan divinyl protochlorofylid

cykliza¢ni reakci. Poté nasleduje redukcni reakce produkujici clorofylid.
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Postranni fetézce kyseliny propionové jsou esterifikovany fytyl difosfatem, za vzniku
molekuly chlorofylu. Esterifikace je katalyzovana chlorofylsyntazou [32]. Cesta
biosyntézy chlorofylu az do urcitych bodil je sdilena mezi riznymi tetrapyrroly
(chlorofyl, hem, sirohem, fytochrombilin), na které ma builka v riznych casovych
intervalech rizné pozadavky. Kombinace s fototoxickymi vlastnostmi tetrapyrrolt, které
pokud nejsou spravné chranény, mohou vést k tvorbé¢ ROS. Musi byt pfisné fizena

regulace biosyntetické drahy chlorofylu. Schéma biosyntézy chlorofylu je zndzornéno

(viz Obr. & 5) [32].
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Biosyntéza chlorofylu [33]
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2.1.5.2 Fotosyntéza

Fotosyntéza je dvoustupiiovy proces, ktery propojuje transdukci svételné energie na
energii chemickou s c¢istym hromadénim organickych metabolith priméarné
prostiednictvim biochemického zachycovani atmosférického CO,. Tuto svételnou energii
(slune¢ni) zachycuji fototrofni organismy a pfeménuji ji na chemickou. Asimilace CO; je
zé4visla na produktech svételnych reakcei, pfimo na redukéni sile ve formé NADPH a
vazebné energii, kterd je ve form& ATP. Pokud je asimilace CO, omezena praveé
dostupnosti CO> nebo kapacitou, tak svételné reakce mohou byt modulovany
zpétnovazebnou reakci. Béhem evoluce se podafilo vyvinout nékolik typl fotosyntézy,
které maji spole¢ny prvek a tim je zachycovani slunecniho svétla. Rozdil je ve zdroji
redukéniho Cinidla. Dftive fotosyntetické mikroorganismy vyuZivaly s nejveétsi
pravdépodobnosti vodik, sulfan, nebo jiné obdobné slouCeniny. Pozd¢ji se
mikroorganismy ptizpusobily prostfedi vody, vodu vyuzivaly jako redukéni €inidlo a byla
vytvorena kyslikova fotosyntéza. Sinice jsou prvotnimi mikroorganismy, které vyuzivaly
kyslikovou fotosyntézu. Poté ze sinic byl pfenesen tento biochemicky proces na rostliny

a fasy. Biochemicky proces kyslikové fotosyntézy je rozdélen do dvou ¢asti [34][35][36]:
a) Svételna faze — pfeména energie, syntéza NADPH a ATP
b) Temna faze — v¢lenéni CO,, syntéza glukozy

2.1.5.2.1 Svételna faze fotosyntézy

Fotosyntetické mikroorganismy absorbuji slunecni zafeni v pasmu viditelného svétla
(rozsah 400 — 700 nm) v prvotni svételné fazi fotosyntézy. U sinic je proces fotosyntézy
soustfedén ve specializované oblasti vnitiniho prostoru buiiky, ktery je nazvan cytosol. U
eukaryot je svétlo absorbovano v chloroplastech, ty jsou vybaveny potfebnymi slozkami
pro fotosyntézu. Chloroplasty obsahuji specializované organely a ty maji vnitini
membranovy systém, ktery je nazyvan tylakoidy a na povrchu tylakoidni membrany jsou
dva fotosystémy (PS I a PS II) [35][36].

Molekuly chlorofylu a anténni pigmenty tvofi fotochemické reakéni centra, kterd
jsou centrem fotosystému. Hraji dileZitou roli ve fotosystému, anténni pigmenty jsou
nosiCemi energie a zahrnuji karotenoidy, chlorofyly a dal$i. Anténni pigmenty
Fotosystému II absorbuji svételné zateni, to je zaCatek fotosyntézy. Nejdiive je elektron
excitovan a nasledné je prenesen do reak¢niho centra fotosystému II, to obsahuje

chlorofylovy pigment.
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Nésledné pomoci modifikace molekuly chlorofylu se elektron pfevadi na molekulu
feofytinu. Feofytin dale ptenaSi elektron k plastochinonu a nasledné je v systému
transportu elektronti ptenesen do fotosystému I a zapliuje chybégjici elektrony v tomto
systému [35][36].

Pomoci feroproteinového systému jsou excitované elektrony z fotosystému I
pfeménény na NADP-reduktdzu. NADP+ je redukovdno na NADPH pomoci komplexu
reduktdza-cytochrom b6F. Pfi transportu elektronti vznika gradient elektrochemického
potencialu. Ten se vyuzivd kvytvofeni gradientu vodikovych protona
v mezimembranovém prostoru chloroplastu. Tento protonovy gradient je vyuZzit nasledné
kanalem transmembranového proteinového komplexu ATP syntazy a je vyuzity pro
syntézu ATP. Fotolyticky rozklad vody je nazyvam Hillova reakce a diky tomuto déji
jsou dopliovany elektrony, které jsou poskytované PS II. Kone¢né protony vodiku jsou
vyuzity k tvorb¢ protonového gradientu a kyslik je uvoliiovan jako odpad. Po shrnuti tedy
kone¢nymi produkty této faze jsou molekuly ATP a redukovany kofaktor NADPH, ty
jsou dale vyuzity v temnostni fazi [35][36].
2.1.5.2.2 Calvinav cyklus

Temnostni faze neboli cyklus Calvina Bensona, v tomto cyklu jsou ATP a NADPH
vyuzivany k fixaci oxidu uhli¢ittho a jeho nasledné redukeci, ktera da vzniku
uhlovodikové kostie. Finalnim produktem drahy je molekula glukézy, ke které vede fada
reakci. Enzym ribul6za-1,5-bigosfatarboxylaza/oxygendza (enzym Rubisco), ktery je
Calvintiv cyklus je d€len do tii fazi, které jsou karboxylace, redukce a regenerace. Prvotni
fazi je karboxylace molekuly ribuldza-1,5-bifosfat enzymem Rubisco za vzniku 6-
uhlikatého prekurzoru, ktery je ihned Stépen na dvé 3-fosfoglyceratové jednotky. Poté je
3-fosfoglycerat fosforylovan pomoci ATP na 1,3-bifosfoglycerat. Redukéni faze je
ukoncena redukci 1,3-bifosfoglyceratu na glycerat-3-fosfat. V regeneracni fazi se
uhlikové jednotky spoji, a je vytvofena ribuldza-5-fosfat. Ribuloza-5-fosfat je
fosforylovan pomoci ATP a vstupuje do dalsiho cyklu. K tomu, aby byla vyrobena jedna
molekula 3-fosfoglyceratu jsou potieba 3 otacky cyklu. Plsobenim drahy
glukoneogeneze je 3-fosfoglycerat pfeménén na glukézu. Celkem v Calvinové cyklu
probiha 13 reakci, kterych se ti¢astni 11 enzymu. Regenerace enzymu Rubisco a ribul6za-

1,5-bifostatu jsou specifickymi pouze pro tento cyklus [35][36].
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2.1.6 Steroly

Steroly jsou esencialni lipidy, které obsahuje vétSina eukaryotickych bunék. Zajistuji
dilezité strukturdlni a signalizacni funkce (Dupont, a dalsi, 2012). Mezi funkce steroli
fadime kontrolu fluidity a permeability membrany a v nékterych rostlindch maji steroly
specifickou funkci pfi proliferaci bun€k, transdukci signdlu a jako modulatory aktivity
enzymi vazanych na membranu. Mikrobidlni steroly jsou fazeny do skupiny bioaktivnich
molekul, které jsou odvozeny od steranové struktury s obsahem minimalné jedné
hydroxylové skupiny. Mezi tuhle obsihlou skupinu molekul se fadi kvasinkovy
ergosterol (viz Obr. €. 6), mikrotfasovy clionasterol, fuconasterol a steroidni hormony
(testosteron, aldosteron a dalsi). Prvnim popsanym a izolovanym byl ergosterol, ten byl

izolovan z namelovych sklerocii, které rostly na zitu [7][37][38][39].

Obr. ¢. 6 Ergosterol [40]

2.1.6.1 Biosyntéza sterolu

[zoprenoidni draha je zakladem pro biosyntézu sterolli, protoze biosyntéza je na ni
postavena a je tedy pro vSechny organismy vétSinou ustalend. U eukaryotickych bun¢k
probihd syntéza na rozhrani cytoplazmy a endoplazmatického retikula a
v semiautonomnich organelach, kterymi jsou chloroplasty a mitochondrie. Vstupni
molekula je aktivovana forma isoprenu. Zacatek biosyntézy spociva v postupné
kondenzaci dvou IPP jednotek a jedné jednotky DMAPP, kdy vznikd Cis tetézec
farnesylpyrofosfatu.
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Nasleduje spojeni dvou molekul farnesylpyrofosfatu enzymem skvalensyntazou a
vzniké Cjg fetézec skvalenu. V biosyntéze sterolil je syntéza prekurzoru skvalenu velmi
dalezita, protoze vytvorend molekula skvalenu miize byt pouZzita pouze pro nasledné
farnesyl-PP, geranyl-PP, tak ty mohou byt pouzity pro syntézu karotenoidii a dalSich
latek. Molekula skvalenu se poté ve dvou fazich cyklizuje a vznika lanosterol. Lanosterol

je preménén na prihodny mikrobialni sterol [37][41].

2.1.7 Ubichinon

Ubichinon, také znamy jako koenzym Q (CoQ), je redox aktivni, lipofilni molekula
piitomnd ve vSech eukaryotech a dost pravdépodobné se vyskytuje v kazdé bunce.
Obsahuje redoxné aktivni benzochinonovou hlavni skupinu a ta je konjugovéna
s polyisoprenoidnim postrannim fetézcem druhové specifické délky, ktery omezuje
molekulu ubichinonu na struktury, které jsou bohaté na lipidy [42]. U bakterii a eukaryot

funguje ubichinon jako nosi€ elektronil v aerobnim dychacim fetézci [43].

2.1.7.1 Funkce a vyuziti ubichinonu

Ubichinon je lipid, ktery podléha oxidoredukénim cyklim. Jeho funkce je napf.
v respiraénim fetézci, kde transportuje elektrony a jeho kli€ova role je v generovani
energie. Ubichinon je roz$ifeny redoxné aktivni lipid [44].V elektronovém transportnim
fetézci jsou elektrony shromazdéné pii reoxidaci kofaktorat FADH, a NADH+H*
piesunuty vnitinim membranovym prostorem, kde je vyuzit rizny elektronovy potencial.
Ubichinon spadd do zminéného transportniho fetézce. Funkci pfenaSeCe vyuZzivajici
rozdilny elektronovy potencial mé ubichinon umoznén, diky jeho struktufe, kterd se
sklada ze dvou c¢asti — chinonové jadro a polyprenovy iétézec. Chinonové jadro je
obsazeno v prvni ¢asti a umoznuje ubichinonu ptijimat elektrony a nasledné se v procesu
redukovat. Polyprenovy fetézec je ¢asti druhou. Vnitini ¢ast biomembrany je nepolarni
tudiz polyprenovy fetézec zajiStuje vysSi nepolarni povahu ubichinonu a ten mize
existovat ve vnitini ¢asti biomembrany. Ubichinon chrani lipidové membrany pied
peroxidaci a oxidativni destrukci diky jeho vysoce antioxidaCnim vlastnostem

[44][45][46][47].
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Ubichinon je nejvice spojovan s kosmetickym a farmaceutickym primyslem, kde se
vyuZziva hlavné pro jeho schopnost zpomalit starnuti pokozky. Diky pfirozenému starnuti
ktize a organismu hladina ubichinonu v bunkéch ubyva, jeho nedostatek vSak uvoliuje
vetsi mnozstvi volnych radikald, a tim je zplisobena mutace mitrochondrialni DNA a je
narusena tvorba energie v bunice. Tento proces milize vést az k rakovinnému bujeni.
Koenzym Q je nepostradatelny pro udrzeni fyziologické srdec¢ni Cinnosti, kde 1 maly
pokles jeho koncentrace mé negativni diisledky na srde¢ni Cinnost. Studie potvrdily
pfedpoklad prospésnosti dlouhodobého uZivani ubichinonu, ktery napomahd celkovému
zlepSeni stavu organismu a také snizend rizika kardiovaskularnich, zéanétlivych a

nadorovych onemocnéni [44][45][46][47].

2.1.7.2 Biosyntéza ubichinonu

Zaklad biosyntézy ubichinonu je v kombinaci dvou metabolickych drah, a to
shikimat-chorismatové a izoprenoidni drahy. Draha shikimat-chorismatova, ktera je
v cytoplazmé bunky, ma zajistit syntézu chinonového jadra, coz je prekurzor kyseliny p-
hydroxybenzoové. Vstupnimi molekulami této drdhy jsou erythrosa 4-fosfat a
fosfoenolpyruvat, naslednou spole¢nou kondenzaci a cyklizaci vzniké Sikimat, ktery se
kondenzuje sjinou molekulou fosfoenolpyruvatu a pifeméni se na chorismat a
z chorismatu vzniké kyselina p-hydroxybenzoova, po odstépeni pyruvatu od molekuly.
Polyprenylpyrofosfat je vytvoten izoprenoidni drdhou, ten se kondenzuje s kyselinou p-
hydroxybenzoovou a vznikd o-polyprenylhydroxybenzen. Ubichinon poté vznikéd z o-
polyprenylhydroxybenzenu, ktery prochdzi fadou oxidacnich reakci, biosyntéza

znazornéna (viz Obr. €. 7) [7][44][45][46].
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Obr. ¢. 7 Schéma syntézy ubichinonu [7][44]

2.2 Mikroorganismy

2.2.1 Kbvasinky

v

Kvasinky jsou jednobunééné mikroorganismy spadajici do tiSe hub. Kvasinky jsou
heterotrofni mikroorganismy. VétSina kvasinek spada do tfidy vieckovytrusnych hub, ale
nekteré 1 do tfidy stopkovytrusnych, a proto spolecné netvoii taxonomickou skupinu.
Kvasinky jsou ptitomné po celé planeté, odhaduje se, ze doposud bylo popsano asi 1500

druhti kvasinek. Odhadem se jedna asi o 1 % vesSkeré populace kvasinek na Zemi.
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Velikost a tvar bunék u kvasinek je velmi varibilni a zavisly na urcitych faktorech,
kterymi mohou byt: zpusob vegetativniho mnozeni, prostfedi, nutricni podminky
prostiedi, ve kterém ziji a také na druhu kvasinky. Obecné¢ je uvadéna velikost u kvasinek
vrozmezi 3-4 um. Kvasinky netvoii zadné pravé micelidlni bunky, tvoii pouze
pseudomycelium, pokud Ziji v koloniciich. Déle také mohou zit 1 jednotliveé. Tvar buiiky
muze byt od elipsoidniho ptes vej¢ity az kulovity. U jednotlivych rodit mohou byt 1 jiné
tvary bunék, naptiklad u rodu Schizosaccharomyces je tvar vélcovity nebo u rodu

Trigonopsis je trojuhelnikovity [48][49][50][51].

2.2.1.1 Struktura a tvar kvasinkové bunky

Buiikka kvasinek je slozena zbunécné stény, cytoplazmatické membrany a
cytoplazmy. Jadro se nachazi v cytoplazmé a je oddéleno dvojitou membréanou. V buiice
se nachdzi jest¢ dalsi organely, které jsou typické pro eukaryotick¢é bunky
(endoplazmatické retikulum, Golgiho komplex, mitochondrie, plastidy, vakuoly a také
ribozomy) [48][49][50][51].

Bunécna sténa ma v prvni fad¢ chranit bunku pfed vnéjSimi vlivy, kterymi mohou
byt osmoticky nebo mechanicky Sok a odd¢lit ji od okoli. Ale také musi zabezpecit a
zprosttedkovat transport Zivin do vnitinich ¢asti bunky. Je diky ni umoZnénd komunikace
mezi jednotlivymi bunikami v kolonii. Buné¢né sténa u kvasinek je silnd a odolna, ktera
je tvofena chitinovou vrstvou a na ni je usazend vrstva -glukanti. Bunécna sténa je
tvofena monosacharidovymi jednotkami, které jsou spojeny v fetézec, ten je spojen
1,3glykosidickymi vazbami a vétven pomoci sacharidii, které jsou vazany 1,6-
glykosidickymi vazbami. Konecnou vrstvu tvoii fosfaty a proteiny [48][49][50][51].

Cytoplazmaticka membrana je tvotena piedevsim z fosfolipidi a bilkovin. Struktura
je nejlépe popsdna jako lipidova dvojvrstva (fosfolipidovd), v ni jsou rozpusténé a
ukotvené proteiny, steroly, antioxidanty, signalni molekuly a dalSi dilezité casti.
Protoplast buiiky je uzavien cytoplazmatickou membranou. DalS§im pozitivem u
cytoplazmatické membrany je jeji semipermeabilita, kterd tvoti rozhrani mezi prostfedim
a bunkou. Malym plyniim a molekuldm je umoznén samostatny prtichod pies membranu,
ale vétsi molekuly uz neprojdou, ty musi prochazet do bunky transportnimi kanaly, které

se nachéazeji na obou stranach [48][49][50][51].
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Vsechny bunécné organely, enzymy a dalsi zdsobni latky se nachazeji v cytoplazmé.
ER je hladkeé a drsné. V oblasti drsného ER dochazi k syntéze a modifikaci proteint, které
je zpiisobeno systémem membran ER. Hladné ER, respektivé na jeho povrchu probiha
mnoho dalSich transformaci a modifikaci lipidii, polysacharidd, syntézy karotenoida a
dalSich enzymatickych reakci. Jako bunécné elektrarny jsou oznacovany mitochondrie.
Enzymy dychaciho fetézce a enzymy oxidativni fosforylace se nachazeji
v mitochondriich. Mitochondrie jsou semiautonomni organely, jsou to tedy organely
s vlastni genetickou informaci, samotné maji schopnost replikovat, ptepisovat a prekladat

nukleové kyseliny [48][49][50][51][52].

Kvasinkové bunka obsahuje zpravidla jednu velkou kulatou vakuolu. Vakuola slouzi
jako skladisté vSech potiebnych latek a enzymt. V pocatecni fazi puceni je v buiice veétsi
mnozstvi malych vakuol, ty vSak jak buiika starne, se postupné zvétSuji a pocet se snizuje.
Molekuly, které maji kratSi poloCas rozpadu, jsou hydrolyzovadny pomoci vakuoly.
Golgiho aparat je dalezity v posttranslacnich modifikacich proteinii, nasledny transport

na ucend mista a syntézu polysacharidi [44][48][50][S1][52].

Jadro kvasinkové buiiky je od cytoplazmy oddéleno jadernou membréanou s pory. Je
tedy nositelem genetické informace. Na jaderné membrané se diferencuje polarni télisko,
jadro a polarni télisko tvofi mikrotubuly, a jsou diky tomuto spojeni zajistény potiebné

procesy pii déleni bunck [44][48][50][51][52].

2.2.1.2 Rozmnozovani kvasinek

Kvasinky se mohou rozmnozovat vegetativné (nepohlavné) a pohlavné€, oba druhy
rozmnozovani se u veétSiny zastupci kvasinek pravidelné stfidaji. Nepohlavni
rozmnozovani kvasinek probihd vétSinou pucenim. Béhem puceni je na mateiské burice
vytvofen pupen, ktery se postupné zvétSuje, kdyz je dostatecnd velikost, dochazi
k oddéleni od matetské buniky. Pohlavni rozmnozovani je jiné v tom, Ze jsou vytvoreny
dva typy spor: askospory a bazidiospory. Diky témto druhim spor vzniklo d€leni
kvasinek na Basidiomycota a Askomycota. Nepohlavni rozmnozovani uptednostiuji
karotenogenni kvasinky. V ptipadé€ optimdlnich podminek dvé buiiky splynou v jednu a

posléze se spoji jejich jadra, dochazi ke karyogamii u bazidiomycet [48][49][50][52].

29



2.2.1.3 Nepohlavni (vegetativni) rozmnoZovani

U vétSiny zastupcii kvasinek je preferované vegetativni rozmnozovani pucenim. Na
povrchu matefské bunky je vytvofena mala dcefina buika, kterd je spojend kanilem
s matefskou buiikkou. Na zacatku puceni hraji roly membrany ER, ty se spoji a poté
rozdéli. Tento d¢j se opakuje, aby bylo vytvofené dostatené mnozstvi membran.
Mitochondrie méni sviij tvar na dlouhé a protahlé. Po dokonCeni procesu, nésleduje
proces mitotického déleni jadra. Nasledn€ poté migrace jadra spolu s pfipravenymi
organelami (mitochondrie, vakuoly, a dal$i) k nové vznikajicimu pupenu. Do prostoru
nove¢ vzniklého pupenu migruji jadro s organelami spolu s dalSimi slozkami
v cytoplazmé. Kanal, ktery byl vytvofeny mezi dcefinou a matefskou buiikou, se poté
uzavie. ER zvySuje svou metabolickou aktivitu a vznika nova bunécna sténa. Spojuji se
malé vakuoly v jednu a tim je proces puceni ukoncen. Na povrchu matefské bunky je

viditelna charakteristicka jizva [48][49][50][52].

2.2.1.4 Ristova kiivka mikroorganismii

Rist bunééné kultury v ¢ase po zaoCkovani do kultivaéniho média popisuje ristova
kiivka. Kultura po zao¢kovani do média prochazi fadou f4zi béhem svého ristu v médiu
a adaptace. Riistovou kiivka mtZe byt rozdélena do 4 zakladnich fazi: Klidova faze (Lag
faze), Exponencidlni faze (logaritmickd faze), Stacinonarni faze, Faze odumirani.
V klidové fazi nastdva adaptace na nové prostiedi, pocet bun¢k se nezvysSuje. Dochazi
k odumirani bun€k, které se neptizplisobily na nové prosttedi. ZvySuje se objem a
hmotnost buiky, také roste citlivost buiiky na fyzikalni a chemické vlivy. MnoZstvi
enzymdu se zvySuje a syntetizuji se slozky nutné pro déleni. Délka této faze se odviji od
fyziologického stavu bun€k mikroorganismi, také na slozeni média a velikosti. Pred
exponencialni fazi bunky prochédzi zrychlenym ristem, kdy se buiky intenzivné déli a
produkuji velké mnoZstvi primarnich metabolitii, rychlost rstu je nejvétsi a generacni
doba nejkrats$i, populace exponencidlné roste. Faze trva az do vyCerpani Zivin,
s postupnym vycerpanim Zivin v médiu klesd rychlost bunéfného dé€leni, coz je
oznacovano jako faze pomalého rtistu. Jako dalsi fazi je staciondrni faze, nedochazi ke
zvySovani poctu buné€k, protoze nastava stav rovnovahy, kdy rychlost buné¢né proliferace

je v rovnovaze s rychlosti bunééné smrti.
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Dochazi k akumulaci sekundarnich metabolita v disledku vy€erpani zivného média,
jedna se o reakci na stres zpusobeny omezenim Zivin, kyslikem, svétlem a dal§imi faktory.
Poslednim krokem je faze odumirani, kdy nedostatek Zivin zastavi bunécné déleni a

kultura pomalu odumira [48][49][50][52].

2.2.2 Karotenogenni kvasinky

Nazev karotenogenni kvasinky je odvozen od toho, zZe skupina téchto kvasinek ma
spolecny urcity znak, tim je obsah enzymatického aparatu schopného produkovat
karotenoidni pigmenty. Tyto druhy jsou charakteristicky zabarvené od svétle zluté barvy
az po cervenou, produkci karotenoidli a akumulaci karotenoidnich pigmentl v buiice.
Jsou oznaCovany také jako ,.Cervené kvasinky“. Tyto kvasinky produkuji hlavné tyto
druhy karotenoidi: -karoten, torulen, tolurarhodin a lykopen. Dle typu kvasinek,
zivného média a podminek prostiedi (svételné spektrum, intenzita a pfitomnost oxidanti1)
je slozeni karotenoidil v jednotlivych butikdch rozdilné a lisi se. Karotenogenni kvasinky
spadaji do tiidy Basidiomycota, do této ttidy spadaji kvasinkové rody: Cystofilobasidium,
Rhodotorula a Sporobolomyces. VSechny tyto rody se vyznacuji nadprodukei
karotenoidt. Pokud maji tyto rody idedlni podminky, produkuji také vysoké mnoZzstvi
lipid. Navic tyto lipidy se skladaji z mastnych kyselin, které se vyznacuji vysokym
obsahem polynenasycenych a mononenasycenych mastnych kyselin, které nalézaji Siroké
spektrum vyuziti v potravinaiském, farmaceutickém a zemédélském primyslu
[48][49][50][52].
2.2.2.1.1 Rod Cystofilobasidium

Rozmnozovani kvasinek tohoto rodu probiha jak vegetativné, tak pohlavné.
Vegetativni rozmnoZovani probiha prostiednictvim puceni haploidnich nebo diploidnich
bunék. Jsou tvoteny kolonie, které jsou charakteristické oranzovym, lososovym nebo
skoficovym zabarvenim a maji leskly povrch. Tvar bun€k vypada jako protahly oval.
Neékteré  druhy kvasinek jsou schopné tvofit pseudohyfy. Kvasinky rodu
Cystofilobasidium jsou schopné fermentovat monosacharidy. Pohlavni rozmnozovani je
umoznéno diky tvorbé holobazidii. Uvnitf téchto holobazidii dochazi ke karyogamii a
vznikaji spory. Rod spada pod celed Rhodotorulaceae a je tedy ptibuzny rodu
Rhodotorula. Odlisnost mezi nimi je tvorba jednobunétnych bazidii kulatého az

protahlého tvaru.
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Jako hlavni karotenoidni pigment je povazovan torulen, a to diky tomu, Ze za
stresovych podminek vznikaji jeho oxidované analogy. Mezi nejzndméjsi zastupce
tadime: Cystofilobasidium bisporidii, Cystofilobasidium macerans, Cystofilobasidium

capitatum a Cystofilobasidium infimominiatum [51][53][54][55].

2.2.2.1.2 Rod Rhodotorula

Buiiky rodu Rhodotorula maji tvar elipsoidni az ovalny a velikost je okolo 5 pum.
Kvasinky spadajici do tohoto rodu maji velmi dobfe vyvinuty pentdézovy cyklus, ale
neumé¢ji fermentovat cukry. Jedna se o mezofilni mikroorganismy, které mizeme najit
uplné vsude at’ uz ve vzduchu, ptdé a ve fylosféfe kolem planety. Rod Rhodotorula je
nejméné naroény na kultivaci a zdroje Zivin v médiu, pfedeviim na obsah dusiku. Casto
jsou kvasinky tohoto rodu izolovany v ptidach s niz§im obsahem dusiku. B€hem
stacionarni faze Rhodotorula akumuluje lipidy a smés karotenoidt.. Kolonie jsou
zabarveny krémové razove, Cervené az do zluté barvy, a to pomoci vysSiho obsahu
karotenoidnich pigmentli. RozmnoZovat se mohou puéenim, produkuji pseudomycelium

a také se mohou rozmnozovat pohlavné diky tvorbé telospor. Zastupci tohoto rodu jsou

Rhodotorula kratochvilovae (viz 0), Rhodotorula mucilaginosa (viz Obr. €. 9)

[51][561[571[581[591[60][61].

Obr. ¢. 8 Natér kmene Rhodotorula kratochvilovae na agaru
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Obr. ¢. 9 Natér kmene Rhodotorula mucilaginosa na agaru

2.2.2.1.3 Rod Rhodosporidium

Kolonie bun¢k Rhodosporidium jsou zabarveny do ¢ervena az oranzova, diky vyssi
koncentraci karotenoidt. Bunky maji vejéity tvar. Rozmnozovani probihd pucenim a
mohou tvofit pseudomycela. Pohlavni rozmnozovani je u tohoto rodu také a miize byt
homotalické 1 heterotalické. Mezi nejzndméjsi kmen je fazen Rhodosporidium toruloides,
ktery byl izolovan z dfevni kase jehlicnand. Dalsi zastupci tohoto rodu se podatilo
izolovat ze vzduchu, odpadnich vod a pudy. Tento rod mize zpracovavat rizné zdroje
uhliku. Hexo6zy, pentdézy a oligosacharidy, alkoholy a organické kyseliny. Rod
Rhodosporidium je fazen mezi piisné anaeroby, neni schopen zkvasit cukry ani zpracovat
laktézu. V bunkéch je pozorovana zvysena produkce koenzymt Q9 a Q10. Zastupci
tohoto rodu jsou naptiklad Rhodosporidium toruloides (viz Obr. €. 10) a Rhodosporidium

babjevae [51][62][63][64].
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Obr. ¢. 10 Rhodosporidium toruloides zasobni kultura v submerzni kultivaci v YPD médiu

2.2.2.1.4 Rod Sporidiobolus

U tohoto rodu maji buiiky tvar ovalny, elipsoidni az valcovity a kolonie jsou hladké
a ploché a jsou zabarvené do odstinu rizovo-Cervené barvy. Zabarveni je zptisobeno tim,
ze rod Sporidibolus vykazuje vyss§i produkci (-karotenu, torulenu a torularhodinu pfi
biosyntéze karotenoidl. Tento rod tvoii teliospory. U n€kterych druhti je pozorovana
schopnost tvofit pravé mycelium. U tohoto rodu nejsou zéastupci schopni fermentovat
cukry. Mezi né¢ muzeme zatadit Sporidiobolus pararoseus (viz Obr. ¢. 11) nebo

Sporidiobolus salmonicolor [51][65][66][67][68].
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Obr. ¢. 11 Natér kmene Sporidiobolus pararoseus na agaru

2.2.3 Sinice

Sinice sehraly velmi diilezitou roli ve vyvoji rané Zemé a biosféry. Jejich dulezita
role byla v okysli¢eni atmosféry a oceanti [69]. Sinice také oznacovany jako modrozelené
fasy, jsou starobylou skupinou prokaryotickych mikroorganismt. Jsou prvnimi
fotosynteticky aktivnimi mikroorganismy, které vyuZivaji vodu jako zdroj elektronti a
nasledné produkuji kyslik jako odpadni produkt. Sinice jsou prokaryotické kyslikové
fototrofy. Existuji v riznych morfologiich véetné jednobunécnych a vlaknitych forem.
Sinice vyrazné ovlivnily globélni ekosystém, protoZe jejich fotosynteticka aktivita
poskytla velkou ¢€ast kysliku nezbytného pro proliferaci aerobnich forem Zivota. Sinice
jsou bézné také jejich symbiotickym vztahem s rostlinami, houbami (liSejniky) a
eukaryotickymi fasami. Staré organismy endosymbiozou pohltily sinici, coZ vedlo ke
vzniku chloroplastu fas. VSechny sinice provadéji kyslikovou fotosyntézu, ale nékteré
druhy sinic mohou pfejit na typickou bakteridlni anoxygenni fotosyntézu, kdy jako donor
elektronil slouzi sulfid. Fermentaci sinice provadéji v anoxickych podminkéch a za tmy
[70][71].

Sinice se nachazeji v jednobunéénych kulovitych bunkach, vldknitych bunikédch nebo
koloniich, které maji riizné tvary a velikosti. Jsou zavislé na jednotlivych typech sinic.
Rozmnozovani je primarné dano nepohlavnim délenim buné¢k nebo fragmentaci. U
vléknitych sinic béhem jejich vyvoje byly vytvofeny unikatni struktury: heterocysty a
akinety. Primarni funkci heterocyst je fixace dusiku. Proto jsou heterocysty mimo jiné

prospésné pro rust sinic, které rostou v podminkach chudych na dusik.
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Uvniti heterocysty je dusik fixovan pomoci enzymu na amonné ionty, ty jsou dale
transformovany na organické formy dusiku. Diky tomuto procesu se dostane builkam
dostatecné mnoZzstvi zpracovatelného dusiku, aby mohly piekonat stresové stavy a
pokracovat v potfebné biosyntéze. Akinety jsou obvykle vétsi nez vegetativni buiiky a
maji velké mnozstvi ulozenych zivin. Akinety jsou ochrannou formou bunék, které si
sinice vytvorily za neptiznivych podminek a mohou ptezivat v Zivotu schopnému stavu i
nekolik desitek let. Akinety snesou vysychani i chlad, ale jsou citlivé na teplo
[70][71][72].

Sinice produkuji také fadu sekundarnich metabolitii (bioaktivni slouceniny), kterymi
jsou naptiklad alkaloidy, oligopeptidy, souhrnné jsou oznacovany jako cyanotoxiny.
Cyanotoxiny jsou toxické pro Zivotni prostiedi i pro ¢lovéka. Rada téchto sloudenin byla
izolovéana a diky své biologické aktivité se jevi slibné jako 1é¢iva pro 1é€bu rakoviny a
dalSich onemocnéni. Sinice jsou povazovany za alternativni zdroj energie, mohou byt
vyuzity v Cistirnach odpadnich vod, pro degradaci ropy, pro hnojeni v zeméd¢lstvi a jako
potrava pro lidi a zvitata [71].

Jak jiz bylo zminéno, sinice jsou schopné kyslikové fotosyntézy, jejich hlavnim
fotosyntetickym pigmentem je chlorofyl-a. Chlorofyl-a mohou doprovazet karotenoidy,

xantofyly a fykobilizomy, ty pfevazné€ obsahuji fykoerythrin a fykocyanin [71].

2.2.3.1 Struktura bunék sinic a jejich vyskyt

Sinice se fadi mezi prokaryota, ale ve srovnani s jinymi prokaryoty vykazuji sinice
vysoky rozdil v morfologickych znacich. Sinice se fadi mezi gramnegativni bakterie.
Bunééna sténa, kterda ma za tkol tvofit horni ochrannou vrstvu buiiky, je slozena
z lipopolysacharidl a ty jsou na povrchu potaZzeny vrstvou z fosfolipidii. Bunééna sténa
muze byt pfeménéna a zabudovana do ochrannych schranek, pokud je builka vystavena
nepiiznivym podminkdm, tento jev je velmi Casty a ochranou schrankou muze byt
napiiklad glykokalyx. Dalsi ¢asti je cytoplazmatickd membrana, kterd se nachazi pod
bunécnou sténou a sklada se z fosfolipidl, které jsou doplnéné o steroly, regulacni a
signdlni proteiny nebo jejich komplexy. Steroly maji zajistit transport a fluiditu

[12][70][71].
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Cytoplazma u sinic ma bakteridlni typ ribozomu a kruhovou molekulu DNA. V
cytoplazmé u prokaryot nejsou obsazeny zadné organely a membranova téliska, ale
obsahuje primitivni membranové struktury oznacovany jako tylakoidy. Jejich funkce u
sinic je, ze slouzi jako centrum fotosyntetického aparatu. Je vidét nazorny rozdil oproti
bakteriim rodu Chlorobium, které vyuzivaji jako centrum fotosyntetického aparatu
bakteriochlorofyl. Thylakoidy sinic jsou vybaveny chlorofylem A, ktery je hlavnim
fotosyntetickym pigmentem. Povrch thylakoidi je vybaveny fykobilizomy, které¢ jsou na
povrchu ukotveny. Fykobilizomy jsou tvofené fykobiliproteiny, mezi které spadaji
fykoerytrin, fykocyanin a alofykocyanin a slouZi jako slozka sbéru svétla. Jadro u sinic
je tvofeno z allofykocyaninu. Zjadra vystupuji tyCinky, které jsou naskladané
z fykocyaninovych nebo fykoerytrinovych ¢asti. Pro sinice je charakteristicky znak tzv.
chromaticka adaptace. Chromatickou adaptaci se rozumi zmeéna v zastoupeni
jednotlivych fotosyntetickych pigmentl u sinic. Je to evoluc¢ni mechanismus a umoziuje
optimalni vyuziti Cerveného a zeleného ¢asti spektra slune¢ného zateni pro fotosyntézu,
protoze se méni slozeni fykobiliproteint [12][70][71].

Nekteré sinice jsou schopné fixovat vzdu$ny dusik a vyznamné tak ovliviiuji kolobeh
dusiku v ptirod€. Uvnitt heterocystii se pomoci enzymu nitrogenazy ze vzdusného dusiku
vytvaii za spotfeby ATP amonné slouCeniny. Protoze anaerobni prostiedi je rozhodujici
faktor pfi urCovani aktivity dusikatych latek, v disledku toho reakce probihd ve
specifickych buiikdch bez fotosyntetické funkce, které jsou nazyvany heterocysty.
Vegetativni zelené bunky jsou také schopny fixovat vzdusny dusik, ale pouze v temné

¢asti dne, protoze je funkce silné€ fotosyntetického aparatu potlacena [12][65][71].

Sinice se nachazi v moiskych i sladkovodnich vodach po celé planete, tam se volné
pohybuji ve vodé, ale i na dnu se pohybuji. V padnim prostiedi hraji sinice také dilezitou
roli, jsou nenahraditelnym faktorem, ktery ovlivituje ob¢h zivin v ekosystému. Jako jedny
z mala mikroorganismti zvladaji nehostinné podminky, kterymi jsou horké prameny,
prostiedi sopecného prachu a mnoha dalSich. Sinice jsou, zname tim, ze produkuji znacné
mnozstvi biologicky aktivnich latek, ty je mozné vyuzit jako 1éCiva, biologické pesticidy

a dal$i primyslové vyznamné latky.
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Sinice jsou déleny do Ctyt pododdili [12][65][71].
a) Chroococcales
b) Pleurocapsales

¢) Oscillatoriales

d) Nostocales

2.2.4 Zemédélska a prumyslova aplikace sinic

Sinice Ize vyuzit v zeméd¢lstvi, soucasné postupy hospodareni s piidou (anorganicka
hnojiva a chemikélie na ochranu rostlin) sice zlepSily mnozstvi produkce potravin, ale
dlouhodobé vyuzivani téchto syntetickych metod vzbuzuje obavy (zivotni prostiedi,
produktivita piidy atd.). Sinice patii mezi vysoce uzitecné mikroorganismy, které maji
nekolik pouziti v zemé&dé€lstvi. Sinice jsou také vyuzivany pro zlepSeni produktivity
kvality piady. V 50. letech 20. stoleti byla aplikovana suSena biomasa sinic do pady tzv.
»algalizace®. Tento proces pomohl zménit tirodnost pudy a zvySena byla produkce plodin
o 15 az 20 %. Velkou vyhodou je i pfirozenost této metody a neni potieba vyuziti
dodate¢nych ekonomickych vstupti. Dusik je kli¢ovou Zivinou potiebnou pro rust rostlin
a je hlavnim pozadavkem pro zeméd¢lské systémy v nizinach. Sinice jsou dilezitou
soucasti povrchovych krust riznych plid, protoze maji schopnost fixovat atmosféricky
dusik (Ny), jako zdroj dusiku [73].

Sinice jsou dulezitym biologickym zdrojem sekundarnich metabolitii obsahujicich
peptidy a dipeptidy. Sinice jsou mikroorganismy, o kterych panuje predpoklad, Ze jsou
idealnim podkladem pro vyvoj riiznych produkt primyslového potencidlu. Sinice jsou
producenti dilezitych a novych metabolitli, ty maji biotechnologicky, farmaceuticky a
prumyslovy potencial. Sekundarni metabolity ziskané extrakci ze sinic jsou toxické nebo
netoxické a siderofory, fytohormony, aminokyseliny podobné mykosporinu a
scytonemin, jsou fazeny mezi netoxické sekundarni metabolity. Jsou schopné produkovat
protiplisiiové, antibiotické a protirakovinné latky [73].

Sinice jsou vyuZitelné 1 v bioenergii, jsou idealni platformou pro vyvoj riznych paliv
a produktt. Biopaliva z mikrotas, sinic a motskych fas jsou povazovana za surovinu tfeti
generace. V této linii jsou sinice uvaddény jako dominantni, protoze dokéazi produkovat
slusSnou miru biopaliva a vykazuji jednoduché naklady na slunec¢ni svétlo, CO», vodu a

minimum zivin.
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Vyuziti sinic pfi vyrobé biopaliv zacalo teprve nedavno a vyvoj v genetickém
inZenyrstvi také znéasobil produkci progresivnich paliv, jako je etanol, vyssi alkoholy,
paliva na bazi terpenti, mastné kyseliny a alkeny a vodik v podstatném métitku. U sinic
je slunecni svétlo zachycovano pomoci thylakoidnich pigmenti a nasledné je pteménéno
na chlorofyly sjadrem fotosyst¢ému I a II zndmych jako produkéni motory pro
biologickou hmotu v sinicich. Sinice jsou také Siroce uznavany pro svou slibnou povahu
pii pfeméné sloucenin C na cenné zdroje energie, vyuzivaji se vétSinou k vyrobé etanolu
a H». Sinice ve srovnani s mikrofasami akumuluji mensi mnozstvi lipidd, pozdé&ji se vSak
ukazalo, Ze sinice maji vysokou rychlost ristu béhem exponencialni faze svého ristového
cyklu. Vodik je povazovan za idedlni nosi¢ energie pro budouci generace, protoze
spalovanim je vyhfevny a neprodukuje Zadny CO.. U sinic je molekularni vodik
katalyzovan enzymem hydrogenazou, ktera je podporovéna elektrony z redukovaného

ferredoxinu [73].

Mezi sekundarni metabolity sinic jsou fazeny exopolysacharidy, jedna se o slizovité
latky polysacharidové povahy. Tyto polysacharidy jsou né€kdy také ptitomny jako obal,
pouzdro a sliz. Studie na polysacharidech sinic odhalila dominanci hex6z (glukoza,
galaktdza a manoza), pentéz (riboza, xyloza a arabindza), deoxyhexo6z (fruktdza a
ramno6za) a kyselych hexo6z (kyselina glukuronova a galakturonova). Pfitomnost
hydrofobnich skupin byla také popsana a esterové vazané acetylové skupiny byly také
pfitomny s peptidy a deoxycukry. DalSimi sekunddrnimi metabolity sinic jsou pigmenty.
Sinice nabizeji Sirokou Skalu barevnych pigmenti diky vysoce fluorescenénim a
kovalentné¢ vazanym fykobiliproteintim. Jsou to ve vodé rozpustné proteiny spojené
dohromady peptidy a pomahaji usmérnovat pienos energie pro fotosyntetické drahy.
Fykocyanin (modry), allofykocyanin (modrd Sedd) a fykoerytrin (Cerveny) jsou
fykobiliproteiny, které maji absorpcni spektra kolem 620 nm, 650 nm a 565 nm. Tyto
proteiny jsou odvozeny z hemu a enzymatickou reakci se redukuji na biliverdin. Jedna se
o nejCastéji detekované pigmenty a jsou Siroce pouzivany v potravinarském,

farmaceutickém a kosmetickém prtimyslu [73].
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2.2.4.1.1 Rod Arthrospira

Arthrospira je znama tim, ze uptednostiuje alkalické vody, kde je vysoky podil
koncentrace uhli¢itanu a hydrogenuhli¢itanu. Jedna se o vlaknité sinice, kdy tvoti dlouhé
vléknité buiiky, které jsou stoCeny do tvaru levé Sroubovice. Vldkna jsou vzdy po jedné,
netvofi shluky a rozmnozuji se nepohlavné (binarni déleni). Zajimavosti je, ze v médiich
s riznymi podminkami, mohou byt pozorovatelnd rovna vladkna nebo tésné svinuti.

Velikost bunék mtize byt v rozmezi 2 az 12 um [74][75][76].

Arthrospira se vyznacuje svym velkym obsahem bilkovin, vcetné esencidlnich
aminokyselin, dale polynenasycenych mastnych kyselin (kyselina vy-linolenova),
fotosyntetické pigmenty vcetné antioxidac¢ni aktivity, vitaminy a mineraly. Tudiz ziskana
biomasa z rodu Arthrospira je pouzivana i jako potravinovy dopln€k stravy pod nazvem
wpirulina®. VEtsinova ¢ast biomasy se produkuje v jezirkach, kde se péstuje. Nejnovejsi
vyzkumy odhalily mozné vyuziti biomasy a jeji slibné vysledky pii 1é¢bé nékterych typi
rakovin, alergii, hepatitidy a cévnich onemocnéni. Arthrospira (viz Obr. ¢. 12) je
vyuzitelna 1 v technickém odvétvi (biosyntéza nanocastic stiibra) i jako krmivo pro

zvitata [74][75][76].

Obr. ¢. 12 Arthrospira maxima CCALA 030
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2.2.4.1.2 Rod Synechococcus

Synechococcus jsou sinice rozSitené v motskych vodach. Jejich velikost je v rozmezi
0,8 — 1,5 um. Bunky se vyznacuji pravé svym cylindrickym az vejitym tvarem.
Rozmnozovani je pomoci piicného déleni. Upiednostituji mélké vody s dobrym
osvétlenim, kde dosahuji vysokych rychlosti ristu a jejich vyskyt je tam tedy hojnéjsi.
Tento rod je tfazen jako jeden znezbytnych v tropickych a subtropickych oceanech,
protoze tam tvoii dilezitou ¢ast autotrofniho planktonu. Uvnif jejich bun€k se nachézi
fosfatové inkluze, glykogen anebo také granule PHA, také maji strukturovanou buné¢nou
sténu a jsou gramnegativni. Buniky rodu Synechococcus jsou pohyblive, 1 kdyz nemaji
bic¢iky, hybou se klouzavym pohybem [77][78][79].

Synechococcus (viz Obr. €. 13) obsahuje karboxyzom, coz je bakteridlni
vnitrobunéénd struktura a za kol ma fixaci uhliku a jsou schopné v sobé
zakoncentrovavat enzym Rubisco. Tento enzym umoznuje fixaci uhliku, je zodpovédny
za schopnost bun¢k vazat CO,. Pokud je inhibovana asimilace CO; v Calvinové cyklu,
coz muze byt zpisobenou vysokou koncentraci kysliku, pak dochazi k déji, ktery je
energeticky narocny a nazyva se fotorespirace. Ribulosa 1,5-bifosfat je oxidovan, namisto
z4douci karboxylace, pti fotorespiraci a je spotiebovana energie, ktera byla ziskana ve
svételné fazi fotosyntézy. Tato oxidacni reakce tedy snizuje celkovou ucinnost
fotosyntézy. Karboxyzomy jsou uzitecné, protoze jsou schopné tento negativni efekt
potlacit, diky tomu, Ze obsahuji urCitou koncentraci oxidu uhli¢itého, ktery postupné

difunduje dovnit¥, a to v podobé iontt HCO* [77][78][79].

Obr. ¢. 13 Synechoccocus nidulans CCALA 188
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2.3 Kokultivace

V biotechnologii  heterotrofnich a fotoautotrofnich mikroorganismt, jejich
kokultivace je jako jedna z moZznosti feSeni velkych vyzev pravé v oblasti produkce
biopaliv, karotenoidli atd. Jako idedlni produkéni kmeny byly studovany rtizné druhy
olejnatych mikrobii, protoze jsou schopny akumulovat vice nez 20 lipida v suSin€ bunék.
Vyuzivaji se dvé skupiny mikroorganismi, heterotrofni, kde zastupci jsou kvasinky,
bakterie a fototrofnich, kde jsou fazeny sinice a fasy. Maji riznou produk¢éni schopnost.
Laboratorni experimenty pfinesly zajimavé a slibné vysledky 1 maloobjemové
experimenty. BohuZel komerc¢ni velkoobjemova vyroba uz je tézce dosazitelnd. Kazda
skupina mikroorganismt mé své pro 1 proti [80][81][82][83][84].

Heterotrofni organismy jsou znamé tim, ze rostou velice rychle a také v produkci
znacné¢ho mnozstvi biomasy. Tahle biomasa muze byt pouzita jako celek, nebo miize byt
extrahovana a diky extrakci tak dojde k ziskani pozadované skupiné biomolekul (lipidy,
karotenoidy a polysacharidy). Tyto organismy maji tendence pomérné rychle
sedimentovat v pozdéjSich fazich rlstu, ale sedimentace je moZzné vyuZit pfi skliznich.
Tento pfistup mé nevyhodu v podobé vysokych nédkladi na vstupy, kterymi je zdroj
uhliku (glukoza, glycerol), soli a zdroj dusiku. Dale je nutné neustalé provzdusnovani
v celém objemu kultiva¢ni nadoby, protoze mnozstvi vzniklé biomasy je zavislé na ristu
téchto mikroorganismii a ty jsou pfimo Umérné rozpusténému kysliku v médiu.
Kultiva¢ni nddoba také musi mit vhodné€ orientované vstupni trysky a intenzivni michani.
Vsechny tyto vstupy ovliviiuji ndklady celého biotechnologického procesu. Jde o ndhradu
umélych zdroji uhliku a dusiku pomoci odpadnich materidlii z potravinaiského a
zeméde€lského pramyslu, tyto materidly snizuji pocateCni nédklady. Ale vétSina
mikroorganismi lépe rostou na umélych zdrojich nez na zdrojich pouzitych z odpadnich
materialt [48][49][50][51].

Autotrofni mikroorganismy v biotechnologickém vyuziti se vyznacuji relativné
nizkymi vstupnimi naklady, oproti heterotrofnim mikroorganismim. Kultiva¢ni médium
je slozeno pouze ze soli a jako zdroj uhliku je vyuzivan atmosféricky vzduch nebo
odpadni oxid uhli¢ity. Autotrofni mikroorganismy také maji urcitd negativa, fadi se mezi
n¢ prodlouzend doba rlstu v porovnani s heterotrofy, také vysokd nachylnost ke
kontaminaci, nizkd produkce biomasy a je nutnost stdlého pfisunu svétla, tedy stalé

osvétleni.
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Pti sklizeni velkého objemu kultur je dalSi komplikace v tom, Ze kultura ma nizkou
hustotu. Také je potfeba procesu extrakce a €isténi, coz piida na nakladech. Shrnuti téchto
informaci a nynéjSi stalé nizké cen¢ ropnych paliv, neni vyroba biopaliv pomoci
mikroorganismli ekonomicky vyhodnd a proveditelnd ve srovnatelném métitku

[80][81][82][83][84][85].

2.3.1 Moznosti kokultivace

U monokulturni kultivace mtze byt jeden kultivaéni mikroorganismus vystresovan
pouze nedostatkem Zivin, solného stresu a tepelného stresu. Tim, Ze je mikroorganismus
vystaven fyzikdlnim a chemickym stresovym podminkdm, iniciuje to vyssi produkci
z4doucich produkta, kterymi jsou lipidy, polysacharidy a karotenoidy. Jsou tady jista
omezeni, pfedevSim sniZeny rast biomasy a neni tedy néjak zvySend produktivita. A
piekonat tyhle problémy nabizi spole¢né péstovani riznych mikroorganismti. Poslednim
typem stresu, ktery nebyl jesté zminén, je prave stres biologicky. Existuje rozsahla sbirka
jednotlivych typ mikroorganismti v podobé axenickych kultur a védci se uz tadu let
zabyvaji jejich izolaci, ¢iSténim a identifikaci. A nasledna snaha byla vedena a zaloZena
na identifikaci produkovanych metabolitd, vybéru vhodného média a kultiva¢nich
podminek, aby bylo dosazeno nejvyssi mozné produktivity. Mnoho mikroorganismi bylo
vybrano a preneseno do pramyslu a vyuzivaji se dodnes. Az byl vyCerpan maximalni
ptirodni potencial, byla zvySend produktivita umoZnéna pomoci genetické modifikace
téchto mikroorganismii nebo vhodnymi nahrazkami. Pro mnoho heterotrofnich

organismu je prave tento postup vhodny a a¢inny [80][81][82][83][84].

2.3.2 Biologicky stres

Od pocatku kdy se mikroorganismy vyvijely, vzajemné soutézily i se ovliviiovaly.
Coz pomoci evoluce vedlo k nékolika zdkladnim a zdsadnim pfistupim. Blize se
zaméiime na jednotlivé cesty. Predace znamen4, Ze u mikroorganismi specializujicich se
na predaci se vyvinuly rizné zbran¢ (antibiotika) a vyhody. Timto ziskavaji vyhody
oproti ostatnim konzumentim stejnych zdroji. Dal$im smérem, kterym se mohou
mikroorganismy specializovat je adaptace na jiny zdroj uhliku, dusiku a podobné.
Symbiodza neboli spoluprace znamena, ze dva nebo vice riznych druhti mikroorganismt

vytvoii odolnéjsi symbiotické uspotradani, které vyuziva vyhod piivodnich organismii.
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Eukaryotické tasy jsou typickym piikladem symbidzy. Sdruzeni riznych
mikroorganismil zijicich oddélené, ale vzajemné se podporujicich je dalsim piikladem
symbiodzy [80][81][82][83][84].

Biologickym stresem se rozumi, Ze je pfitomen cizi organismus, ktery na urcité
urovni ovliviluje ndmi kultivovany kmen. Biologicky stres miiZze byt negativni a pozitivni.
Negativnim efektem se rozumi predace neboli kontaminace kultury. Cizi kmen pferoste
nami studovany kmen. Pozitivni efekt je symbioza. Pro ujasnéni kokultivace je tedy
kombinovana kultivace dvou nebo vice mikroorganismt v jednom kultivaénim mediu,

aby bylo docileno symbiotického rtistu. Typy kokultivace:
a) Autotrof — autotrof
b) Heterotrof — heterotrof
c¢) Autotrof — Heterotrof

Probihé-li kultivace dvou podobnych typii mikroorganismi, je mozné zvysit
produkci pozadovanych metabolith celym systémem, zvysit jejich rozmanitost, rozloZeni
a zajistit, aby vlozené zdroje byly maximalné¢ vyuzity. Také se mize stat, Ze
mikroorganismy sdileji zdroj Zivin, poté mize dochazet ke zbyte¢né konkurenci. Tim je
snizena produkce biomasy a nedojde k Zddnému vyraznému zlepSeni. Déle existuje
moznost vyuziti kombinovanych zdroji zivin, ptikladem mohou byt odpadni substraty,
jeden mikroorganismus spotfebuje pouze cast zivin a nekonkuruje poté druhému
mikroorganismu. Nalezeni vhodnych podminek neni vZdy uplné jednoduché, zalezi také,
jaci jsou vybrani zastupci ze stejného druhu ptiklad kvasinky — kvasinky. U tohoto
piipadu je velmi slozité najit kompromis, protoze jejich enzymaticka vybava je velmi
podobna tedy preferuji i velmi obdobny zdroj zivin [80][81][82][83][84].

Ur¢ité vyhody by mohla poskytnout spolecna kultivace dvou fototrofnich organismt.
Sinice a tfasy produkuji soucasn¢ karotenoidy, lipidy a chlorofyly, ale nastava problém
v okamziku, kdy ob¢ kultury soutéZzi o zdroj uhliku, kterym je oxid uhli¢ity. Oxid uhli¢ity
1ze snadno vyftesit tim, Ze se zvysi jeho koncentrace. Sinice a fasy produkuji 1 specifické
produkty pro sviij druh, jako ptikladem jsou fykobiliproteiny ze sinic. Ne vSechny kmeny
sinic a fas by vSak mohly spolecné¢ byt kultivovany, a to kvili riznym pozadavkim

ohledné sloZeni média, intenzité svétla, pH média a mnoha dal§im faktorim.
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Dale se miize stat, Ze jeden mikroorganismus vyprodukuje molekuly, které by byly

toxické pro druhy mikroorganismus a inhibovaly by jeho rtst [80][81][82][83][84].

2.3.3 Kokultivace autotrofni organismus — heterotrofni organismus

Tento typ kultivace, kdy jsou smichany autotrofni a heterotrofni mikroorganismus,
navrhuje téméf idealni kombinace pro kultivaci. Jednotlivé mikroorganismy nabizi
Sirokou Skalu produkovanych a extrahovanych latek, a navic navzajem nesoutézi o zdroj
uhliku. Jde o vyménu plynt zjednoduseng. Heterotrofni mikroorganismus (karotenogenni
kvasinky) spotfebovava zdroj organického uhliku a rozpusSténého kysliku pomoci
aerobniho metabolismu a do média nasledné¢ vyrdbi oxid uhli¢ity. Autotrofni
mikroorganismus (sinice) zpracovavaji oxid uhli¢ity, vyhodou je, ze je tam vétsi
koncentrace oxidu uhli¢itého a sinice tedy roste rychleji. Autotrofni mikroorganismus
uvoliuje kyslik a ten indukuje rychlejsi riist heterotrofniho partnera [80][81][82][83][84].

Vyse popsany idealni stav je jen téZce dosazitelny, je tfeba feSit mnoho prekazek a
také hledat ptipadné kompromisy. Pti kultivaci je vhodné se zaméfit na slozeni média,
zvazit rizné rozdily ve slozeni média, pH optimum pro péstované kmeny, také je dilezita
jejich vzajemnd slucitelnost a mnoho dalSich faktorii. Kazdy druh mikroorganismu si
klade své naroky na podminky kultivaéniho procesu, jako jsou naptiklad zdroj uhliku
nebo kysliku. Je tedy velmi zdlouhavé a naro¢né pfijit na optimalni podminky pro sloZeni
médii a vybér vhodnych parti kment [80][81][82][83][84].

Tento proces na druhou stranu ma své vyhody. Diky kultivaci praveé dvou rozdilnych
mikroorganismii, mohou byt nalezeny vyhody v porozuméni symbiotickych vztaha
mikroorganismil, také mohou byt nalezeny rizné inovace v procesech. U tohoto druhu
kultivace se kombinuji vyhody kvasinek a sinic. Pravé diky porozuméni a nalezeni
vhodnych podminek a inovaci je mozné zjednoduSit a také zefektivnit oba typy
kultivaénich procesli mikroorganismii. V literatufe je mozné se docist o riiznych druzich
kokultivace, nejcastéji se setkavame s kokultivaci oleogennich kvasinek nebo bakterii
s mikrofasami v akvakultufe, chemické vyrob¢ a nakladani s odpady. Tato kokultivace je
zaméiena na karotenogenni kvasinky a sinice, kdy je Zadouci tcelova indukce produkce
lipidi, karotenoidli, polysacharidi nebo dalSich jinych cennych sloucenin

[80][81][82][83][84].
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2.4 Odpadni substraty

Ro¢né je celosvétove spotfebovano enormni mnozstvi potravin, okolo 1,3 miliardy
tun. Ty jsou vyrobeny za spotieby velkého mnozstvi energie a zivin. Proto vyuZiti
potravinového odpadu jako suroviny v biotechnologickych procesech poskytuje
inovativni zpusob, jak ziskat Cast energie a zivin, které jsou vynalozeny na vyrobu
potravin. Pomoci chemickych a biologickych metod, dochazi k hydrolyze potravinového
odpadu na volny aminodusik, glukozu, fosfat a dalsi jednoduché zdroje zivin. Takto
vzniklé produkty nachazeji uplatnéni jako Ziviny, které mohou vyuzit mikroorganismy,
jejichz metabolicka vSestrannost umozituje vyrobu Siroké Skaly produktii. V tomto ohledu
jsou mikrofasy velmi zajimavé, protoze chemikélie, materialy a energii lze ziskat prave

z biomasy mikrofas, a to po chemickych nebo biologickych modifikacich [86].

2.4.1 Syrovatka

V mlékarenském primyslu vznika obrovské mnozstvi odpadu, ten je mozné rozdélit
na kapalny a pevny odpad. Odpadni produkty, které jsou vypoustény na konci procesu,
mohou mit rizny charakter a rizné vlastnosti v zavislosti na typu produktu, ktery byl
vyroben, také v zavislosti na klimatu, provoznich podminkéach a cisticich postupech.
Vedlejsi produkt, ktery je nazvan syrovatka vznikd pti zpracovani mléka a mlénych
vyrobki a z téchto procesti je 80 az 90 % z celkového objemu mléka vyhozeno v podobé
syrovatky [86][87][88]. Syrovatku Ize charakterizovat jako mlécné sérum bez tuki a

kaseinu, ve kterém jsou dale homogenné rozpustény laktdza kratsi peptidové fetézce.

Mnozstvi vyrobené syrovatky je rovno mnozstvi vyrobenému mléku, coz je problém.
Syrovatka je toxicka pro Zivotni prostiedi, proto neni mozZna jeji jednoducha likvidace.
Syrovatka miize zpisobit znacné Skody na zivotnim prostfedi, a to diky tomu, Ze
syrovatka ma enormni biochemickou spotiebu kysliku a zaroven vysokou chemickou
spotfebu kysliku. Syrovatka obsahuje vysokou koncentraci laktozy, a pravé laktoza je
hlavni sloZkou zptsobujici tento problém. TudiZ rozliti syrovatky do Zivotniho prostiedi
ma prakticky okamzity disledek v tom, Ze je okamzité spotiebovan veskery kyslik a

organismy pritomné v tomto prostifedi umiraji [87][88][89][90].
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Syrovatka obsahuje Siroké mnozstvi zdrojit makrozivin a mikrozivin. Diky metodam
srazeni mlécné bilkoviny mineralnimi kyselinami, po vysrazeni vznika tzv. kyseld
syrovatka. Takto vznikld syrovatka ma niz8§i pH, niz$i obsah sacharidi a vysSi obsah
mineralnich latek. Pro vyrobu tvarohu je tento proces charakteristicky. Také mtiZze vznikat
1 tzv. sladka syrovatka, ktera vznikd enzymatickym vysraZzenim mléka napiiklad
s chymozinem. Napfiklad je tento postup uplatnén pii vyrobé syru Cheddar [87][88][90].

Existuji tfi moznosti zpracovani odpadni syrovatky. Prvni je zalozena na tom, Ze je
pozadovano maximalni vyuziti jednotlivych slozek syrovatky. Tyto jednotlivé slozky
mohou byt izolovdny pomoci riznych filtra¢nich technik, nebo fyzikalné-chemickych
procesil, kterymi mohou byt naptiklad sraZeni nebo flokulace. Druhou moZnosti je
biologické odbourani zivin ze syrovatky jako zdroje zivin pro rostliny. Takto odbourané
ziviny mohou slouzit jako rastové faktory, protoze maji vysoky obsah dusiku, mineralt a
organickych sloucenin. Na druhou stranu jsou zde i negativa v podob¢ vysokého obsahu
soli v syrovatce, které vznikaji béhem tohoto procesu. Vétsina zemédelsky vyuzivanych
rostlin vysoky obsah soli nesnese. Takto vznikld syrovatka tedy musi projit procesem
srazeni vapnikem. Tieti moznosti je biotechnologické zpracovani syrovatky pomoci
mikroorganismil. M1é¢na syrovatka, kterd obsahuje laktozu jako zdroj uhliku. Nékolik
zdroji uvadi, Ze laktoza mize byt zdrojem uhliku pro biosyntézu karotenoidl kvasinkami

[87][88][89][90].
2.5 Metody pro analyzu bunék mikroorganismi a biomasy

2.5.1 Gravimetricka stanoveni a mikroskopické pozorovani
mikroorganismu

Pii zjiSténi informaci o velikosti a anatomii bunék slouzi mikroskopické a
cytologické techniky. Mohou nam dat tzv. morfologicky popis jednotlivych bunéénych
kultur. Mize se nahlidnout na rozdily mezi jednotlivymi druhy mikroorganismi, také
rozdily mezi jednotlivymi zastupci téhoz druhu, reakce na stresové prostredi. Lze vyuzit
také izotopl, pomoci kterych je mozné sledovat drahy jednotlivych molekul a atomu
bunikou a také mozné mutace bun¢k. Déle je mozné studovat mezibunééna komunikace,
vnitrobunééna komunikace, propojeni metabolickych drah a mnoho dalSich jevi, které
jsou dulezité pro efektivni vyuziti mikroorganismu v laboratorni 1 pramyslové

biotechnologii [91][92].
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2.5.1.1 Opticka a fluorescenéni mikroskopie

Opticka mikroskopie poskytuje informace o tvaru, velikosti a morfologii buné¢k,
mnozeni bunck, lokalizaci specifickych organel v buiice a dalSich parametrech. Pfi
pouziti konfokalnich a optickych mikroskopi je mozZné zjistit pomérné omezené mnoZzstvi
informaci. Diky kontrastnim pigmentiim, tak mohou byt pozorovany jednotlivé organely,
metabolické drahy. Tisicinasobné zvétSeni umoziuje pozorovat vakuoly a velké bunécéné
organely. Molekuly, které jsou schopné fluorescence, je mozné pozorovat fluorescencni
mikroskopii. Po pfidani fluorescen¢nich pigmenta je mozné pozorovat a studovat latky a
organely, které nejsou schopné fluorescence, to z diivodu, aby bylo mozné vizudlné

lokalizovat vétSinu metabolitii a organel v buiice [91][92].

2.5.1.2 Stanoveni bunécné biomasy

V mikrobiologickych a biotechnologickych experimentech je nesmirné dulezité
stanoveni poctu bun¢k nebo jejich koncentrace v médiu. Je vyuzivano mnoho pfimych i
nepfimych metod pro stanoveni mnozstvi biomasy. Tyto metody jsou zalozené na
vypoctu nebo stanoveni absolutni hmotnosti. Mezi tradi€ni metody se fadi mikroskopické
pocitani nebo pocitani pomoci Biirkerovy pocitaci komulrky. Nyni jsou vyuZivanéjsi na
pocitani prutokova cytometrie a automaticka pocitadla bunck, je to efektivnéjsi a
zaznamenava se také vice parametrd. Jako nepifima metoda se da uvést turbidimetrie,

kterou lze stanovit pocet bunck [91][92].

Gravimetrické stanoveni biomasy je dalSi tradicni metodou stanoveni biomasy.
Vzorek s kulturou se odsttedi nebo zfiltruje, poté je nékolikrat promyt a susen do
konstatni hmotnosti. Druhou moZznosti a rychlejsi a také efektivnéjsi je lyofilizace, také

je mnohem Setrné&j$i, zejména s ohledem na termolabilni latky.

2.5.2 Extrakce

Extrakce je provadéna za Ucelem izolace analytu od matrice nebo latek, které
zpusobuji rusivé ucinky pii stanoveni. Extrakce je separacni metoda, ktera je specificka
vtom, Ze vyuzivd selektivni ptfenos konkrétni slozky mezi dvéma nemisitelnymi
kapalinami nebo mezi kapalnou a pevnou fazi. Spociva v pfenosu jedné (nebo vice)
rozpusténé latky, obsazenych ve vstupnim roztoku, do jiné nemisitelné kapaliny

(rozpoustédla), nebo se prenaseji z pevné faze do roztoku.
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Jsou zde uplatiiovany vzdjemné interakce mezi molekulami rozpoustédla a mezi
molekulami analytu. Také musi byt vhodné zvolené rozpoustédlo, které zavisi na typu
interakci, které se na systém vztahuji. Pokud je vyuzita kapalinova extrakce, musi byt
splnéna zékladni podminka, a to ustanoveni rovnovahy mezi analytem a rozpoustédlem.
V takovém piipad€ jsou stanovované metabolity pfevazné nepolarni povahy a jejich
vyskyt je v cytoplazmatické membrané a dalSich bunécnych organelach. Jak uz bylo
zminéno, karotenogenni kvasinky maji obzvlast’ silnou buné¢nou sténu, je tedy nutné bud’
pied extrakci, nebo béhem extrakce narusSit bunécnou sténu, aby byl obsah cytosolu
piistupny pro rozpoustédlo. Rasy a sinice maji tenéi bunéénou sténu, nasledna extrakce
je tak jednodussi a uc¢innéjsi. K rozruseni bunécné stény je mozné pouzit mechanicke,

chemické a enzymatické metody [93][94].

2.5.3 Transesterifikace

Pod pojmem transesterifikace se rozumi proces, kdy jsou karboxylové kyseliny
(mastné kyseliny) esterifikovany alkoholy, kdy je pfitomen vhodny kysely katalyzator.
Pokud je potieba analyzovat profil lipidi a mastnych kyselin produkovanych
mikroorganismy je tato metoda v biotechnologii vyuZivana. Pomoci transesterifikace
vznikaji estery karboxylovych kyselin, které maji niz$i bod varu ve srovnani
s karboxylovymi kyselinami. Toho je pak vyuzito, pfi stanoveni plynovou
chromatografii. Jistou nevyhodou této reakce je jeji reverzibilita. Reakce tedy probiha tak
dlouho, dokud se neustavi rovnovaha mezi produkty a vychozimi materialy reakce. Byva
pouzit velky ptebytek alkoholu za G¢elem zvySeni ucinnosti a vytéZku transesterifikace,

rovnovaha se pak posouva smeérem k esterovym produktim [95].

2.5.4 Chromatografie

Chromatografické metody jsou fazeny mezi separacni metody, které jsou hojné
vyuzivany v analytické chemii. Analyty vzorku mohou byt separovany na zakladé rizné
rozpustnosti, adsorpce nebo distribucniho koeficientu mezi dvéma fyzikalné a chemicky
nemisitelnymi fazemi. Faze jsou nazyvany jako staciondrni (pevnd, nepohybliva) a
mobilni (pohyblivd). Separani proces je tvofen diky opakovanym vytvafenim
rovnovaznych stavil analytl na zakladé fyzikalné-chemickych interakci mezi analytem a
mobilni fazi, analytem a stacionarni fazi a v neposlednim ptipad¢ také mobilni a

stacionarni fazi.
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Pro nazorny piiklad separacnich mechanismii pouzivanych pti chromatografickych
separacich se muzou uvést nasledujici: rozpousténi, srdzeni, chemisorpce, adsorpce,
sitovy efekt, tvorba komplexi, iontova vyména atd. Chromatografickd separace ma urcité
vyhody a je vyznacovana tim, ze vyuziva nékolik separacnich mechanismi najednou. U
chromatografie je dualezity celkovy cas, ktery je dany analyt zadrzovéan
v chromatografické kolong, ten je dan vyslednou afinitou pro dvé faze jednotliveé. Latky,
které maji vyssi atnitu jsou déle zadrZovany v koloné nez latky s niZ§i afinitou. Na tomto
principu jsou oddéleny jednotlivé slozky a méné zadrzované latky se dostavaji jako prvni

z kolony pry¢ [95][96][97].

2.5.5 HPLC-PDA

Z technik kolonové chromatografie byla posléze vyvinuta vysokoucinna kapalinova
chromatografie. Kolonova chromatografie me¢la kolonu s primérnou délkou asi 50 cm a
prumérem 2-3 cm a ta byla napln€na ¢asticemi sorbentu o relativné velkém priméru. Na
horni Cast kolony byl nanesen vzorek a pak byla nalita mobilni faze. Pfes mobilni fazi
byly postupné eluovany jednotlivé slozky smési. Jenomze separace byla zdlouhava a
neefektivni z divodu, ze eluce byla pohanéna pouze gravitaci. Kapalinova
chromatografie nasledné tento nedostatek vyfeSila systtmem cerpadel, ktera pohani
mobilni fazi na koloné konstantnim regulovanym pritokem. Céstice stacionarni faze
prosly vyraznou redukci, kdy byl zvySen aktivni povrch stacionarni faze a tim byla
zvySena ucinnost separace. Tim, ze se velikost Castic staciondrni faze zmenSovala,
umérné se zvysoval 1 odpor stacionarni faze vii¢i toku mobilni faze. Na tento popud byly
vyvinuty nové sestavy s Cerpadly, ktera byla schopna pracovat za extrémné vysokych
tlakti. Diky kapalinové chromatografii, kterd pracovala za nizkych tlaki, byla vyvinuta

dnes velmi vyuzivana vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) [95][96][97].

HPLC je v dnes$ni dobé vSudypiitomnd technika pro separaci komplexnich smési
analytd. Mobilni faze je Cerpana pod vysokym tlakem pomoci Cerpadel do kolony.
V koloné pak dochazi k samotné separaci. Pro analyzu lipidovych metabolitli, kterymi
jsou zminované karotenoidy, steroly, ubichinon a chlorofyly, je upfednostnéno
uspotadani s nepolarni staciondrni fazi a polarni mobilni fazi. Jako detektor je preferovan

detektor diodového pole (PDA).
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Hlavni ¢ast tohoto detektoru je tvorena fadou fotodiod, které snimaji jednotlivé
vinové délky. Je tedy mozné snimat celé absorp¢ni spektrum dané latky v redlném case.

A diky tomuto aspektu je mozné danou latku identifikovat [95][96][97].

2.5.6 GC-FID

Separace latek s pomérné nizkym bodem varu je specificka pravé pro plynovou
chromatografii. Mobilni fazi u plynové chromatografie je nosny plyn, ten ale nijak
neinteraguje se vzorkem. Mohou byt vyuzity rizné druhy nosnych plynti: vodik, dusik a
helium. Separace je zaloZena pouze na interakci analytl se stacionarni fazi. Jsou zde
vyuzivany kapilarni nebo napliiové kolony. Napliiové kolony jsou totozné s HPLC
kolonami. Kapilarni kolony jsou tvofeny dutou kiemennou kapildrou, kterd je potazena
vrstvou polyamidu. Tenkou vrstvou staciondrni faze jsou potazeny vnitini stény kapilary.
Kapilarni kolony jsou opravdu velmi dlouhé, délka kolony je v rozmezi od 10 do 100
metrl a vnitini pramér je uvadén ve stovkach mikrometrii. Tyto kolony maji obrovskou
separacni plochu, proto kapilarni kolony dosahuji nejvyssi separacni uc¢innosti. Velkou
nevyhodou téchto analyz je, Ze analyty musi mit bod varu do cca 400 °C. Ale molekuly,
které nelze oddélit plynovou chromatografii kvili jejich vysoké teploté tani, Ize prevést
na analyzu derivati s nizsi teplotou varu. Jako ptiklad lze uvést konverzi mastnych
kyselin na jejich odpovidajici methylestery. Univerzalnim detektorem pro témét vSechny
organické molekuly je plamenové ioniza¢ni detektor (FID). Jeho odezva je linearni

v Sirokém rozsahu koncentraci [95][96][97].
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3 Cile prace

- Piehlednd literarni reSerSe zaméfena na vybrané kmeny karotenogennich
kvasinek, sinic a principy kokultivace

- Otestovani produkénich vlastnosti vybranych kmenit karotenogennich
kvasinek na mineralnich médiich

- Kokultivace vybranych kment kvasinek se zastupci sinic

- Selekce vhodnych kokultivaénich dvojic sinice: kvasinka

- Optimalizace sloZeni kokultivacniho média a podminek kultivace

- Charakterizace ziskané biomasy pomoci chromatografickych technik

- Vyhodnoceni vysledkt
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Kmeny mikroorganismu

4.1.1 Kvasinkové kmeny

Vsechny studované karotenogenni kvasinkové kmeny byly ziskdny z Culture
Collection of Yeasts (CCY), Slovenska akademie véd, Bratislava, Slovensko. Kmeny
karotenogennich kvasinek byly uchovavany pti -80 °C v chladicim boxu. Skladovaci

médium sestavalo ze smési 1:1 kvasinkové kultury v médiu YPD a 50 % glycerolu jako

kryoprotektiva.
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004
Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6
Sporidiobolus metaroseus CCY 19-6-20
Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26
Rhodotorula mucilaginosa CCY 19-4-6
Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-9-7

4.1.2 Kmeny sinic

Vsechny studované kmeny sinic byly zakoupeny ze sbirky kultur autotrofnich
organismii (CCALA), Akademie véd CR, Tiebon. Sinice byly skladovany ve

zkumavkach se Sikmym agarovym médiem s vhodnym médiem.
Arthrospira maxima CCALA 030
Anabaena torulosa CCALA 003
Anabaena laxa CCALA 805
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- 4
Obr. ¢. 14 Zasobni kultura Anabaena torulosa CCALA 003 na pevném médiu

4.2 Chemikalie

4.2.1 Chemikalie pouzivané pro kultivaci karotenogennich kvasinek
mikroras a sinic
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)
Pepton z kaseinu, Roth (SRN)
Agar-Agar, Roth (SRN)
Siran amonny Lach-ner, S.r.o. (CR)
Glycerol Lach-ner, S.r.o. (CR)
Mogovina Lach-ner, S.r.o. (CR)
Dusiénan sodny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Siran hofe¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny
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Hydrogenfosfore¢nan draselny

Chlorid sodny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Hydroxid draselny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Kyselina sirova 96 % p.a., Penta (CR)

Siran zine¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Siran méd’naty pentahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina borita p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)

4.2.2 Chemikalie pro extrakce, transesterifikaci a analyzu pro GC a HPLC
Acetonitril pro HPLC, Penta (CR)
Kyselina heptadekanova pro GC, Sigma-Aldrich (SRN)
Ethylacetat pro HPLC, Penta (CR)
Hexan pro GC, Penta (CR)
tris(hydroxymethyl)aminomethane p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)

Methanol pro HPLC, Penta (CR)
4.3 Pristroje a pomiicky

4.3.1 Pristroje a pomiicky pro kultivaci
Analytické vahy Boeco (CRN)
Centrifuga Hermle Z36 HK, (CR)
Tiepacka Yellow line, (SRN)
Ttepany inkubator, ZWYR-D2401 — Labwit, BioTech (CR)
Box Aura mini iBopTech (CR)

Kultivator Multicultivator MC 1000 -OD PSI Drasov (CR) (viz Chyba! Nenalezen zdroj
odkazi.)

- Stojan pro 8 zkumavek o objemu 80 ml
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- Vzduchové pumpa

- Termostat s vodni lazni

- Zasobnik s destilovanou vodou

- Detektor optické hustoty — detekce pti 680 nm a 720 nm
- LED diodovy zdroj pro kazdou zkumavku

Obr. ¢. 15 Kultivator Multicultivator MC 1000 -OD PSI Drésov (CR)

4.3.2 Pristroje pro izolaci a analyzu vybranych analytu
Spektrofotometr VIS, Helios 8, Unicam (GB)
Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer (USA)
Termoblok VWR, (CR)
Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)

Thermo Scientific TRACETM 1300 Gas Chromatograph, (Thermo Fischer Scientific,
USA)

- Detektor FID (Thermo Fischer Scientific, USA)
- Thermo Scientific AI 1310 Autosampler
- Kolona LION LN-FAME, 30 m x 0,32 mm % 0,20 um, Chromservis

HPLC/PDA sestava: Sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)

- Termostat — LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
- Detektor PDA — PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
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- Pumpa — MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR

- Vyhodnocovaci systém Xcalibur

- Kolona Kinetex Core Shell C18-EVO, 150 mm délka, 4,6 mm Sitka, 5,0 um
¢astice, Phenomenex

- Drzak piedkolony — KJO — 4282, ECOM (CR)

- Predkolona — C18-EVO, Phenomenex

- Filtry pro HPLC, PTFE, Chromservis

- Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)

- Systém MicroTime 200, Picoquant GmbH, objektiv s vodni imerzi Olympus
UPLSAPO 60XW

4.4 Kaultivacni techniky a sloZeni médii

4.4.1 Kaultivace karotenogennich kvasinek

Karotenogenni kvasinky spolecné se sinicemi byly ve formé kokultivaci v prostfedi
BBM média s riznymi poméry dusic¢nych, fosfore¢nych a hotecnatych iontl. Kultivace

probihala v multikultivatoru MC 1000.

4.4.1.1 InokulumIall

Zékladem kazd¢ kultivace je pfiprava univerzalniho zivného média, v tomto piipadé¢ YPD
kvasinkové médium (sloZeni viz. Tabulka ¢&. 7). Pro ptipravu Cerstvé zasobni kultury bylo
médium YPD s2 % agarem sterilizovano ve vysokotlakych nadobach a nalito do
sterilnich Petriho misek. Po ochlazeni za sterilnich podminek ve flow-boxu pod UV
svétlem byly Petriho misky uzavieny parafilmem a uchovéany v lednici pro pozdéjsi
pouziti. Pro inokulaci bylo né€kolik smycek ze zdsobnich kultur v kryozkumavkach
naockovano na Petriho misku s YPD agarem. Petriho misky byly udrZzovany v laboratorni
teploté a za stalého osvétleni. Po optimalni bun&éné proliferaci (3 az 4 dny) byly kultury
na agarovych plotnach ptipraveny pro inokulaci do tekutého média. YPD médium bylo
pfipraveno a sterilizovano po dobu 30 minut pii 121 °C v Erlenmeyerovych bankach ve
vysokotlakych nddobach s otevienym ventilem, aby bylo zabranéno Maillardové reakei.
Kultura z agarové plotny byla pfenesena do Erlenmeyrovych ban¢k sterilni smyckou.

Inokulace byla provedena s pomérem 1 smycka kultury na 10 ml inokulaéniho média.
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Inokulum I bylo kultivovéno pfi laboratorni teploté za konstantniho osvétleni na
recipro¢ni tfepacce, kdy inkolum I mélo objem 50 ml. Po 24 hodindch bylo inokulum I

pteockovano do inokula II s pomérem 1:5, kdy inokulum II mélo objem 125 ml.

Tabulka €. 1: Slozeni YPD média

SloZeni inokula¢niho média
Slozka Mnozstvi
Destilovana voda 1000 ml
Kvasni¢ny autolyzat 10g
Bakteriologicky 20g
pepton
Glycerol 20g

4.4.1.2 Produkéni média multikultivatorovych experimenti

Nasledovala faze kultivace, kdy byla potieba pfenést YPD médium kvasinek z inokula II
do ptipravenych produkénich médii. Média obsahovala misto bézn€ pouzivané
destilovan¢ vody BBM medium (sloZeni viz. Tabulka ¢. 2, Tabulka ¢. 3), pfipadné spirulina
médium (slozeni viz. Tabulka ¢. 4, Tabulka ¢. 5, Tabulka ¢. 6) podle dané sinice, jaké
médium vyzadovala. V ptipadé kokultiva¢nich experimentii byly navic banky obohaceny
o glycerol v koncentraci 30 g/l a dusi¢né, fosfore¢né a hotecnaté ionty viz Tabulka &. 7.
Kontrolni batika Cist¢ kvasinkového média byla kultivovana také v BBM médiu
obohaceném glycerolem v koncentraci 30 g/l. Pro kultivaci kvasinek a sinic byl vyuzit
piistroj multikultivator. Ten se sklddd z osmi oddélenych komor pro kultivacni

zkumavKky.

Kazda zkumavka ma sviij vlastni piivod vzduSnéni, kterym je pak sklenéna zkumavka
obsahujici médium a vhodné mikroorganismy probublavéana. Byla potieba dodrZet stejna
intenzita probublavani v kazdé jednotlivé zkumavce. Multikultivatory obsahuji LED

osvétleni, které je mozné nastavit s rozdilnou intezitou pro kazdou zkumavku zvlast'.

Diky této skutecnosti Ize paralelné provadét osm experimentl s rozdilnymi stresovymi
parametry. V ptipad¢ téchto provadénych experimentl byla teplota i osvétleni udrzovany

v konstantnich hodnotach.
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Bylo pouzito osm kultiva¢nich zkumavek, kdy prvni obsahovala pouze 2ml kvasinky
o absorbanci 0,15 v BBM médiu s glycerolem v koncentraci 30 g/l. Druha banka
obsahovala pouze sinici v BBM médiu, nebo spirulina médiu v mnozstvi 5 ml o
absorbanci 0,25, zbylych 6 zkumavek bylo naplnéno vhodnym médiem a obsahovalo
kokultivaci sinic (5ml, A = 0,25) a kvasinek (2 ml, A=0,15) s pfidanymi esencialnimi
prvky viz Tabulka ¢. 7. Kultivace vzdy trvaly 4 dny, poté byla kultivace ukoncena a

vznikla biomasa byla dale zpracovana.

Tabulka ¢. 2: Slozeni BBM média

Slozka Zasol;r;;zrgstok (&l Mnozstvina 1 1
NaNO3 25,00 10
CaCl,-2H20 2,50 10
MgS047H20 7,50 10
KoHPO4 7,50 10
KH2PO4 17,50 10
NaCl 2,50 10
EDTA - 1
Acidified iron solution - 1
H3;BO; 11,42 1
Trace metal solution - 1
Tabulka ¢. 3: SloZeni jednotlivych slozek BBM média
Roztok Slozka Mnozstvi (g/1)
EDTA EDTA 50,00
KOH 31,00
Acidified iron FeS0x 7TH0 1.98
H>SO4 (96 %) 1 ml
ZnS047H0 8,82
MnCl>-4 H,O 1,44
Trace metal MoO;3; 0,71
CuSO45H,0 1,57
Co(NOs)2:6 HO 0,49
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Tabulka €. 4: Slozeni Spirulina média

Spirulina solution 1

Spirulina solution 2

Slozka Koncentrace (g/l) | Koncentrace (g/l)
NaHCOs3 13,61 -
NaxCOs 4,03 -
K>HPO4 0,50 -

NaNOs - 2,5

K>SOq4 - 1,0

NacCl - 1,0

MgSO4-7H,0 - 0,2
CaCl,-2H20 - 0,04
FeSO4-7TH20 - 0,01
Na;EDTA-2H,0 - 0,08
Roztoky Koncentrace (ml/l) | Koncentrace (ml/l)

Trace metal solution

5

Vitamin solution

1
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Tabulka €. 5: Trace metal solution do spirulina media

Trace metal solution

Slozka Mnozstvina 11
Na;EDTA-2H,O 0,5¢g
FeSO4-7H,0 0,7¢g
ZnSO4-TH20 1 ml
MnSO4-7H20 1 ml
H3BO:; 1 ml
Co (NO3)2:6H20 1 ml
Na;Mo0O4-2H,0 1 ml
CuS04:5H,0 1 ml

Tabulka ¢. 6: Vitamin solution do spirulina média

Vitamin solution

Slozka Mnozstvido 11

Cyanokobalamin (vit. Bi2) | 5 mg

Tabulka ¢. 7: RozlozZeni kultivaéniho experimentu v multikultivatoru.

Mikroorganismy Ptidané prvky Mnozstvi prvki oproti
samotnému BBM médiu
(%)
Kvasinka kontrola - 100
Sinice kontrola - 100

Kokultivace P+N 200 + 200
Kokultivace P+N 300 + 300
Kokultivace P+N 400 + 400
Kokultivace Mg?>* 200
Kokultivace Mg?>* 300
Kokultivace P+N+ Mg?>* 300+300+300




4.4.2 Kokultivace sinic a kvasinek na odpadnich olejich

V téchto experimentech byly pouzity rtizné kombinace sinic a kvasinek, které byly
kultivovany na BBM médiu (Tabulka ¢. 2, Tabulka ¢. 3) obohaceném o glycerol (30 % C
slozky) a kavovy nebo fritovaci olej (70 % C slozky). Kontrolni Erlenmeyerova baiika se
sinicemi byla kultivovana na Cist¢tm BBM médiu bez ptidané C slozky. Cilem téchto
experimentl bylo zjistit, zda jsou kokultivaéni experimenty vyhodnéjsi ke zpracovani
téchto odpadnich olejli v porovnani se samotnymi kvasinkami. Dal$im takovym cilem
bylo také, jak se zméni produkované metabolity mikroorganismii v souvislosti na
kokultivacich a také na prostiedi. V tabulce €. 8 je zndzornéno, jak byly erlenmeyerovy
kultivacni banky pfipraveny. Kultivace probihala opét 4 dny, tak jak probihala

kokultivace v multikultivatoru.

Tabulka ¢. 8: Obsah bangk olejovych experimentl

Barnka Mikroorganismus Olej
1 Kontrolni kvasinka Kévovy
2 Kontrolni kvasinka Fritovaci
3 Kontrolni sinice -
4 Kokultivace Kévovy
5 Kokultivace Fritovaci

4.4.3 Zpracovani vzorki

4.4.3.1 Zpracovani biomasy

Po skonceni kultivaci byla nasledné¢ biomasa pielita do centifuga¢nich zkumavek a
staCena pomoci centrifugy, a to za piesné nastavenych podminek, které jsou 8000ot/min
po dobu 8 minut. Supernatant je odlit do odpadii, zcentrifugovana biomasa je promyta
destilovanou vodou, pred naslednou centifugaci je jeSté protfepana centrifugacni
zkumavka s biomasou a destilovanou vodou, poté je znovu dana do centrifugy za
dodrzZeni stejnych podminek. Biomasa, kterd je zbavend supernatantu je vlozena do -80
°C mrazaku. Po zmrznuti biomasy v centrifugacni zkumavce, je vloZena do lyofilizatoru,
kdy je potieba, aby tam zlstala az do uUplného vysuSeni. Centrifugacni zkumavka
s biomasou je vyjmuta z lyofilizatoru, biomasa se zvazi na analytickych vahach a jsou

odebrany vhodné objemy, které jsou nasledné exrahovany a pouzity HPLC a GC.
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4.4.3.2 Priprava vzorku pro HLC analyzu lipidickych latek

Prvnim krokem bylo odvézeni 8-15 mg lyofilizované biomasy do mikrozkumavky typu
Eppendorf se zavitem a tésnénim. Do vzorku byl pfidan 1 ml destilované vody a byl
hydratovan (minimaln€ 2 h), nebo byl vlozen do -80 °C mrazaku, kde se ponechal po
dobu 20-30 min. Po uplynuti doby, kdy byly vzorky v mrazdku, byly vytaZeny a
rozmrazeny. Poté byly vloZeny do centrifugy a centrifugovany, supernatant byl odlit. Byl
piidam 1 ml methanolu p.a. a také sklenéné kulicky (cca 0,5 ml, glass pearls). Vzorky
byly vlozeny do vortexu a tfepany na minimaln¢ 15 minut. Po protiepani byl vzorek
pieveden do 15 ml plastové centrifuga¢ni zkumavky. Ke vzorku bylo pfidano 2 ml
chloroformu laboratorni kvality. Zkumavky byly opét pfevedeny na vortex a tfepany 10
minut. Po protfepani bylo do vzorku napipetovano 1 ml destilované vody. Vzorky byly
staeny na centrifuze pfi 2000 rpm po dobu 1 minuty. Po stoeni vzork byla
odpipetovana spodni chloroformova faze. Nasledovalo jeji odpafeni v termobloku, kde
inertni atmosféru zajistoval N>. Po odpafeni chloroformu byl k vysuSenému vzorku
piidan 1 ml smési ethylacetatu a acetonitrilu HPLC kvality v poméru 1:2. Poslednim
krokem bylo ptefiltrovani vzorku ptes 0,4 um filtr PTFE do vialky se zavitem o objemu

1,8 ml. Parametry HPLC sestavy jsou uvedeny v tabulce (Tabulka ¢. 9).

Tabulka ¢. 9: Gradientovy program a slozeni mobilnich fazi pro HPLC analyzu karotenoida

Kolona Nepolarni C18
Detektor DAD
Slozeni MF A: MF B:
MF ACN:TrisHCI:MeOH | MeOH:EtAc
84:14:2 60:40
Cas [min] MF A [%] MF B [%]
0 100 0
13 0 100
19 0 100
20 100 0
24 100 0
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4.4.3.3 Transesterifikace vzorku mikrobialni biomasy

Na odvaZeni zlyofilizované biomasy byly vyuZity krymplovaci vialky, do nich bylo
odvaZeno cca 5-10 mg biomasy. K odvaZzené biomase bylo napipetovano 1,8 ml
transesterifikacni smési, kterd obsahovala 15 % H>SO4 v methanolu HPLC kvality a
interni standard kyseliny heptadekanové o koncentraci 0,5 mg/ml. Vzorky ptipravené
touto cestou ve vialkach byly zakrymplovany, poté inkubovéany v termobloku po dobu 2
hodin pii teploté¢ 85 °C. Po skonceni inkubace byly transesterifikované vzorky volné

ponechany, aby doslo k vychlazeni na pokojovou teplotu.

Poté do ptfipravené 5 ml vialky byl kvantitativné pfeveden obsah vialky se vzorkem,
které se musela odkrimplovat. Do 5 ml vialky se vzorkem bylo napipetovano 0,5 ml 0,05
mol/l NaOH, také byl pfidan 1 ml hexanu HPLC kvality. Vialka byla uzaviena a tiepana
na vortexu po dobu 5-10 minut. Poté co doSlo k oddé€leni fazi, bylo z hexanové faze
pipetou odebrano 0,1 ml a pfevedeno do Cisté vialky o objemu 1,8 ml spolu s 0,9 ml
hexanem HPLC kvality. Takto pfipraveny vzorek byl analyzovan pomoci GC. Parametry
GC sestavy jsou uvedeny v tabulce (Tabulka ¢. 10)

Tabulka ¢. 10: Parametry GC/FID

LION LN-FAME

Kapilarni kolona Rozméry 30 m % 0,32 mm x 0,20 pm,
Davkovani Autosampler Thermo Scientific Al 1310
Objem nastiiku vzorku 1wl

Pomér nastiiku délice

toku 10
Konstantni pritok
nosného plynu H» 1 ml/min
Detektor Plamenov¢ ionizacni
Teplota 250 °C

Vzduch 350 ml/min, make-up Nz 30 ml/min,
Pratok H> 35 ml/min
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Multikultivatorové kokultivacni experimenty

V ramci multikultivatorovych experimenti byly kombinovdny rGzné druhy sinic a

karotenogennich kvasinek. V kazdém experimentu bylo zachovano stejné prvkové a

obsahové sloZzeni médii, viz Tabulka ¢. 7. Hlavnim cilem téchto experimentii bylo

otestovat, zda zvoleny kokultivaéni par sinice a kvasinka jsou schopny koexistovat

v jednom médiu. Zaroven druhym cilem bylo vystavit mikroorganismy stresové situaci

tim, ze jim bude pfidan nadbytek mineralnich prvkl v riznych pomérech a zjistit, jak na

dané stresové situace reaguji.

Tabulka ¢. 11: Rozlozeni experimentu, oznaceni vzorku

Sinice kontrola Sin
Kvasinka kontrola Kvas
Kokultivace 200 % P a N K 2xP, N
Kokultivace 300 % P a N K 3xP,N
Kokultivace 400 % P a N K 4xP, N
Kokultivace 200 % Mg K 2xMg
Kokultivace 300 % Mg K 3xMg
Kokultivace 200 % P, N a Mg K 2xP, N, Mg
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5.1.1 Kokultivace Rhodosporidium toruloides a Anabaena torulosa

Tabulka ¢. 12: Vysledky produkce biomasy kokultivace A. torulosa a R. toruloides
v multikultivatorové kultivaci s aplikaci zvySeného obsahu makrozivin.

Mikroorganismus Pridané prvky (%) MnoZstvi biomasy (g/1)
Sinice kontrola - 0,135
Kwvasinka kontrola - 0,864
Kokultivace 200% P + N 4,711
Kokultivace 300% P + N 4,590
Kokultivace 400% P + N 4,871
Kokultivace 200% Mg* 0,313
Kokultivace 300% Mg?* 4,440
Kokultivace 200% P+N+ Mg?>* 3,716

Z vysledkil produkce biomasy v kokultivacnim experimentu R. toruloides a A. torulosa

vidime jasny trend, kdy ve vSech kokultiva¢nich experimentech s vyjimkou kokultivace

s 200 % Mg bylo naprodukovano nékolikanasobné vice biomasy ve srovnani s kontrolnimi

kultivacemi. Z hlediska produkce biomasy v kokultivacich vidime pomémné stabilni trend

v produkci s malymi odchylkami. Nejvétsi produkce biomasy (4,871 g/l) bylo dosazeno v 5.

zkumavce s ¢tyfnasobnym mnozstvim P a N. Druhd nejvyS$s$i namétend produkce (4,711 g/l)

byla dosazena ve 3. zkumavce s dvojnasobnym mnoZzstvim P a N. Obecné Ize konstatovat, ze

v této kokultivaci zvySeny podil makroprvkii P a N ma velmi pozitivni vliv na produkci

biomasy. V ptipadé zvySeného obsahu hotecnatych iontl byla vyrazna indukce pozorovana pti

trojnasobném mnozstvi oproti kontrolnimu médiu.
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Obr. ¢. 16 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase R.

totuloides a Anabaena torulosa (vlevo) a znazornéni mnozstvi procentualniho zastoupeni
lipidi v biomase a celkova vyprodukovand biomasa pfi kultivaci a kokultivaci R. totuloides

a Anabaena torulosa (vpravo)
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Kvas K_2xP,N K_3xP,N K_4xP,N K_2xMg K_3xMg  K_2xP,N,Mg
m lutein [mg/g] betakaroten [mg/g] celkové karotenoidy [mg/g] m celkové chlorofyly [mg/g]
W ubichinon [mg/g] W biomasa [g/I] celkové steroly [mg/g]

Obr. ¢. 17 Kokultivace R. toruloides a Anabaena torulosa vysledky HPLC

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipida (Obr. €. 16) vidime
pomeérné stabilni produkci lipidii v kokultivacnich experimentech, ktera se pohybuje v rozmezi
(6-7,5 % lipidt). Celkova produkce je nizsi v porovnani s kontrolni kvasinkovou kultivaci,
ktera dosédhla nejvyssich produkci 11,35 % lipidii v biomase. Tento vysledek koresponduje
s produkci biomasy, kdy kontrolni kvasinkova kultura naprodukovala mélo biomasy a zamétila
se na akumulaci lipidi. Na druhou stranu v kokultivacnich experimentech byla preferovana
produkce biomasy. Z hlediska slozeni mastnych kyselin vidime, Ze v porovnani s kontrolni
kultivaci sinice Anabaeny torulosy, kterd produkovala stabilni kompletni profil mastnych
kyselin, jsou v kokultivacich zastoupeny primarn€é nasycené mastné kyseliny (SFA) a
mononenasycené mastné kyseliny (MUFA). Ve vétSin¢ kokultivaci bylo naprodukovéano vétsi
mnoZzstvi MUFA ve srovndni s kontrolnimi kultivacemi. Na produkci MUFA mél pozitivni vliv
primarné navyseny obsah hofecnatych iontli s maximem 69,14 % v médiu s 300 % Mg iontd.
Jak jiz bylo zminéno produkce polynenasycenych mastnych kyselin byla v kokultivacich
prakticky upozadéna ve vSech kokultivacich s vyjimkou médii s dvojnasobkem P, N a Mg
(zkumavky 3 a 6), kdy bylo naprodukovéano necelé 4% obsahu.

Z vysledkit HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 17) vidime, Ze v porovnani
s kontrolnimi kultivacemi, dochazi u vSech kokultivaci ke snizené produkci pigmentt, ktera
byla obecné velmi nizka. Na druhou stranu doslo k vyrazné zvysené produkci ubichinonu, coz
koreluje s vysokou produkci biomasy, a tedy vysokou aktivitou elektrontransportnich drah.

Zvyseny obsah zivin v médiu vede ke zvySené akumulaci ubichinonu.
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Nejvyssi produkce ubichinonu v susiné bylo dosazeno na médiich s dvojndsobkem Mg, P
a N (4226 mg/g) a na médiu snejvysSim obsahu P a N. Produkce karotenoidii byla
v kokultivacich nizk4 a nepiekrocila 0,5 mg/g suché biomasy. Nejvyssi hodnoty bylo naméteno
u kontrolni kultivace Anabaeny torulosy, a to 2,088 mg/g. Zavérem lze shrnout, Ze tato
kokultivace byla produktivni primarné z hlediska produkce biomasy. Produkce sledovanych
metabolitl byla nizka a z tohoto hlediska je nutna dalsi optimalizace. Dale miizeme konstatovat,

ze tato kokultivacni dvojice byla schopna spole¢né koexistovat.

5.1.2 Kokultivace Rhodosporidium toruloides a Arthrospira maxima

Tabulka ¢. 13: Vysledky produkce biomasy kokultivace R. foruloides a Arthrospira maxima
v multikultivatorové kultivaci s aplikaci zvySeného obsahu makrozivin.

Mikroorganismus Pridané prvky (%) MnoZstvi biomasy (g/1)
Sinice kontrola - 0,209
Kwvasinka kontrola - 1,596
Kokultivace 200% P + N 4,783
Kokultivace 300% P+ N 5,279
Kokultivace 400% P + N 5,726
Kokultivace 200% Mg** 5,745
Kokultivace 300% Mg?* 3,203
Kokultivace 200% P+N+ Mg>* 5,180

Z vysledkil produkce biomasy v kokultivaénim experimentu R. foruloides a A. maxima
vidime jasny trend, kdy ve vSech kokultiva¢nich experimentech bylo naprodukovéano
nékolikandsobné vice biomasy ve srovnani s kontrolnimi kultivacemi. Z hlediska produkce
biomasy v kokultivacich vidime pomérné stabilni produkci s malymi odchylkami. Nejvétsi
produkce biomasy (5,745 g/1) bylo dosazeno v 6. zkumavce s dvojnadsobnym mnozstvim Mg?".
Druhé nejvyssi naméfena produkce (5,526 g/l) byla dosazena v 5. zkumavce s Ctyfndsobnym
mnoZzstvim P a N. Obecné lze konstatovat, ze v této kokultivaci zvyseny podil makroprvki P,
N a Mg?* m4 velmi pozitivni vliv na produkci biomasy. V piipadé 7. zkumavky, kde byl obsah

cvwr

kokultivané¢im zkumavkam.
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Obr. ¢. 18 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase R.

totuloides a Arthropira maxima (vlevo) a znazornéni mnozstvi procentualniho zastoupeni
lipid v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pii kultivaci a kokultivaci RT a AM
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Kvas K_2xP,N K_3xP,N K_4xP,N K_2xMg K_3xMg  K_2xP,N,Mg

W lutein [mg/g] betakaroten [mg/g] celkové karotenoidy [mg/g] m celkové chlorofyly [mg/g]
H ubichinon [mg/g] W biomasa [g/I] celkové steroly [mg/g]

Obr. ¢. 19 Kokultivace R. toruloides a Arthrospira maxima vysledky HPLC

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipida (Obr. €. 18) vidime, ze
produkce lipidi v kokultiva¢nich experimentech se rozdé€lila na dvé skupiny, které maji
pomeérné stejné mnozstvi lipidia. Kokultivace s dvojnadsobnym a trojnasobnym piidavkem N a
P ma produkeci kolem 5 % lipida a ostatni kokultivacni experimenty se pohybuji v rozmezi (2-

3 % lipidt). Celkova produkce je niz§i v porovnani s kontrolni sinicovou kultivaci, ktera
dosahla nejvyssich produkei 11,8 % lipidi v biomase. Tento vysledek koresponduje s produkci
biomasy, kdy kontrolni kvasinkové kultura 1 kontrolni sinicovéa kultura naprodukovaly malo
biomasy a zaméfili se na akumulaci lipidii. Na druhou stranu v kokultiva¢nich experimentech

byla preferovana produkce biomasy.

69



Z hlediska sloZzeni mastnych kyselin vidime, Ze v porovnani s kontrolni kultivaci sinice 4.
maximy, kterd produkovala celkem stabilni kompletni profil mastnych kyselin, jsou
v kokultivacich zastoupeny primarné nasycené¢ mastné kyseliny (SFA) a mononenasycené
mastné kyseliny (MUFA), v pfipadé kokultivace s trojndsobnym mnozstvim Mg?*, byla
pozorovana 1 produkce polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA). U kokultivaci
s dvojnasobnym a trojnasobnym mnozstvim N a P je vidét, ze bylo nadprodukovéano vétsi
mnozstvi MUFA ve srovnani s kontrolnimi kultivacemi. Zbylé kokultivaéni experimenty
vyprodukovaly vét§i mnozstvi SFA oproti kontrolnim kultivacim. Nejvétsi produkce MUFA
byla pozorovéna u kokultivacev médiu s 200 % P a N s maximem 78,81 % MUFA. Produkce
polynenasycenych mastnych kyselin byla v kokultivacich prakticky upozadéna, vyjimku tvoti

pouze kokultivace s 300 % Mg, kdy bylo naprodukovano 8,76 %.

Z vysledkit HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 19) vidime, Ze v porovnani
s kontrolnimi kultivacemi, dochazi u vSech kokultivaci ke snizené produkci pigmentt, ktera
byla obecné velmi nizkd. ZvySeny obsah Zivin v médiu vede ke zvySené akumulaci ubichinonu.
Nejvyssi produkce ubichinonu v susiné bylo dosazeno na médiu s trojndsobnym mnozstvim
hotecnatych iontd (4,262 mg/g). Produkce karotenoidii byla v kokultivacich nizkd a
nepiekrocila 0,5 mg/g suché biomasy. Nejvyssi hodnoty celkovych karotenoidli bylo naméteno
u kontrolni kultivace Arthrospiry maximy, kdy hodnota dosahla 11,104 mg/g. U kontrolni sinice
Arthrospiry maximy byl pozorovan vysoky obsah celkovych karotenoidl a chlorofylt. Zavérem
1ze shrnout, Ze tato kokultivace byla produktivni z hlediska produkce biomasy a kokultivacni

dvojice spolu vzdjemné koexistovaly.

5.1.3 Kokultivace Rhodosporidium toruloides a Anabaena laxa

Tabulka ¢. 14: Vysledky produkce biomasy kokultivace R. foruloides a Anabaena laxa
v multikultivatorové kultivaci s aplikaci zvySeného obsahu makrozivin.

Mikroorganismus Pridané prvky (%) MnoZstvi biomasy (g/1)
Sinice kontrola - 0,285
Kwvasinka kontrola - 0,723
Kokultivace 200% P + N 0,408
Kokultivace 300% P +N 0,441
Kokultivace 400% P + N 0,571
Kokultivace 200% Mg** 0,151
Kokultivace 300% Mg* 0,689
Kokultivace 200% P+N+ Mg>* 0,133
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Z vysledkti produkce biomasy v kokultivatnim experimentu R. toruloides a A. laxa je
vidét, ze nejveétsi mnozstvi vyprodukované biomasy bylo dosazeno u kontrolni kvasinky (0,723
g/1). Ve vsech kokultiva¢nich experimentech je mnozstvi biomasy pomérné rozdilné a ve vSech
pfipadech bylo nizs§i nez u kontrolni kvasinky ale vy$$i neZ u kontrolni sinice. Nejvyssi
produkce biomasy (0,689 g/1) z kokultivacnich experiment dosahla 7. zkumavka s 300 % Mg.
Druhé nejvyssi namétena produkce (0,571 g/l) byla dosazena v 5. zkumavce se Ctyfndsobnym
mnoZzstvim P a N. Obecné 1ze konstatovat, Ze v této kokultivaci zvySeny podil makroprvkl P a
N ma pozitivni vliv na produkci biomasy. V ptipad€ zvySeného obsahu hote¢natych ionta byla

pozorovana zvysSena produkce biomasy pii trojndsobném mnozstvi oproti kontrolnimu médiu.

100% 30
80%
60% 20 1
40%
? 10 -
20%
0% 0 -
R N N N S 4
& R R R TS R -\g‘$ §§ u3‘$ '\;FQ% S éﬁ\%
L S A X 4 ,»-8‘ %’J/ %’P 7 v R
7 %’}
® Procentualni zastoupeni lipidd v biomase
SFA MUFA PUFA
m Biomasa [g/1]
Obr. ¢. 20 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase R.

totuloides a Anabaena laxa (vlevo) a znazornéni mnozstvi procentualniho zastoupeni lipida
v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pfi kultivaci a kokultivaci RT a AL (vpravo)
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m ubichinon [mg/g] W biomasa [g/I] celkové steroly [mg/g]

Obr. ¢. 21 Kokultivace R. toruloides a Anabaena laxa vysledky HPLC
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Z grafti vysledki analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipidi (Obr. ¢. 20) je
pozorovana pomeérné stabilni produkce lipidii v kokultivanich experimentech, kterda se
pohybuje v rozmezi (9-13 % lipidi), vyjimka je u kokultivace s dvojnasobnym mnozstvim
hoteCnatych iontli, kde obsah dosahuje skoro 22 % lipidii v biomase. Ve vétSing ptipadi je
celkova produkce niz§i v porovnani s kontrolnimi kultivacemi, ale jak jiz bylo zminéno
nejvyssi mnozstvi lipidl v biomase je v kokultivaci s dvojndsobnym mnoZstvim hote¢natatych
iontd. Produkce biomasy je ve vSech zkumavkach pomérné nizkd. Z hlediska sloZzeni mastnych
kyselin je vidét, ze vSechny zkumavky produkovaly pomérné stabilni kompletni profil
mastnych kyselin. Ve v§ech zkumavkach je vidét, ze zastoupeni SFA, MUFA a PUFA pomérné
stejné. Nejvetsi vyprodukované mnozstvi SFA 52,66 % bylo dosazeno v médiu s 200 % P a N,
nejvyssi vyprodukované mnozstvi MUFA 43,26 % bylo dosaZzeno v médiu s trojnasobnym
mnozstvim P a N. Na produkci PUFA mél pozitivni vliv média s obsahem 200 % P, N a Mg

iontt s maximem 29,04 %.

Z vysledktt HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 21) je vidét, Ze ve vSech
zkumavkach je pfiblizné stejné mnozstvi pigmentl. Produkce ubichinonu je vyrazné vyssi
v kokultivac¢nich experimentech ve zkumavkach 4 (300 % P aN) a 5 (300 % P a N). Produkce
karotenoid byla ve vétSin€ zkumavek zvySena. Zaveérem lze shrnout, Ze tato kokultivace nebyla
produktivni z hlediska produkce biomasy. Produkce sledovanych metaboliti byla vyssi, ale
produkce biomasy byla velmi nizka ve vSech experimentech. Je nutna dalsi optimalizace. Déle
muzeme konstatovat, ze tato kokultivacni dvojice byla schopna spolecné koexistovat. Ale také

je ziejmé, ze tato dvojice neni vhodnym kokultivaénimi partnery z hlediska produkce biomasy.

5.1.4 Kokultivace Sporidiobolus pararoseus a Anabaena laxa

Tabulka ¢. 15: Vysledky produkce biomasy kokultivace S. pararoseus a Anabaena laxa
v multikultivatorové kultivaci s aplikaci zvySeného obsahu makrozivin.

Mikroorganismus Pridané prvky (%) MnoZstvi biomasy (g/1)
Sinice kontrola - 0,179
Kwvasinka kontrola - 0,701
Kokultivace 200% P + N 0,813
Kokultivace 300% P + N 0,861
Kokultivace 400% P + N 0,978
Kokultivace 200% Mg* 0,893
Kokultivace 300% Mg?* 0,884
Kokultivace 200% P+N+ Mg>* 0,791
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Z vysledkti produkce biomasy v kokultivaénim experimentu S. pararoseus a A. laxa
vidime, ze ve vSech kokultivacnich experimentech bylo naprodukovano vice biomasy ve
srovnani s kontrolnimi kultivacemi. Z hlediska produkce biomasy v kokultivacich vidime
pomeérné stabilni trend v produkci s malymi odchylkami. Nejvétsi produkce biomasy (0,978
g/1) bylo dosazeno v 5. zkumavce s ¢tyinasobnym mnozstvim P a N. Druhé nejvyssi namétend
produkce (0,893 g/l) byla dosazena v 6. zkumavce s dvojnasobnym mnozstvim hotecnatych
iontd. Obecné 1ze konstatovat, ze v této kokultivaci zvySeny podil makroprvki P a N ma velmi

pozitivni vliv na produkci biomasy, a to 1 v piipad€ zvySené¢ho obsahu hotecnatych ionti.
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Obr. ¢. 22 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase S.

pararoseus a Anabaena laxa (vlevo) a zndzornéni mnozstvi procentualniho zastoupeni
lipidi v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pfi kultivaci a kokultivaci SP a AL
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m ubichinon [mg/g] W biomasa [g/I] celkové steroly [mg/g]

Obr. ¢. 23 Kokultivace S. pararoseus a Anabaena laxa vysledky HPLC
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Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipida (Obr. €. 22) vidime, ze
produkce lipida v kokultivacnich experimentech je celkem stabilni a pobybuje se v rozmezi (6-
10 % lipiddi). Celkova produkce je niz8i v porovnani s kontrolnimi kultivacemi kvasinky a
sinice. Nejvyssi produkce lipidii v biomase dosdhla kontrolni kvasinkova kultivace, kdy
hodnota byla 12,64 % lipidii v biomase. Tento vysledek koresponduje s produkci biomasy, kdy
kontrolni kvasinkové kultura naprodukovala malo biomasy a zaméfila se na akumulaci lipidi.
V kokultiva¢nich experimentech bylo naprodukovano vys$si mnozstvi biomasy, 1 kdyz celkové
mnozstvi vyprodukované biomasy nebylo tak vysoké. Z hlediska sloZzeni mastnych kyselin je
vidét, ze vSechny kultivace produkovaly pomérné stabilni profil mastnych kyselin. Ve vSech
zkumavkach je vidét, Ze je zastoupeni SFA, MUFA a PUFA pomérmné stejné. Nejvétsi
vyprodukované mnozZstvi SFA 54,39 % bylo dosazeno v médiu s 400 % P a N, nejvyssi
vyprodukované mnozstvi MUFA 43,63 % bylo dosazeno v médiu s trojnasobnym mnozstvim

P a N. Na produkci PUFA mél pozitivni vliv média s kontrolni kvasinkou s maximem 30,27 %.

Z vysledkit HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 23) vidime, Ze v porovnani
s kontrolnimi kultivacemi, dochazi u vSech kokultivaci ke snizené produkci pigmentt, ktera
byla obecné velmi nizka. I v ptipadé kultivace pozorujeme zvySenou produkci ubichinonu, ve
srovnani s ostatnimi kokultivacemi. Z dat dale vidime, Ze zvySeny obsah Zivin v médiu vede ke
zvySené akumulaci ubichinonu. Nejvyssi produkce ubichinonu v suSin€ bylo dosazeno na
médiich s trojndsobkem P a N (3,492 mg/g). Produkce karotenoidii byla v kokultivacich
v rozmezi 2,652-3,628 mg/g suché biomasy. Nejvyssi hodnoty bylo naméfeno u kontrolni
kultivace Anabaeny laxy, a to 8,628 mg/g. Zavérem lze shrnout, Ze tato kokultivace byla
relativné produktivni z hlediska produkce biomasy, kterd byla vyssi neZ kontrolni kvasinka a
sinice, ale nebyla zavratn¢ vysoka. Dale mizeme konstatovat, ze tato kokultiva¢ni dvojice byla

schopna spole¢né koexistovat.
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5.1.5 Kokultivace Sporidiobolus pararoseus a Arthrospira maxima

Tabulka ¢. 16: Vysledky produkce biomasy kokultivace S. pararoseus a Arthrospira maxima
v multikultivatorové kultivaci s aplikaci zvySeného obsahu makrozivin.

Mikroorganismus Pridané prvky (%) MnoZstvi biomasy (g/1)
Sinice kontrola - 0,878
Kvasinka kontrola - 1,328
Kokultivace 200% P + N 1,956
Kokultivace 300% P + N 2,024
Kokultivace 400% P + N 1,950
Kokultivace 200% Mg* 2,250
Kokultivace 300% Mg* 2,154
Kokultivace 200% P+N+Mg?* 2,126
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Obr. ¢. 24 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase S.
pararoseus a Arthrospira maxima (vlevo) a znazornéni mnozstvi procentualniho zastoupeni
lipid v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pii kultivaci a kokultivaci SP a AM
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m ubichinon [mg/g] m biomasa [g/I] celkové steroly [mg/g]

Obr. €. 25 Kokultivace S. pararoseus a Arthrospira maxima vysledky HPLC
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Z vysledkti produkce biomasy v kokultivacnim experimentu S. pararoseus a A. maxima
vidime opét pozitiva kokultivace, kdy ve vSech kokultivacnich experimentech bylo
naprodukovano véEtsSi mnozstvi biomasy ve srovnani s kontrolnimi kultivacemi. Mezi
jednotlivymi kultivaénimi podminkami nebyly pozorovany vyrazné rozdily v produkci
biomasy. Nejvétsi produkce biomasy (2,250 g/1) bylo dosazeno v 6. zkumavce s dvojnasobnym
mnozstvim Mg?*. Obecné lze konstatovat, ze v této kokultivaci zvySeny podil makroprvki ma

velmi pozitivni vliv na produkci biomasy.

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipida (Obr. €. 24) vidime
nizkou produkci lipida v kokultivacnich experimentech, kterd se pohybuje v rozmezi (9-11 %
lipidit). Celkova produkce je vyS$i v porovnani s kontrolni kvasinkovou kultivaci, ktera doséhla
produkce 7,09 % lipidi v biomase. Produkce biomasy byla i v tomto experimentu mirn¢ vyssi
v porovnani s kontrolnimi kultivacemi. Z hlediska sloZzeni mastnych kyselin je vidét, Ze jsou
v kokultivacich zastoupeny primarné mononenasycené¢ mastné kyseliny (MUFA) a nasycené
mastné kyseliny (SFA). Ve vétsin€ kokultivaci bylo naprodukovano vétsi mnozstvi MUFA ve
srovnani s kontrolnimi kultivacemi. Na produkci MUFA mél pozitivni vliv primarn€ navysSeny
obsah P a N ionti smaximem 56,06% vmédiu s200% P a N iontd. Produkce
polynenasycenych mastnych kyselin byla v kokultivacich snizena v porovnani s MUFA a SFA,

ale ve vSech kokultivacich bylo naprodukovano primeérné okolo 9% obsahu PUFA.

Z vysledkit HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 25) vidime, Ze v porovnani
s kontrolnimi kultivacemi, dochazi u vSech kokultivaci ke snizené produkci pigmentl. ZvySeny
obsah Zivin v médiu vede ke zvySené akumulaci ubichinonu. Nejvys$si produkce ubichinonu v
suSiné bylo dosazeno na médiich s ¢tyfnasobkem P a N (3,696 mg/g) a na médiu s nejvysSim
obsahem Mg?(3,160 mg/g). Produkce karotenoidt v kokultivacich nepiekrocila hodnotu 2,5
mg/g suché biomasy. Nejvyssi hodnoty bylo naméfeno u kontrolni kultivace Arthrospiry
maximy, a to 5,971 mg/g. Zavérem lze shrnout, ze tato kokultivace byla produktivni z hlediska
produkce biomasy a zvySeného zastoupeni lipidli v biomase. Dale miiZzeme konstatovat, Ze tato
kokultivacni dvojice byla schopna spole¢né koexistovat a v ramci tohoto experimentu je nutné

dale optimalizovat tyto podminky.
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5.1.6 Kokultivace Sporidiobolus metaroseus a Arthrospira maxima

Tabulka ¢. 17: Vysledky produkce biomasy kokultivace S. metaroseus a Arthrospira maxima
v multikultivatorové kultivaci s aplikaci zvySeného obsahu makrozivin.

Mikroorganismus Pridané prvky (%) MnoZstvi biomasy (g/1)
Sinice kontrola - 0,311
Kvasinka kontrola - 1,415
Kokultivace 200% P + N 1,429
Kokultivace 300% P+ N 1,534
Kokultivace 400% P + N 1,349
Kokultivace 200% Mg* 1,625
Kokultivace 300% Mg* 1,666
Kokultivace 200% P+N+ Mg?>* 1,669

Z vysledkil produkce biomasy v kokultivatnim experimentu S. metaroseus a A. maxima

pozorujeme trend, kdy ve vSech kokultiva¢nich experimentech bylo naprodukovano veétsi

mnozstvi biomasy ve srovnani s kontrolnimi kultivacemi. Z hlediska produkce biomasy

v kokultivacich vidime pomérné stabilni trend v produkci s malymi odchylkami. Nejvétsi

produkce biomasy (1,669 g/l) bylo dosazeno v 8. zkumavce s dvojndsobnym mnozstvim P, N

a Mg?. Druha nejvy$si naméiena produkce (1,666 g/) byla dosazena v 7. zkumavce

s trojnasobnym mnozstvim Mg?*. U kontrolni kvasinky a kokultivaénich experimentii se

mnoZstvi vyprodukované biomasy vyraznég nelisi, zména je u kontrolni sinice.
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Kvas K_2xP,N K_3xP,N K_4xP,N K_2xMg K_3xMg  K_2xP,N,Mg
m lutein [mg/g] betakaroten [mg/g] celkové karotenoidy [mg/g] m celkové chlorofyly [mg/g]
W ubichinon [mg/g] m biomasa [g/I] celkové steroly [mg/g]
Obr. ¢. 27 Kokultivace S. metaroseus a Arthrospira maxima vysledky HPLC

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipida (Obr. €. 26) vidime
pomeérné stabilni produkci lipidii v kokultivacnich experimentech, ktera se pohybuje v rozmezi
(9,5-12,5 % lipida). Celkova produkce je mirné zvySend v porovnani s kontrolni kvasinkovou
kultivaci, ktera dosahla produkce 8,9 % lipida v biomase. Z hlediska sloZeni mastnych kyselin
jsou v kokultivacich zastoupeny primarné¢ mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) a
nasycené mastné kyseliny (SFA). Ve vétsin€ kokultivaci bylo naprodukovano vétsi mnozstvi
MUFA ve srovnani s kontrolni kultivaci sinice. Nejvyssi hodota MUFA s maximem 59,86 %
byla dosazena u kontrolni kvasinky, v kokultiva¢nich experimentech na produkci MUFA mél
pozitivni vliv primarné navySeny obsah P a N iontli s maximem 56,06 % v médiu s 300 % P a
N iontd. Produkce polynenasycenych mastnych kyselin byla v kokultivacich sniZzena
v porovnani s MUFA a SFA, ale ve vSech kokultivacich bylo naprodukovano primérné okolo
10 % obsahu. Pozitivnéjsi vliv na produkci PUFA je pozorovan v kokultiva¢nich

experimentech obohacenych o hotfecnaté ioty.

Z vysledkit HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 25) vidime, Ze kontrolni
kvasinka a kokultivacni experimenty maji dost podobné slozeni produkovanych pigmenti.
Kromé kontrolni sinice doslo opét k vyrazné zvysené produkci ubichinonu. Nejvyssi produkce
ubichinonu v su$in¢ bylo dosazeno na médiich s dvojnasobkem P, N a Mg (5,625 mg/g).
Produkce karotenoidt v kokultivacich neptekrocila hodnotu 1,3 mg/g suché biomasy. Nejvyssi
hodnoty karotenoidl bylo naméteno u kontrolni kultivace Arthrospiry maximy, ato 5,758 mg/g.

Zaveérem lze shrnout, ze tato kultivace nebyla produktivni z hlediska vyprodukované biomasy.
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Zajimavé bylo procentualni zastoupeni lipidl v biomase. Lze obecné fici, Ze kvasince se dafilo
mnohem lépe a ptezila na tkor sinice, jejiz rist byl inhibovadn, a je nutné provézt dalsi
opakovani a optimalizace. Nelze jednoznacné vyloucit, ze tato kokultiva¢ni dvojice by nebyla
schopna spolecné koexistovat, jelikoz mohlo dojit béhem experimentu ke kontaminaci, nebo
kultura sinice byla oslabend. Z vysledki HPLC analyzy je ziejmé, Ze v kokultiva¢nich
zkumavkach je pozorovano urcit¢ mnozstvi celkovych chlorofyll, které pochézely od sinice,

tudiz néjaké minimalni mnozstvi sinice se udrzelo 1 v téchto zkumavkach.

5.1.7 Kokultivace Rhodosporidium toruloides a Anabaena torulosa

Tabulka ¢. 18: Vysledky produkce biomasy kokultivace R. toruloides a Anabaena torulosa
v multikultivatorové kultivaci s aplikaci zvySeného obsahu makrozivin.

Mikroorganismus Pridané prvky (%) MnoZstvi biomasy (g/1)
Sinice kontrola - 0,170
Kwvasinka kontrola - 0,183
Kokultivace 200% P + N 0,263
Kokultivace 300% P + N 0,350
Kokultivace 400% P + N 0,553
Kokultivace 200% Mg** 0,300
Kokultivace 300% Mg?* 0,481
Kokultivace 200% P+N+ Mg>* 0,453

Vysledky produkce biomasy v kokultivatnim experimentu S. foruloides a A. torulosa
ukazuji, ze ve vSech kokultiva¢nich experimentech bylo naprodukovéno vétSi mnoZstvi
biomasy ve srovnani s kontrolnimi kultivacemi. Z hlediska produkce biomasy bylo v celém
experimentu naprodukovano obecné velmi malé mnozstvi biomasy. Nejvetsi produkce biomasy
(0,553 g/1) bylo dosazeno v 5. zkumavce s ¢tyifnasobnym mnozstvim P a N. Druhd nejvyssi
naméfena produkce (0,481 g/1) byla dosazena v 7. zkumavce s trojndsobnym mnoZzstvim Mg?".
Obecné lze konstatovat, ze v této kokultivaci zvySeny podil makroprvkt P, N a Mg?" ma

pozitivni vliv na produkeci biomasy.
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Obr. ¢. 28 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase R.
toruloides a Anabaena torulosa (vlevo) a znazornéni mnozstvi procentualniho zastoupeni
lipidd v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pii kultivaci a kokultivaci RT a AT
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Obr. €. 29 Kokultivace R. toruloides a Anabaena torulosa vysledky HPLC

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipida (Obr. €. 28) vidime
pomeérné stabilni produkci lipidi v kokultivaénich experimentech, ktera se pohybuje okolo
hodnoty 7 % lipidt. Celkova produkce je nizsi v porovnani s kontrolni kvasinkovou kultivaci,
kterd dosdhla produkce 14,33 % lipidd v biomase. Kultura kontrolni sinice v tomto
kokultivaénim experimentu byla spiSe inhibovand, a jeji produkce je velmi nizkd. Kontrolni
kultivace sinice Anabaena torulosa produkovala ulny profil mastnych kyselin. V kokultivacich
jsou zastoupeny piiblizn€ shodné profily mastnych kyselin, v€etné kontrolni kvasinky. Tedy
z grafu, kde je znazornéno slozeni mastnych kyselin je zfejmé, ze vSechny kultury se chovaly
obdobné¢. Nejvyssi hodota MUFA s maximem 42,51 % byla dosaZzena v médiu s dvojnasobnym

mnozstvim P a N, tedy zkumavka 3.
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Produkce polynenasycenych mastnych kyselin byla v kokultivacich snizena v porovnani
s MUFA a SFA, ale ve vSech kokultivacich bylo naprodukovano priimérné okolo 20 % obsahu
PUFA. Pozitivnéjsi vliv na produkeci PUFA je pozorovan v kokultiva¢nich experimentech, které

jsou obohacené o hotecnaté ioty.

Z vysledkit HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 29) vidime, ze kontrolni
kvasinka a kokultivaéni experimenty maji velmi podobné slozeni pigmentii. Kromé kontrolni
sinice doslo k vyrazné zvysené produkci ubichinonu. Nejvyssi produkce ubichinonu v susiné
bylo dosazeno na médiich s trojndsobkem Mg (1,934 mg/g). Produkce karotenoida
v kokultivacich nepiekrocila hodnotu 2,5 mg/g suché biomasy. Nejvyssi hodnoty karotenoida
bylo naméteno u kontrolni kultivace Anabaeny torulosy, a to 8,059 mg/g. Zavérem lze shrnout,
ze tato kultivace nebyla produktivni z hlediska vyprodukované biomasy. Zajimavé bylo
procentualni zastoupeni lipidii v biomase. Lze obecné fici, ze kvasince se dafilo mnohem Iépe
a prezila na ukor sinice, které se tolik nedafilo. Tudiz je potifeba provézt dalsi optimalizace
podminek. Nelze jednozna¢né vyloucit, ze tato kokultiva¢ni dvojice by nebyla schopna
spolecné koexistovat. Z vysledkit HPLC analyzy je zfejmé, Ze v kokultivacnich zkumavkéch je
pozorovano urCité mnozstvi celkovych chlorofylii, které produkovala sinice, tudiz néjaké

minimalni mnozstvi sinice se udrzelo i v téchto zkumavkach.

5.1.8 Kokultivace Sporidiobolus pararoseus a Anabaena torulosa

Tabulka ¢. 19: Vysledky produkce biomasy kokultivace S. pararoseus a Anabaena torulosa
v multikultivatorové kultivaci s aplikaci zvySeného obsahu makrozivin.

Mikroorganismus Pridané prvky (%) MnoZstvi biomasy (g/1)
Sinice kontrola - 0,094
Kwvasinka kontrola - 0,376
Kokultivace 200% P + N 1,054
Kokultivace 300% P+ N 0,950
Kokultivace 400% P + N 0,985
Kokultivace 200% Mg** 0,740
Kokultivace 300% Mg?* 0,819
Kokultivace 200% P+N+ Mg>* 0,770

Z vysledkti produkce biomasy v kokultivatnim experimentu S. pararoseus a A. torulosa

pozorujeme vysSi ndriist mnoZzstvi biomasy oproti kontrolnim kultivacim. I kdyZz rozdily nejsou

vyrazné. Nejveétsi produkce biomasy (1,054 g/1) bylo dosazeno ve 3. zkumavce s dvojnasobnym
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mnozstvim P a N. Druha nejvys$si namétend produkce (0,985 g/1) byla dosazena v 5. zkumavce
s ¢tyfnasobnym mnoZstvim P a N. Obecné 1ze konstatovat, Ze v této kokultivaci zvySeny podil

makroprvkl P, N mé pozitivni vliv na produkci biomasy.
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Obr. ¢. 30 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase S.

pararoseus a Anabaena torulosa (vlevo) a znazornéni mnozstvi procentualniho zastoupeni
lipidi v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pii kultivaci a kokultivaci SP a AT
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Obr. ¢. 31 Kokultivace S. pararoseus a Anabaena torulosa vysledky HPLC

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipida (Obr. €. 28) vidime
pomérne stabilni produkci lipidd ve vSech experimentech, jak kokultivacnich také i1
v kontrolnich. Je vidét mensi skok u kokultivace, kde bylo pfidéno trojndsobné mnoZztvi P a N
iontd, kde byla 1 nejvyssi vyprodukovand biomasa. Ve zbylych zkumavkach je vidét vyssi
procentudlni zastoupeni lipidd v biomase. NejvysSiho zastoupeni lipidi v biomase bylo
dosazeno ve zkumavkach 3 a 5, kde bylo 9,07 % lipidd, v téchto zkumavkach bylo dvojnasobné

a Ctyfnadsobné mnozstvi P a N.
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Samotné kultufe sinice se vtomto kokultivaénim experimentu z hlediska produkce
biomasy nedafilo, ale v zastoupeni lipidi v biomase pozorujeme srovnatelny vysledek
s ostatnimi zkumavkami. Opét je z grafti ziejmé, ze kokultivaéni experimenty se chovaly
podobné jako kontrolni kvasinkova kultura. Coz naznacuje Ze majoritu produkované biomasy
tvotily hlavné kvasinkové bunky. Kvasinkova kontrola a kokultivaéni experimenty
produkovaly stabilni profil mastnych kyselin. Tedy z grafu, kde je zndzornéno slozeni
mastnych kyselin je ziejmé, Ze vSechny zkumavky se chovaly obdobné, az na vyjimku kontrolni
sinice, kde nebyly naméteny Zaddné PUFA. Nejvyssi hodota MUFA s maximem 53,37 % byla
dosazena v médiu s kontrolni sinici. Produkce polynenasycenych mastnych kyselin byla
v kokultivacich a kontrolni kvasince snizena v porovnani s MUFA a SFA, ale ve vSech

kokultivacich a kontrolni kvasince bylo naprodukovano primérné okolo 18 % PUFA.

Z vysledkit HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 29) vidime, Ze kontrolni
kvasinka a kokultiva¢ni experimenty maji op€t podobny profil pigmentti. Produkce ubichinonu
je ve vSech zkumavkach pfiblizné stejnd az na vyjimku kokultivaéniho experimetu
s trojnasobnym mnoztsvim P a N. Nejvyssi produkce ubichinonu v susiné bylo dosazeno na
médiu s kontrolni kvasinkou (2,590 mg/g). Produkce karotenoidii v kokultivacich nepiekrocila
hodnotu 1,5 mg/g suché biomasy. Nejvyssi hodnoty karotenoidd bylo naméfeno u kontrolni
kultivace Anabaeny torulosy, a to 12,502 mg/g. Zaveérem lze shrnout, Ze tato kultivace nebyla
produktivni z hlediska vyprodukované biomasy. Zajimavé bylo procentualni zastoupeni lipida
v biomase. Lze obecné fici, Ze kvasince se dafilo mnohem Iépe a dost mozna piezila na tkor
sinice, které se tolik nedafilo. Tudiz je potieba provézt dalsi optimalizace podminek. Nelze
jednoznaéné vyloucit, ze tato kokultivaéni dvojice by nebyla schopné spole¢né koexistovat,
jelikoz mohlo dojit béhem experimentu ke kontaminaci, nebo sinice nemusela byt dostate¢né
namnozend, a tedy mohla by zastinéna kvasinkou. Z vysledkt HPLC analyzy je ziejmé, Ze
v kokultiva¢nich zkumavkach je pozorovano urcité mnozstvi celkovych chlorofyll, které

pochézely od sinice, tudiz n¢jaké minimalni mnozstvi sinice se udrzelo i v téchto zkumavkach.
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5.1.9 Kokultivace Rhodotorula kratochvilovae a Anabaena torulosa

w

Tabulka ¢. 20: Vysledky produkce biomasy kokultivace R. kratochvilovae a Anabaena
torulosa v multikultivatorové kultivaci s aplikaci zvySeného obsahu makrozivin.

Mikroorganismus Pridané prvky (%) MnoZstvi biomasy (g/1)
Sinice kontrola - 0,055
Kwvasinka kontrola - 7,013
Kokultivace 200% P + N 7,125
Kokultivace 300% P + N 3,013
Kokultivace 400% P + N 1,000
Kokultivace 200% Mg* 4,825
Kokultivace 300% Mg?* 4,465
Kokultivace 200% P+N+ Mg?>* 0,566

Z vysledkii produkce biomasy v kokultivaénim experimentu R. kratochvilovae a A.

torulosa je vidét, Ze kontrolni kultivace kvasinky vyprodukovala o dost vétsi mnozstvi (7,013

g/l) biomasy. Kokultivaénim experimentim se nejvice dafilo pti 200 % P a N, kdy biomasa

byla nejvétsi (7,125 g/l). Zajimavosti je, ze piidanim dal$ich zivin v médiu s 300 % a 400 % P

a N je vidét znacny pokles v mnozstvi biomasy. V kokultivaénim experimentu, kde bylo

piidano dvojnasobné mnozstvi hofecnatych iotni je pozorovan narust biomasy (4,825 g/l), ale

v ptipad¢ trojnasobného mnozstvi hofenatych ontli je znat mirny pokles v mnozstvi biomasy.

V piipadé kokultivaéni zkumavky 8, kde bylo piidano 200 % P, N a Mg?*, je vidét znaény

poklesv mnozstvi biomasy (0,566 g/1). Lze tedy fici, ze pozitivni vliv na produkci biomasy mél

piedevsim piidavem 200 % P a N a 200 % Mg.
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Obr. ¢. 32 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase R.

kratochvilovae a Anabaena torulosa (vlevo) a znazornéni mnozstvi procentualniho
zastoupeni lipidii v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pii kultivaci a kokultivaci

RK a AT (vpravo)
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Obr. ¢. 33 Kokultivace R. kratochvilovae a Anabaena torulosa vysledky HPLC

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipida (Obr. €. 32) vidime, ze
produkce lipidl v kokultivacnich experimentech neni viibec stabilni, jsou pozorovany skoky
v procentualnim zastoupeni lipidli v biomase mezi jednotlivymi zkumavkami. Neni pozorovana
z4dna podobnost. Celkova produkce je vyssi v porovnani s kontrolni sinicovou kultivaci, ktera
také vice preferovana akumulace lipidd, 1 kdyZ mnoztvi biomasy u vétSiny kokultiva¢nich
experimentl byla vétsi. Z hlediska slozeni mastnych kyselin je vidét, ze vSechny zkumavky
produkovaly kompletni profil mastnych kyselin. V kokultivacich byly zastoupeny primarné
nasycené mastné kyseliny (SFA) a mononenasycené mastné kyseliny (MUFA). Vé vétsiné
kokultivaci bylo naprodukovano vétsi mnozstvi MUFA ve srovnani s kontrolnimi kultivacemi.
Na produkci MUFA mél pozitivni vliv priméarné navySeny obsah hotecnatych iontli s maximem
46,40 % v médiu s 300 % P a N iontil. Na produkci PUFA mél pozitivni vliv primarné navySeny
obsah P, N a Mg iontli s maximem 29,71 % v médiu s 200 % P, N a Mg.

Z vysledkit HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 33) vidime, Ze v porovnani
s kontrolnimi kultivacemi, dochazi u vSech kokultivaci ke snizené produkci pigmentd, ktera
byla obecné velmi nizk4 Produkce karotenoidii byla v kokultivacich, kde bylo ptidano 200, 300
a 400 % P a N nizka a neptekrocila 0,5 mg/g suché biomasy, ale v kokultivacich s pfidavkem
hotec¢natych iontl byla vyssi. Nejvyssi hodnoty bylo namétfeno u kontrolni kultivace Anabaeny

torulosy, ato 11,446 mg/g.
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Zvyseny obsah zivin v médiu vede ke zvySené akumulaci ubichinonu. Nejvyssi produkce
ubichinonu v susin€ bylo dosaZzeno na médiich s dvojnasobkem Mg (3,103 mg/g) a na médiu
s dvojnasobnym obsahem P, N a Mg. Zavérem lze shrnout, ze tato kokultivace byla produktivni
z hlediska biomasy v ptipad¢ ptidaného dvojndsobného mnozstvi P a N, a poté také z hlediska
piidanych hotecnatcyh iontd, ve zbylych piipadech kokultivacni podminky nebyly vhodné.
Produkce sledovanych metaboliti byla nizka a z tohoto hlediska je nutna dalsi optimalizace.

Déle mtizeme konstatovat, ze tato kokultivacni dvojice byla schopna spolecné koexistovat.

5.1.10 Kokultivace Rhodosporidium toruloides a Anabaena torulosa

Tabulka ¢. 21: Vysledky produkce biomasy kokultivace R. toruloides a Anabaena torulosa
v multikultivatorové kultivaci s aplikaci zvySeného obsahu makrozivin.

Mikroorganismus Pridané prvky (%) MnoZstvi biomasy (g/1)
Sinice kontrola - 0,168
Kvasinka kontrola - 0,431
Kokultivace 200% P + N 1,170
Kokultivace 300% P + N 1,039
Kokultivace 400% P + N 1,184
Kokultivace 200% Mg* 1,183
Kokultivace 300% Mg?* 1,043
Kokultivace 200% P+N+ Mg>* 1,520

Z vysledkil produkce biomasy v kokultivacnim experimentu R. toruloides a A. torulosa
vidime, ze ve vSech kokultivacnich experimentech bylo naprodukovano vice biomasy ve
srovnani s kontrolnimi kultivacemi. Z hlediska produkce biomasy v kokultivacich vidime
pomeérné stabilni trend v produkci s malymi odchylkami. Nejvétsi produkce biomasy (1,520
g/l) bylo dosazeno v 8. zkumavce s dvojndsobnym mnozstvim P, N a Mg. Druha nejvyssi
naméfend produkce (1,184 g/1) byla dosazena v 5. zkumavce se ¢tyinadsobnym mnozstvim P a
N. Ve zkumavce 5 a 6 je rozdil v fadech tisiciny vyprodukované biomasy, lze tedy fici, ze
Ctyfndsobny piidavek P a N mél stejny vliv, jako ptidavek dvojndsobného mnozstvi
hotec¢natych iontl. Obecné 1ze konstatovat, Ze v této kokultivaci zvySeny podil makroprvki P,

N a Mg ma velmi pozitivni vliv na produkci biomasy.
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Obr. ¢. 34 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase R.

toruloides a Anabaena torulosa (vlevo) a znazornéni mnozstvi procentualniho zastoupeni
lipidi v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pii kultivaci a kokultivaci RT a AT

(vpravo)
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Obr. ¢. 35 Kokultivace R. toruloides a Anabaena torulosa vysledky HPLC

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipida (Obr. €. 34) vidime
pomeérné stabilni produkci lipidii v kokultivacnich experimentech, ktera se pohybuje v rozmezi
(3,5-4,4 % lipidh). Celkova produkce je nizsi v porovnani s kontrolnimi kultivacemi, kdy sinice
dosahla nejvyssich produkei 7,60 % lipidi v biomase. Tento vysledek koresponduje s produkci
biomasy, kdy kontrolni sinicova kultura naprodukovala malo biomasy a zaméiila se na
akumulaci lipidd. Na druhou stranu v kokultivaénich experimentech byla preferovana i
produkce biomasy, ktera byla znateln€ vys$si nez u kontrolni sinice. Z hlediska slozeni mastnych
kyselin vidime, Ze v kokultivacich jsou zastoupeny primarné nasycené mastné kyseliny (SFA)
a mononenasycené mastné kyseliny (MUFA). V& vétsin¢ kokultivaci bylo naprodukovano vétsi

mnozstvi MUFA ve srovnani s kontrolnimi kultivacemi.
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Na produkci MUFA m¢l pozitivni vliv primarné navySeny obsah hotfecnatych ionta
s maximem 58,72 % v médiu s 300 % Mg iontl. Produkce polynenasycenych mastnych kyselin
byla v kokultivacich prakticky nizsi ve vSech kokultivacich, kdy bylo nejvice naprodukovano

18,40 % obsahu, a to v kokultivaénim médiu obohaceném o 200 % hotecnatych iontt.

Z vysledkit HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 35) vidime, Ze v porovnani
s kontrolnimi kultivacemi, dochazi u vSech kokultivaci ke snizené¢ produkci pigmentti. Na
druhou stranu doSlo k vyrazné zvySené produkci ubichinonu, ZvysSeny obsah zivin v médiu
vede ke zvySené akumulaci ubichinonu. Nejvyssi produkce ubichinonu v susin€ bylo dosazeno
na médiich s dvojnasobkem Mg, P a N (3,28 mg/g) a na médiu s dvojnasobnym obsahem Mg.
Produkce karotenoidii byla v kokultivacich nizk4 a nepiekrocila 0,7 mg/g suché biomasy.
Nejvyssi hodnoty bylo naméfeno u kontrolni kultivace Anabaeny torulosy, a to 1,35 mg/g.
Zavérem lze shrnout, ze tato kokultivace byla produktivni z hlediska produkce biomasy.
Produkce sledovanych metaboliti byla nizka a z tohoto hlediska je nutna dal$i optimalizace.

Déle mtizeme konstatovat, ze tato kokultivacni dvojice byla schopna spolecné koexistovat.

5.2 Experimenty kokultivaci s odpadnimi oleji

V ramci experimentd kokultivaci na odpadnich olejich (fritovaci olej a kavovy olej) byly
kombinovany rizné druhy karotenogennich kvasinek se sinici Anabaena torulosa (viz Obr. €.
36). V kazdém experimentu bylo zachovano slozeni média. A jako zdroj uhliku bylo misto
glycerolu vyuZzit odpadni fritovaci a kavovy olej (Tabulka ¢. 8). Hlavnim cilem téchto
experimentl bylo zjistit, zda kokultivani experimenty jsou vyhodnéjsi pro zpracovani téchto
odpadnich oleji v porovnani se samotnymi karotenogennimi kvasinkami. Dal§im cilem bylo

prostudovat dale, zda jsou kultury v kokultivaci, zejména sinice, schopny na olejovém substratu

prezit.

Tabulka ¢. 22: Rozlozeni experimentu, oznaceni vzorku
Kontrolni kvasinka — kdvovy olej Kvas kav
Kontrolni kvasinka — fritovaci olej Kvas_frit
Kontrolni sinice Sin
Kokultivace — kavovy olej K kav
Kokultivace — fritovaci olej K frit
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Obr. ¢. 36 Anabaena torulosa v BBM mineralnim médiu, kontrolni kultura

5.2.1 Rhodotorula kratochvilovae a Anabaena torulosa

Tabulka ¢. 23: Experimenty na odpadnich olejich ziskana biomasa

Mikroorganismus Olej MnoZstvi biomasy (g-1')
R. kratochvilovae Kévovy 5,118
R. kratochvilovae Fritovaci 8,106
A. torulosa Kontrola 0,102
Koku Kavovy 3,156
Koku Fritovaci 5,042

Z vysledkt ziskané biomasy miizeme pozorovat vyssi vyprodukovanou biomasu u samotné
kvasinky R. kratochvilovae na odpadnich olejich. Z tabulky je jasné, Ze nejlépe se dafilo
kvasince na fritovacim oleji, kde dosahla 8, 106 g/l suché biomasy. V porovnani s kokultivaci
na fritovacim oleji, kde byla hmnotnost 5,042 g/l, je vétSi mnozstvi u zminéné samotné
kvasinky v médiu s fritovacim olejem. Kavovy olej se v tomto experimentu prokazala jako
horsi uhlikaty substrat. Obecné lze konstatovat, ze pouziti fritovaciho oleje ma velmi pozitivni

vliv na produkci biomasy, jak v kultivaci, také 1 v kokultivaci.
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Obr. ¢. 37 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase R.

kratochvilovae a Anabaena torulosa (vlevo) a znazornéni mnozstvi procentualniho
zastoupeni lipidii v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pii kultivaci a kokultivaci
RK a AT (vpravo) na odpadnich olejcich
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Obr. ¢. 38 Kokultivace a kultivace na odpadnich olejich R. kratochlivovae a Anabaena

torulosa vysledky HPLC

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipidii (Obr. €. 37) vidime, Ze
kultivace na kavovém oleji a kokultivace na fritovacim oleji se v mnozstvi zastoupeni lipidi
v biomase nijak vyrazné neliSila. V kokultivaci bylo naprodukovano mensi mnozstvi biomasy,
1 celkovy obsha lipid. Kultivace na fritovacim oleji byla vyznamna z hlediska biomasy a také
velice zajimava 1 v procenutualnim zastoupeni lipidit v biomase. Bylo dosazeno maxima
42,36 % lipid v biomase u kvasinky na fritovacim oleji. U kontrolni sinice bylo dosaZeno
velmi nizkého nartistu biomasy, ktery byl ¢astecné kompenzovan produkci lipida, kterd doséhla

17,18 %.

90



Profil mastnych kyselin u vSech vzorki obsahuje vSechny skupiny mastnych.
Mononenasycené mastné kyseliny dosahly svého maxima 36,16 % v kokultivaénim
experimentu v médiu s fritovacim olejem, zde bylo dosazeno i maxima u polynenasycenych

mastnych kyselin 44,56 %. SFA dosédhla svého maxima 46,13 % u kontrolni sinice.

Z vysledktt HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 38) vidime jistou podobnost
mezi kvasinkovouu kultivaci na kdvovém oleji a kokultivaci na kdvovém oleji. V produkci
t€hcot latek dominuje kontrolni kultivace sinice. V obou piipadech je ptitomno malé mnoztvi
betakarotenu, celkové karotenoidy jsou o néco vyssi u kvasinkové kultivace, ubichinon je vyssi
u kokultivace. Celkové steroly se také n¢€jak nyrazné nelisi. U kokultivace je malé mnoZzstvi
celkovych chlorofyld, tudiz i sinice Caste¢né prezila v této kokultivaci na kavovém oleji.
Srovnani vysledkt kultivace a kokultivace na fritovacim oleji je v podstaté¢ obdobné jako
v ptipadé kavového oleje. Na zavér lze fici, Ze kokultivace nebyla primarné vyhodna pro
produkci biomasy. Z hlediska produkce sledovanych metaboliti je urcité potiebna
optimalizace. Dale mizeme konstatovat, ze tato kokultiva¢ni dvojice byla schopna spolecné

koexistovat i na odpadnich olejich.

5.2.2 Rhodotorula mucilaginosa CCY 19-4-6 a Anabaena torulosa

Tabulka ¢. 24: Experimenty na odpadnich olejich ziskana biomasa

Mikroorganismus Olej MnoZstvi biomasy (g-1'")
R. mucilaginosa Kévovy 11,760
R. mucilaginosa Fritovaci 14,800
A. torulosa Kontrola 0,0080
Koku Kévovy 12,516
Koku Fritovaci 16,328

Z vysledkti ziskané biomasy miizeme pozorovat vyS§i vyprodukovanou biomasu u
kokultivaci A. torulosy a kvasinky R. kratochvilovae na odpadnich olejich. Z tabulky je jasné,
ze nejlépe se dafilo kokultivaci na fritovacim oleji, kde doséhla 16,328 g/l biomasy. Samotna
kvasinka na firotavim oleji poté naprodukovala pouze 14,800 g/l biomasy. Obecné lze
konstatovat, ze pouziti fritovaci a kdvového oleje ma velmi pozitivni vliv na produkci biomasy,

jak v kultivaci, také i v kokultivaci.
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Obr. ¢. 39 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase R.

mucilaginosa a Anabaena torulosa (vlevo) a zndzornéni mnozstvi procentualniho
zastoupeni lipidii v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pfi kultivaci a kokultivaci
RM a AT (vpravo) na odpadnich olejcich
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Obr. ¢. 40 Kokultivace a kultivace na odpadnich olejich R. mucilaginosa a Anabaena
torulosa vysledky HPLC

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipidii (Obr. €. 39) vidime, Ze
kultivace na kdvovém oleji a kokultivace na kdvovém oleji se v mnozstvi zastoupeni lipidi
v biomase né&jak vyrazné neliSila. V kokultivaci bylo naprodukovano sice vétSi mnoZzstvi
biomasy, ale bylo na druhou stranu akumulovano méné¢ lipidi. Kokultivace na fritovacim oleji,
byla vyznamna z hlediska biomasy a také velice zajimava v procenutualnim zastoupeni lipida
v suché biomase. Kultivace na fritovacim oleji dosahla 25,65 % zastoupeni lipidi v biomase,
coZ je o néco vyssi nez u kokultivace. Maxima 31,54 % zastoupeni lipidli v biomase bylo
dosazeno u kvasinkové kultivace na kavovém oleji. Z hlediska slozeni mastnych kyselin je

vidét, ze u vSech vzorki byly produkovany v§Schny skupiny mastnych kyselin.
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Mononenasycené mastné kyseliny dosahly svého maxima 35,66 % v kokultivaci v médiu
s fritovacim olejem. Maxima u polynenasycenych mastnych kyselin 51,35 % bylo dosazeno u
kvasinkové kultivace na fritovacim oleji. SFA dosahla svého maxima 48,61 % u kvasinkové
kultivace na kdvovém oleji. Z vysledk je viditelny piimy vliv fritovaciho oleje, ktera ve vSech

kultivacich navySoval obsah MUFA.

Z vysledkit HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. ¢. 40) pozorujeme jistou
podobnost mezi kvasinkovou kultivaci na kavovém oleji a kokultivaci na kdvovém oleji.
V ptipadé kokultivace na kdvovém oleji je pfitmno malé mnoztvi betakarotenu. U kultivace i
kokultivace na kavovém oleji produkovano malé mnozstvi. Produkce ubichinonu byla
vyrazngj$i u kokultivace na kavovém oleji. Celkové steroly jsou vice zastupeny u kultivace na
kavovém oleji nez u kokultivace. Ve vzorcich kokultivaci nebyly naméteny ¢adné chlorofyly,
a lze tka predpokléadat, Ze sinice v této kultivaci pravdépodobné uhynula. Vysledky kultivaci
s vyuzitim fritovaciho oleje poté poskytuji prakticky shodné vysledky. V téchto médiich bylo
dosazeno nejvyssich produkei lipidickych metaboliti (ubichinon 5,804 mg/g). Na zavér lze fici,
ze kokultivace byla vyhodnd zejména na produkci biomasy a lipidi. Produkce pigmentt a
dalsich lipidickych latek byla velmi nizka. Z hlediska produkce sledovanych metabolith je
nutna dalsi optimalizace. Dale mizeme konstatovat, ze tato kokultivacni dvojice byla schopna

spole¢né koexistovat 1 na odpadnich olejich.

5.2.3 Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-9-7 a Anabaena torulosa

Tabulka ¢. 25: Experimenty na odpadnich olejich ziskana biomasa

Mikroorganismus Olej MnoZstvi biomasy (g:17)
R. mucilaginosa Kévovy 8,0000
R. mucilaginosa Fritovaci 11,132
A. torulosa Kontrolni 0,0080
Koku Kévovy 10,916
Koku Fritovaci 12,310

Z vysledkti ziskané biomasy miizeme pozorovat vyS§i vyprodukovanou biomasu u
kokultivaci A. torulosy a kvasinky R. kratochvilovae na odpadnich olejich. Z tabulky je jasné,
7e nejlépe se datilo mikroorganismiim v kokultivaci na fritovacim oleji, kde dosahla 12,310 g/l
biomasy. V porovnani s kultivaci na fritovacim oleji, kde kvasinka sama naprodukovala pouze

11,132 g/l, V ptipad¢ kavového oleje byl pozorovan stejny trend, ale s nizSimi produkcemi.
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Obr. ¢. 41 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase R.
mucilaginosa a Anabaena torulosa (vlevo) a znazornéni mnozstvi procentualniho
zastoupeni lipidi v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pfi kultivaci a kokultivaci
RM a AT (vpravo) na odpadnich olejcich
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Obr. ¢. 42 Kokultivace a kultivace na odpadnich olejich R. mucilaginosa a Anabaena

torulosa vysledky HPLC

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipidii (Obr. €. 41) vidime, Ze
kultivace na kdvovém oleji a kokultivace na kdvovém oleji se v mnozstvi zastoupeni lipidi
v biomase néjak vyrazné¢ nelisila. Stejné pravidlo platilo 1 pro obsaj lipidi v médiich
s fritovacim olejem. V kokultivacich bylo naprodukovéano vice biomasy, na druhou stranu vSak
v produkci lipidi zaostavaly kokultivace za kontrolni kvasinkovou kultivaci. Kvasinkova
kultivace na fritovacim oleji dosdhla 27,58 % zastoupeni lipidii v biomase, coz je o néco vyssi
neZ u kokultivace a tato hodnota 27,58 % je maximalni hodnota zastoupeni lipidi v biomase

v tomto experimentu.
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V profilu mastnych kyselin vidime dva zakladni trendy, ptidavek fritovaciho oleje vede ke
zvysené akumulaci MUFA, naopak kavovy olej indukuje vyssi produkci PUFA. Tento trend je
nezavisly na typu kultivace. Mononenasycené mastné kyseliny dosahly svého maxima 37,68 %
v kokultivaénim médiu s fritovacim olejem. Maxima u polynenasycenych mastnych kyselin
53,89 % bylo dosazeno u kvasinkové kultivace na kavovém oleji. SFA dosdhla svého maxima

40,95 % u kokultivace na kavovém oleji.

Z vysledktt HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 42) vidime jistou podobnost
mezi kvasinkou kultivaci na kavovém oleji a kokultivaci na kdvovém oleji. U obou piipadl je
pozorovatelné malé mnozstvi celkovych karotenoidli, ubichinonu je mirn¢ vétsi mnozstvi u
kokultivace na kavovém oleji (6,323 mg/g). Steroly jsou vice zastoupeny u kvasinkové
kultivace na kavovém oleji nez u kokultivace. U kontrolni sinice je malé mnoZstvi celkovych
chlorofylii, kokultivace naobsahovaly Zadné chlorofyly. Lze tedy pfedpokladat, ze 1 v této
kokultivaci doSlo k thynu kultury sinice. Ve srovnani kultivace a kokultivace na fritovacim
oleji je vidét znacny rozdil, kdy kultivace na fritovacim oleji obsahovala ubichinon i1 celkové
steroly, bohuZel u kokutivace nebyl pozorovan zadny sledovany metabolit. Pravdépodobné
doslo k chyb¢ v extrak¢nim procesu a bylo by vhodné cely experiment zopakovat. Na zavér Ize
fici, ze kokultivace byla opét vyhodnéjsi pro produkci biomasy. Déle miizeme konstatovat, ze
tato kokultivacni dvojice nebyla schopnd spole¢né koexistovat na odpadnich olejich. Sinice

v této kokultivaci nepieZila.

5.2.4 Sporidiobolus metaroseus a Anabaena torulosa

Tabulka ¢. 26: Experimenty na odpadnich olejich ziskana biomasa

Mikroorganismus Olej MnoZstvi biomasy (g:17)
S. metaroseus Kévovy 3,690
S. metaroseus Fritovaci 6,245
A. torulosa Kontrolni 0,040
Koku Kévovy 3,904
Koku Fritovaci 8,448

Z vysledkti ziskané biomasy miizeme pozorovat vyS§i vyprodukovanou biomasu u
kokultivaci 4. torulosy a kvasinky S. metarosues na odpadnich olejich. Z tabulky je jasné, ze

nejlépe se dafilo kokultivaci na fritovacim oleji, kde doséhla 8,488 g/l biomasy.
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V porovnani kultivaci na fritovacim oleji, kde kokultivace vyprodukovala 6,245 g/l
biomasy, je produkce v kontrolni kultivaci kvasinky o 20 % mensi. V ptipad¢ kavového oleje
byly kopirovaly vysledky produkci na fritovacim oleji. Obecné 1ze konstatovat, Ze pouziti

fritovaci oleje ma velmi pozitivni vliv na produkci biomasy, jak v kultivaci, také 1 v kokultivaci.
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Obr. ¢. 43 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase S.

metaroseus a Anabaena torulosa (vlevo) a znazornéni mnozstvi procentualniho zastoupeni
lipidi v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pii kultivaci a kokultivaci SM a AT
(vpravo) na odpadnich olejcich
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Obr. ¢. 44 Kokultivace a kultivace na odpadnich olejich S. metaroseus a Anabaena
torulosa vysledky HPLC

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipidii (Obr. €. 43) vidime, Ze
kultivace na kdvovém oleji a kokultivace na kdvovém oleji se v mnozstvi zastoupeni lipidi
v biomase n¢jak vyrazné nelisila. V kokultivaci bylo naprodukovano vétsi mnozstvi biomasy a
také veétsi mnozstvi lipidi v porovnani s kultivaci na kdvovém oleji. Kokultivace na fritovacim
oleji, byla vyznamna z hlediska biomasy a také velice zajimava v procenutualnim zastoupeni

lipida v biomase. Kokultivace na fritovacim oleji dosdhla 20,68 % zastoupeni lipidl v biomase,
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coz je niz$i hodnota nez u kvasinkové kultivace na fritovacim oleji, kde hodnota 28,28 % je
zaroven maximalni hodnota v tomto experimentu. U vSech kultivaci byl produkovan kompletni
profil mastnych kyselin. Jak jiz bylo zminéno v pfedchozich experimentech, 1 zde plati vliv
fritovaciho a kavového oleje na produkcei nenasycenyych mastnych kyselin. Mononenasycené
mastné kyseliny dosahly svého maxima 36,28 % ve kvasinkové kultivaci v médiu s fritovacim
olejem. Maxima u polynenasycenych mastnych kyselin 51,89 % bylo dosazeno u kvasinkové

kultivace na kdvovém oleji. SFA dosahla svého maxima 38,27 % u sinicové kontrolni kultivace.

Z vysledkl HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 44) vidime jistou podobnost
mezi kvasinkou kultivaci na kavovém oleji a kokultivaci na kdvovém oleji. U obou piipadl je
naméteno vétsi mnozstvi celkovych karotenoidi. Maxima produkce katorenoidii ale dosahla
kontrolni kultura sinice, a to 12,686 mg/g suSiny. V produkci ubichinonu dominovaly
experimenty s fritovaci olejem, kde bylo vyprodukovano vice nez 7,5 mg/g suSiny. Celkové
steroly jsou zastoupeny u kvasinkové kultivace 1 kokultivace na kdvovém oleji a neptekrocily
hodnotu 5,2 mg/g celkové suSiny. V piipad¢ kokutliva¢nich experimentti bylo identifikovano
velmi malé mnozstvi chlorofyll, které dokazuje, ze kultura sinice byla schopna za danych
podminek castecné prezit. Na zavér lze fici, Ze kokultivace byla vyhodné€j$i na produkci
biomasy. Z hlediska produkce sledovanych metabolitl je urcité potiebnad optimalizace. Dale
muzeme konstatovat, Ze tato kokultivacni dvojice by byla schopna spole¢né koexistovat i na

odpadnich olejich. Sinice v tomto kokultivaénim experimentu pieZila.

5.2.5 Rhodosporidium toruloides a Anabaena torulosa

Tabulka ¢. 27: Experimenty na odpadnich olejich ziskana biomasa

Mikroorganismus Olej MnoZstvi biomasy (g:17)
R. toruloides Kévovy 4,342
R. toruloides Fritovaci 9,650
A. torulosa Kontrolni 0,040
Koku Kévovy 5,268
Koku Fritovaci 9,474

Z vysledkti ziskané biomasy miizeme pozorovat nejvyssi vyprodukovanou biomasu u
kvasinkové kultivace R. foruloides na fritovacim oleji. Z tabulky je zfejmé, Ze nejlépe se datilo
kvasinkové kultivaci a kokultivaci na fritovacim oleji, kde bylo dosazeno pies 9 g/l suché

biomasy.
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V porovnani s kvasinkovou kultivaci a kokultivaci na kdvovém oleji, byla hmnotnost
polovi¢ni ve srovnani s kultivacemi na fritovacim oleji. Na kdvovém oleji se lépe dafilo
kokultivacnimu experimentu z hlediska vytéznosti biomasy. Obecné 1ze konstatovat, Ze pouziti
fritovaci oleje ma velmi pozitivni vliv na produkci biomasy téchto dvou mikroorganismt, jak

v kultivaci, také 1 v kokultivaci.
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Obr. ¢. 45 Procentualni zastoupeni mastnych kyselin ve vyprodukované biomase R.
toruloides a Anabaena torulosa (vlevo) a znazornéni mnozstvi procentualniho zastoupeni
lipidi v biomase a celkova vyprodukovana biomasa pii kultivaci a kokultivaci RT a AT
(vpravo) na odpadnich olejcich
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Obr. ¢. 46 Kokultivace a kultivace na odpadnich olejich R. toruloides a Anabaena torulosa
vysledky HPLC

Z grafti vysledkl analyzy slozeni mastnych kyselin a obsahu lipidii (Obr. €. 45) vidime, Ze
u kokultivace na kdvovém oleji bylo dosazeno maxima 26,13 % zastoupeni lipidi v biomase,

tato hodnota je znatelné¢ vyS$i nez u samotné kvasinkové kultivace na kavovém oleji.
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Kokultivace na fritovacim oleji, byla vyznamna z hlediska biomasy a také velice zajimava
v procentualnim zastoupeni lipid v biomase. Kokultivace na fritovacim oleji dosahla 20,37 %
zastoupeni lipidli v biomase, coz je srovnatelnd hodnota s hodnotou kvasinkové kultivace.
Z hlediska slozeni mastnych kyselin je vidét, ze u vSech vzorki je kompletni profil mastnych
kyselin. Mononenasycené mastné kyseliny dosdhly svého maxima 38,65 % v kultivaci
kvasinky v médiu s fritovacim olejem. Maxima u polynenasycenych mastnych kyselin 45,60 %
bylo dosazeno u kokultiva¢niho experimentu na kdvovém oleji. SFA dosahla svého maxima

44,72 % u kokultivacniho experimnetu na kavovém oleji.

Z vysledktt HPLC analyzy produkce lipidickych latek (Obr. €. 46) vidime jistou podobnost
mezi kvasinkou kultivaci na kavovém oleji a kokultivaci na kavovém oleji. V obou
experimentech dosahuje produkce karotenoidii vice nez 1,0 mg/g. Primarnim lipidickym
metabolitem dle analyzy je ubichinon, ktery dosdhl maxima 9,054 mg/g v kvasinkové kultuie
v médiu s fritovacim olejem. Celkové steroly jsou zastoupeny u kultivace i kokultivaci na
kavovém oleji, kdy znateln€ vyssi mnozstvi (6,131 mg/g) je u kvasinkového experimentu. U
kontrolni sinice bylo detekovano nejvy$si mnozstvi celkovych chlorofyli, a to 4,99 mg/g
susiny. V kokultiva¢nich experimentech bylo také detekovano malé mnozstvi celkovych
chlorofyli, a lez tedy predpokladat, Ze sinice ptezila i v kokultivacich. Na zavér Ize fici, ze
kvasinkova kultivace na fritovacim oleji byla nejvyhodnéjsi z hlediska produkce biomasy.
Nasledujici optimalizaci média a kultiva¢nich podminek by bylo mozné déle navysit produkce.
Déle miizeme konstatovat, ze tato kokultiva¢ni dvojice by byla schopna spole¢né koexistovat i

na odpadnich olejich. Sinice v tomto kokultivaénim experimentu pieZila.
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6 Zavér

Tato diplomova prace byla zaméfena na vybranné kmeny karotenogennich kvasinek,
sinic a principy jejich vzajemné kokultivace. Provedené testy potvrdily, Ze vybrané sinice
a zastupci karotenogenni kvasinek jsou schopné symbiotického rtstu. Nékteré vysledky
poukdzaly na vyznamné rozdily v trovni symbiotického riastu a celkové produktivité
celého procesu. Mikroorganismy byly vystaveny riznym stresovym faktorim. Které
spocivaly v biologickém stresu kokultivace, rizné urovné koncentraci makroprvku N, P
a Mg. Poslednim stresovym faktorem byl pfidavek odpadnich oleji do kokultiva¢nich
médii. Experimentalni ¢ast byla rozde€lelena do dvou cCasti, a to na multikultivatorové
kokultivaéni experimenty a experimenty provadéné na odpadnich olejich (kdvovém a
fritovacim).

V prvni ¢€asti experimentu byly karotenogenni kvasinky s vybranymi sinicemi
kokultivoviny na BBM minerdlnim médiu, nebo na spirulina médiu. Volba
kokultivaéniho média byla zaloZzena na tom, jaké minerdlni médium bylo pro sinici
vhodné. Nasledné byly pfidany rtizné kombinace stresovych faktort, v podob¢ obohaceni
o mineralni ionty (P, N a Mg?") v riznych mnozstvich. Toto rozvZeni experimentu bylo
pot¢ dodrzeno u vSech kokultivaénich experimentii, které byly provedeny
v multikultivarotu ve zkumavkach o objemu 80 ml. V ramci této prace s karotenogennimi
kvasinkami byli vyuziti zastupci rodt Rhodotorula, Rhodosporidium a Sporidiobolus a
sinicové rody byly vyuzity Anabaena a Arthrospira. Bylo prokdzano, ze studované
kmeny karotenogennich kvasinek byly schopné rist, jak na BBM minerdlnim médiu, tak
také na spirulina médiu. Také bylo prokazano, ze veskeré kokultivacni experimenty, které
byly provadény, byly schopny kokultiva¢ni dvojice piezit a produkovat kombinovanou
biomasu a sledované metabolity. Experimenty také ukazaly, Ze vhodnou volbou
mikroroorganismui a pomérem dusiku, fosforu a hofe¢natych iontl 1ze dosdhnout zvyseni
produkce metaboliti v fadu jednotek procent. Bylo zjiSténo, ze v kokultivacnich
experimentech riizné koncentrace makroprvkii nemaji vyrazny vliv na produkei a profil
mastnych kyselin. Déle bylo zjiSténo, ze pii vyCerpani Zivin se kvasinky za¢nou chovat

jako velmi sily agresor a sinici pfitomnou v médiu za¢nou asimilovat.

100



V téchto experimentech dosdhly nejlepSich vysledkli dvojice Rhodosporidium
toruloides a Anabaena torulosa, kdy maximum naprodukované biomasy bylo v pfipadé
piidani 200 % P a N, kde vytézek byl 4,711 g/1. V porovnani s kontrolnimi kultivacemi
(0,135 g/l sinice a 0,846 g/l kvasinka) je tedy narust mnozstvi biomasy zietelny. DalSim
vhodnym kokultivaénim partnerem byla dvojice Rhodosporidium toruloides a
Arthrospira maxima, kdy maximum naprodukované biomasy bylo v pfipad¢ ptidani
dvojnasobného mnozstvi hofecnatych ionti a bylo dosazeno 5,745 g/l. Opét v porovnani
s kontrolnimi kultivacemi (0,209 g/l sinice a 1,596 g/1) je také nértst biomasy zietelny.
Narust, 1 kdyz ne tak velky byl pozorovan jesté u kokultivaéni dvojice Sporidiobolus
pararoseus a Anabaena torulosa, kdy maximum naprodukované biomasy bylo dosazeno
vmédiu s 200 % P a N, vytézek byl 1,054 g/l. KdyZ je to porovnano s kontrolnimi
kultivacemi (0,094 g/ sinice a 0,376 g/l kvasinky) je zde také pozorovan narust. Produkce
lipidickych metabolitl byla v téchto experimentech pomérné nizka a pro jeji navySeni je
nutna dal$i optimalizace kultivacnich podminek.

V druhé casti experimentu byly karotenogenni kvasinky a sinice kultivovany na
odpadnich olejich. V ramci tohoto experimentu byly vyuZity tyto rody karotenogennich
kvasinek Rhodosporidium, Sporidiobolus a Rhodotorula, v téchto kokultivacich byla
vyuzita jedind sinice, a to Anabaena torulosa. Tyto dvojice byly kultivovany na BBM
médiu s pfidavkem glycerolu jako zdrojem uhliku a s vyuzitim odpadi z potravinatského
prumyslu (fritovaci a kavovy olej). Tyto materidly slouzily jako levné zdroje uhliku
v médiu. Byla provedena série laboratornich kvasinkovych kultivaci na olejich a
kokultivaci na olejich. Kvasinky dosahly velmi dobrych vysledkli v produkci biomasy i
produkci metabolitil na této kombinaci substratii. Pozitivné;si vliv mél fritovaci olej, kdy
vytézky biomasy byly vzdy vyssi. Nejvyhodnéjsi z técho kvasinkovych experimentt bylo
dosazeno u kvasinky Rhodotoruly mucilaginosy, kdy bylo naprodukovéno 14,800 g/l
biomasy v médiu s pfidanym fritovacim olejem. Byly provadény i1 kokultivace na
odpadnich olejich. V ¢asti experimentll, na zaklad¢ dat analyzy pfitomnych chlorofyld,
lze kontatovat, ze sinice v téchto experimentech nékdy ptezila, ale ne vzdy se ji Gplné
dafilo. Svého maxima v naprodukovaném mnoZstvi biomasy dosdhla v médiu na
fritovacim oleji spole¢né s kvasinkou Rhodotorula mucilaginosa. Obecné platilo
pravidlo, Ze v ptipadé¢ kokultivaci bylo vyprodukovéno vice biomasy v porovnani

s kvasinkovou kultivaci na odpadnich olejich.
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Vysledky experimentt s karotenogennimi kvasinkami a sinicemi potvrdily velky
potencial jejich biotechnologického vyuziti. Také bylo potvrzeno, ze vhodnou volbou a
optimalizaci kultiva¢nich podminek je mozné modelovat produkci metabolitl a zvySit
tedy zisky celého procesu. Kokultivace je potencidlné€ velmi efektivni metoda kultivace
kvasinek a sinic, které umoziuji produkci kombinované biomas, ktera miize byt
obohacena o tadu cennych latek, ve srovnani s produktem klasické jednodruhové

kultivace.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ACP — acylovy nosny protein

AL — Anabaena laxa

ALA —kyselina aminolevulova

AM — Arthrospira maxima

AMP — adenosinmonofosfat

AT — Anabaena torulosa

ATP — adenosintrifosfat

CoA — acetylkoenzym A

COPRO - koproporfyrinogen 11

ER — endoplazmatické retikulum

FID — plamenové¢ ionizacni detektor
GC — plynova chromatografie

HMB — hydroxymethylbilan

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
ICDH - isocytratdehydrogenaza

IMP — inosinmonofosfat

Kvas — Kvasinka

K 2x P, N — Kokultivace 200 % P, N

K 3x P, N — Kokultivace 300 % P, N

K 4x P, N — Kokultivace 400 % P, N

K 2x Mg — Kokultivace 200 % Mg

K 3x Mg — Kokultivace 300 % Mg

K 2x P, N, Mg — Kokultivace 200 % P, N a Mg
K kav — Kokultivace na kavovém oleji
K_frit — Kokultivace na fritovacim oleji
Kvas_kav — Kvasinka na kdvovém oleji

Kvas_frit — Kvasinka na fritovacim oleji
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MeOH — methanol

MF A — mobilni faze A

MF B — mobilni faze B

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny
NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NADP — nikotinamidadenindinukleotidfosfat
PBG — porfobilinogen

PDA — detekor diodového pole

PUFA - polynenasycené mastné kyseliny
RK — Rhodotroula kratochvilovae

RM — Rhodotorula musilaginosa

ROS —reaktivni forma kysliku

RT — Rhodosporidium toruloides

Sin — Sinice

SM — Sporidiobolus metaroseus

SP — Sporidiobolus pararoseus

TAG — triacylglycerol

TrisHCL — pufr kyseliny chlorovodikové
URO — uroporfyrinogen

YPD - yeast extract-pepton-dextrose
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