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Abstrakt

Tato bakalarskd prace se zabyva produkci karotenoidldi a lipidickych latek vybranymi kmeny
karotenogennich kvasinek kultivovanych na odpadnich substratech potravinaiského prumyslu. Byly
sledovany produkéni vlastnosti kvasinkovych kment Sporidiobolus pararoseus, Sporidiobolus
metaroseus, Cystofilobasidium macerans, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula kratochvilovae
a Rhodosporidium toruloides. Kultury byly kultivovany pomoci odpadnich produkti potravinaiské
vyroby: odpadni fritovaci olej, kavovy olej, ktery byl ziskan extrakei z kavové sedliny a odpadni
zivocisny tuk z kafilerii.

Préce je slozena ze dvou hlavnich ¢asti. V teoretické ¢asti jsou popsany jednotlivé rody kvasinek,
sledované metabolity, odpadni produkty a metody analyzy sledovanych metabolitl. Experimentalni ¢ast
je zaméfena na pouZiti a zpracovani odpadnich substrati, kultivace kvasinek, ziskavani a zpracovani
biomasy analyzu metabolita.

Pro produkci karotenoidii na odpadnich substratech byly nejvhodnéjs$i kmeny Rhodosporidium
toruloides a Sporidiobolus pararoseus. Nejvyssi produkce lipidickych latek byla naméfena u kmene
Sporidiobolus pararoseus.

Klicova slova

Karotenogenni kvasinky, karotenoidy, ergosterol, ubichinon, tokoferol, kdvovy olej, fritovaci ole;j,
odpadni zivoci$ny tuk



Abstract

This bachelor thesis deals with the production of carotenoids and lipids by selected strains of
carotenogenic yeasts cultivated on waste substrates of the food industry. The production properties of
the yeast strains Sporidiobolus pararoseus, Sporidiobolus metaroseus, Cystofilobasidium macerans,
Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula kratochvilovae and Rhodosporidium toruloides were studied.
The cultures were cultivated by using waste products of food industry: waste frying oil, coffee oil which
was obtained by extraction from coffee grounds and waste animal fat from rendering plants.

The work consists of two main parts. The theoretical part describes the individual genera of yeasts,
monitored metabolites, waste products and methods of analysis of monitored metabolites. The
experimental part is focused on the processing of used waste substrates, cultivation of yeasts, acquisition
and processing of biomass and analysis of metabolites.

Rhodosporidium toruloides and Sporidiobolus pararoseus strains were the most suitable for the
production of carotenoids on waste substrates. The highest production of lipid substances was measured
in the strain Sporidiobolus pararoseus.

Keywords

Carotenogenic yeasts, carotenoids, ergosterol, ubiquinone, tocopherol, coffee oil, frying oil, waste
animal fat
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1 UVvOD

S vSeobecné rostoucim zajmem o zdravy Zzivotni styl roste i poptavka po potravinovych
doplncich, do nichz se pridavaji i karotenoidy a nenasycené mastné kyseliny. Lipidické latky jsou
nezbytnou soucdsti potravy a zastavaji mnoho biologickych funkci (naptiklad rozpoustédla pro lipofilni
vitaminy). Mikrobialni lipidy obsahuji velké mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin, které maji
protizanétlivy ucinek a maji vliv na snizovani hladiny LDL cholesterolu v Krvi. Nékteré karotenoidy
jsou prekurzory vitaminu A, ktery je esencialni pro zivoCichy (v¢etné ¢lovéka). Karotenoidy patii mezi
ptirodni barviva, kterd jsou syntetizovana pomoci rostlin. Schopnost syntetizovat karotenoidy maji
kromé rostlin také né€které mikroorganismy jako napfiklad karotenogenni kvasinky. Produkce
karotenoidd je mozné provadét pomoci velkokapacitnich kultivaci karotenogennich kvasinek.
Komerc¢né dostupné komplexni substraty jsou ekonomicky cenové nakladné, proto se hledaji levnéjsi
alternativy vyuzitelnych substrati. Soucasné v poslednich letech se nejen ve véde klade také duraz
na cirkularni ekonomiku. V biotechnologiich tedy dochazi k nahrazovani komerénich substrati
odpadnimi latkami z jinych vyrob. Odpadni substraty z potravinafského primyslu jsou energeticky
bohaté smési latek, které jsou po vhodné upravé vybornym uhlikatym ¢&i komplexnim substratem
pro kvasinky. Mezi vhodné odpadni substraty z potravinaiského primyslu patiéi napiiklad pouzity
fritovaci olej, kdvova sedlina (popt. kavovy olej) ¢i odpadni zivocCisny tuk z kafilerii. Optimalizaci jejich
upravy a podminek kultivace mizeme jejich efektivitu jesté zvysit. Karotenoidy jsou diky svym
specifickym vlastnostem vyuzivany ve farmakologickém pramyslu pro pfipravu vitamind,
potravinovych dopliki a vyuzivaji se i ke snizovani rizika ur¢itych onemocnéni. Dale karotenoidy nasly
své vyuziti v kosmetickém primyslu, v potravinarském pramyslu pfi vyrobé potravinaiskych barviv
a Vv neposledni fad¢€ i v zemédelském prumyslu jako soucast krmnych smési.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunééné chemoorganotrofni mikroorganismy, spadajici do fise Fungi.
Rozmnozuji se nejcastéji nepohlavné — délenim ¢i pucenim, je mozné i pohlavni rozmnozovani pomoci
spor. Je znamo zhruba 1500 druht kvasinek a vyskytuji se po celém svété. Druhy jsou tvarove
rozmanité: kulovité, elipsoidni, ovalné nebo vlaknité. Velikost jedné buiiky se pohybuje kolem 3-6 pm.
Maji tendenci shlukovat se do kolonii. Nékteré kmeny zkvaSuji monosacharidy za vzniku ethanolu
a oxidu uhli¢itého. Tato schopnost jim zajistila vyznamné misto v potravinaiském pramyslu. [1][2]

2.1.1 Cytologie kvasinek

Kvasinky patii mezi eukaryotni organismy. Na povrchu jsou opatfeny pevnou bunéénou sténou bez
brv a bic¢ikli. Bunécna sténa slouzi jako ochrana butiky — je pevna a silna. Pod bunécnou sténou se
nachazi cytoplazmaticka membrana (Obrazek 1) tvoiena fosfolipidovou dvouvrstvou s membranovymi
proteiny. Slouzi jako osmotické rozhrani mezi bufikou a vné&js§im prostiedim. Zajistuje jak pfijimani
latek do buriky, tak jejich transport z buniky do jejiho okoli. Vnitini prostor buiiky obklopujici jadro
abunééné organely je vyplnén cytosolem. Jadro je od cytoplazmy oddéleno dvojitou jadernou
membranou a obsahuje chromozomy jako nositele genetické informace. Mezi nejvyznamnéjsi organely
patii endoplazmatické retikulum, které ma na své vnéjsi Casti ribozomy. Je dilezité svou roli pii
proteosyntéze. Dalsi podstatnou organelou jsou mitochondrie, které obsahuji dychaci enzymy, a probiha
zde oxidaéni fosforylace. Dale obsahuje vakuoly, které obsahuji hydrolytické enzymy a dale slouzi
k zasobé& polysulfati, aminokyselin a purint, které se pravé nepodileji na zadnych procesech v burnce.
Pii fylogenezi buiika obsahuje n€kolik malych vakuol, ve starSich buiikach je pouze jedna, ktera mize
zapliiovat vétSinu prostoru v buiice. Golgiho aparat je méchytkovita organela, jejiz funkci je nejspise
transport prekurzorti bunééné stény z cytoplazmy pies cytoplazmatickou membranu. K pohybu organel
v bunice slouzi cytoskelet, ktery je tvofen proteinovymi vlakny. V buiice kvasinek se také vyskytuji

zrni¢ka rezervnich latek (volutinu a glykogenu), enzymy, ribozomy, nukleosidy a dalsi. [1][2]

Zan\p 1. Bunéna sténa
: \7 2. Jizva zrodu
’ 3. Cytoplazmaticka membrana
v 4. Jadro
o - ~ 5. Jadernd membrina
.l 6. Vakuola
: . 7. Endoplazmaticke retikulum
| 8. Mitochondrie
P ' Bk 9. Glykogen
) 0. Polymetafosfat

10.
11. Lipidova sloZka
12. Golgtho aparat

Obrazek 1: Schematické zobrazeni bunky kvasinky [3]

10



2.1.2 Karotenogenni kvasinky

Karotenogenni kvasinky se vyznacuji schopnosti produkce a akumulace karotenoidnich barviv. Tyto
naakumulovana barviva maji za nasledek Zlutooranzové az Cervené zbarveni téchto kvasinek, diky
némuz jsou také nazyvany ,,Cervené kvasinky*. Mezi nejvyznamnéjsi barviva patii B-karoten, lykopen,
torulen a torularhodin.. Skladba karotenoidii v buiice kvasinek je ovlivnéna druhem kvasinek, Zivnym
médiem a vn&jSimi podminkami (svétlo, teplo a prisun kysliku). Karotenogenni kvasinky spadaji
do tiidy Basidiomyceate a mezi nejlépe prozkoumané rody patii Rhodotorula, Sporidiobolus
a Cystofilobasidium. Spole¢nym znakem téchto kvasinek je vysoka akumulace lipidd se zvySenym
podilem polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA). Tyto latky maji velky vyznam v oblasti
potravinafstvi, farmakologickém primyslu i v pramyslu paliv. [3][4]

2.1.2.1 Rod Rhodotorula

Do tohoto rodu patii bezmala 160 druhti, mezi neznaméj$i patii Rhodotorula mucilaginosa,
Rhodotorula minuta a Rhodotorula glutinis. Kvasinky tohoto rodu maji ovalny az protahly tvar. Jejich
zbarveni se pohybuje v Sirokém spektru od zlutého, pies rizové az po cervené (Obrazek 2). Produkuji
smes karotenoidl pievazné slozenou z B-karotenu, torularhodinu a torulenu. Tento rod se vyznacuje
dobfe vyvinutym pentdézovym cyklem a neschopnosti zkvasovat cukry. Rozmnozuji se multilateralnim
pucenim popftipadé€ polarnim. Jejich pozadavky na kultivaci nejsou velké, vyskytuji se ve vodé, vzduchu,
na rostlinach a najdeme je i v pudach s nizkym obsahem dusiku, diky jejich nenaro¢nosti na jeho obsah.
Pfinosné jsou diky své vysoké schopnosti akumulovat lipidy s vysokym obsahem PUFA. [2][3][4][5]

L™

A r Sl e 2l
% 'A}-n:. N

Obrazek 2: Rhodotorula mucilaginosa — snimek z mikroskopu a kultura na Petriho misce

11



2.1.2.2 Rod Sporidiobolus

Jde o perfektni stadium rodu Sporobolomyces. Jejich buniky maji vej¢ity, ovalny az valcovity tvar.
Kolonie jsou ploché az vypouklé, zluté, oranzové az syté razové (Obrazek 3). Jsou charakteristické
tvorbou balistokonidii. Nékteré druhy jsou schopny vytvaiet pravé mycelium. Kvasinky rodu
Sporidiobolus jsou striktné acrobni. Nejsou schopny zkvasovat cukry. Karotogenezi produkuji torulen,
B-karoten a torularhodin. Mezi zastupce patii napiiklad Sporidiobolus pararoseus nebo Sporidiobolus
salmonicolor. [3]

Obrdazek 3: Sporidiobolus pararoseus — snimek z mikroskopu a kultura na Petriho misce
2.1.2.3 Rod Cystofilobasidium

Kvasinky z rodu Cystofilobasidium jsou ptibuzné rodu Rhodotorula, od nichz se 1isi jednobunéénym
basidiem. Radime sem Cystofilobasidium capitatum, Cystofilobasidium macerans nebo
Cystofilobasidium bisporidii. Tvar bunék je kulaty az protahly. Kolonie tvoii hladké, lesklé, oranzové
az skoticové barvy (Obrazek 4). Nékteré druhy jsou schopny zkvaSovat cukry. Ke spoleénym znaktim
patii schopnost utilizovat glukuronatu a obsah xylosu v bunééné sténé. [1][6]

Obrazek 4. Cystofilobasidium macerans — snimek z mikroskopu a kultura na Petriho misce
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2.2 Sledované metabolity
2.2.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou lipofilni barviva — rozpustna v tucich. Jde o ZIuté, oranzové a Cervené pigmenty,
vyskytujici se v rostlinach, fasach, houbach, mikroorganismech i zivocisnych organismech. Diky své
lipofilni povaze se vyskytuji v membranach, napiiklad v membrané nékterych chloroplastd. V piirode
maji karotenoidy hned nékolik funkci. K hlavnim patii vliv na snizeni oxida¢niho stresu a odchyt
volnych radikalti. Dale jsou dobrymi antioxidanty diky obsahu dvojnych vazeb. Vyznamna je i jejich
funkce jako prekurzor vitaminu A. Karotenoidy jsou dulezité i pro spravny chod lidského organismu,
karotenoidy pro nas organismus patii -karoten, jako prekurzor pro syntézu vitaminu A. Ma dobry vliv
na pokozku (pfi vystaveni Slunci), zabrafiuje vzniku o¢nich chorob a zlepSuje imunitni systém. [1][7][8]

2.2.1.1 Chemicka struktura a vlastnosti

Karotenoidy definujeme jako izoprenoidy s osmi izoprenoidnimi jednotkami - tetraterpeny. Jejich
struktura tudiz obsahuje 40 atomt uhlikil v polyenovém fetézci. Obsahuji konjugovany systém dvojnych
vazeb nejcastéji v trans-izomeraci (Obrazek 5). Karotenoidy rozliSujeme podle jejich chemické
struktury na:

e Karoteny: nesubstituované uhlovodikové fetézce. Maji oranzové az Cervené zbarveni.
e Xantofyly: jde o kyslikaté derivaty karotend. Vznikaji oxidaci nebo hydroxylaci karotent. Jejich
zbarventi je zluté.

Dale je délime podle zakonceni polyenového tetézce:
e Acyklické (alifatické): neobsahuji zadny cyklus.
o Lykopen — prekurzor pro dalsi karotenoidy, 3-karoten
e Monocyklické: jeden z koncti fetézce je tvotfen cyklem (pétiClennym ci Sesticlennym)
o y-karoten, torulen, torularhodin
e Dicyklické: Oba konce podléhaji cyklizaci
o p-karoten

Konjugovany systém dvojnych vazeb v karotenoidech ma za nasledek jejich fotochemické vlastnosti.
Jejich absorpéni spektrum je v rozsahu vilnovych délek 400-500 nm, pficemz na jejich absorpéni
maximum maji vliv jednotlivé substituenty derivati. Karotenoidy jsou nepolarni latky nerozpustné
ve vodg. Jsou pomérné odolné vici puisobeni redukénich ¢inidel a zméné pH. Naopak jsou nestabilni
a rozkladaji se ptisobenim oxida¢nich ¢inidel a zafeni. Plsobenim svétla, tepla ¢i kyselého prostiedi
podléhaji izomerii na cis-formy a nejsou tak schopné byt provitaminem A. [7][8][9]
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Obrdzek 5: Strukturni vzorce vybranych karotenoidii [ 10]

2.2.1.2 Funkce karotenoidii

Karotenoidy maji vliv na velkou ¢ast metabolickych procesi. Karotenoidy vazané v membrané
chloroplastti ochraiiuji fotochemicky aparat a podileji se i na samotné fotosyntéze. Vazané mimo zelené
¢asti rostlin jsou pfitomny v chloroplastech a plsobi jako barviva. V mikroorganismech se vyskytuji
ve formé lipidovych kapek a v biomembranach, kde je vyuZzivana jejich antioxidacni vlastnost
pro ochranu molekul nachylnych na oxidaci. Tato antioxidacni vlastnost se uplatiiuje ve vSech typech
bun€k a zabraniuje zméné struktury bunék, narusovani tkani a vzniku nadorovych bujeni. Mnoho
karotenoidi jsou prekurzory vitaminu A (retinolu), ktery chrani zrak. [11][12]

2.2.1.3 Biosyntéza karotenoidii

Syntéza karotenoidii probihd pomoci izoprenové drahy, kterd spada do sekundarniho metabolismu.
Izoprenova drdha ma dvé casti. V prvni casti dochéazi k syntéze aktivované formy izoprenu
(isopentenyldifosfatu) a v druhé ¢asti drahy dochazi ke kondenzaci téchto aktivovanych izoprenovych
jednotek. Dalsi apravy vedou ke vzniku samotnych derivati karotenoidd (Obrazek 6).

Prvni ¢ast zac¢ina aldolovou kondenzaci acetyli ve formé acetyl-CoA, ziskaného z glykolyzy ¢i
B-oxidace vysSich mastnych kyselin. Kondenzaci dvou acetyl-CoA vznika acetoacetat, ktery dale
kondenzuje s dalsim acetyl-CoA za vzniku 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA). V dalsim
kroku se HMG-CoA redukuje pomoci reduktaz na mevalonat. Mevalonat podstupuje fosforylaci pomoci
kinazy za vzniku mevalonat fosfatu a nasledn€ znovu fosforyluje na mevalonatdifostat. Prvni faze kon¢i
dekarboxylaci mevalonatdifosfatu za vzniku aktivni izoprenové jednotky izopentyldifosfatu (IPP) ¢i
jeho izomeru dimethylallyldifosfatu (DMAPP).

Ve druhé casti jsou izoprenové jednotky kondenzovany zplisobem ,hlava-pata“ a vznika tak
geranyldifosfat, druhou adici vznika farnesyldifosfat. Treti adici isopentyldifosfatu se formuje
geranylgeranyldifosfat (GGPP). Dvé molekuly GGPP podstupuji redukéni kondenzaci spojenim ,,hlava-
hlava“ a vznika nejjednodussi Ca4o karotenoid fytoen.
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Obrdzek 6: Schéma syntézy karotenoidii [10]

Od fytoenu se dale odviji syntéza ostatnich karotenoidi. Fytoen je dehydrogenovan na neurosporen
a dalsi dehydrogenaci vznika lykopen a jeho cyklizace vede ke vzniku y-karotenu. y-karoten je mozné
ziskat i pfes p-zeakaroten, ktery vznika cyklizaci neurosporenu a podléha dehydrogenaci na y-karoten.
Praveé y-karoten je prekurzorem dvou nejvyznamnéjsich karotenoidi, které se v kvasinkach vyskytuji
ato B-karoten a torulen. B-karoten vznika cyklizaci y-karotenu. Pokud y-karoten je desaturovan, tak
dochazi k biosyntéze torulenu, ktery je prekurzorem dal$iho vyznamného karotenoidu vyskytujiciho se
v kvasinkach — torularhodinu. Aby doSlo k biosyntéze torularhodinu, musi torulen podstoupit
hydroxylaci a dvojitou oxidaci (Obrazek 7). [5][13][14][15]
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Obrazek 7: Schéma syntézy karotenoidii z fytoenu [10]
2.2.1.4 MoZné vyuZiti karotenoidu v prumyslu

Karotenoidy nasly své uplatnéni uz velice davno jako pfirodni barviva ve formé Cerstvych ¢i susenych
rostlin pro barveni potravin. Taktéz jsou pfidavany do krmnych smeési krav a dribeze pro ziskani
pozadované barvy mléka a zloutki. Pokud jsou karotenoidy v potravé hospodaiskych zvirat
ve vstiebatelné podobé¢, neslouzi pouze k obarveni vyslednych produktd, ale také ke zlepSeni imunity
jedinct a zrychleni jejich ristu. Jednim z nejznaméjsich vyuziti je jejich uplatnéni ve farmakologickém
primyslu. Zde se karotenoidy vyuzivaji k vyrobé dopliikti stravy. Snizuji oxidacni stres a tim piedchézi
nadorovému bujeni, snizuji vyskyt kardiovaskularnich chorob, pfedchazi degradaci Zluté skvrny
na sitnici (pfic¢ina slepoty), chrani kizi pted UV zafenim a slouzi jako prekurzory vitaminu A. Diky
svym antioxidatnim a pigmentacnim vlastnostem jsou karotenoidy vyuzivany i v kosmetickém
prumyslu napiiklad pii vyrobé samoopalovacich krému. [8][9][11]

Diky novym poznatkiim o ucincich karotenoidi a jejich zvySenému vyuzivani v mnoha odvétvich
pramyslu se hleda vhodna, efektivni, levna cesta jejich mikrobialni produkce ve vysokém vytézku, ale
1 Cistote.
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2.2.2 Lipidy

Lipidy jsou ptirodni latky pfitomné ve vSech zivych organismech (tuky, oleje, vosky,...). Jde o produkty
primarniho metabolismu, nebo jsou ziskdvany z potravy. Plni zde mnoho dulezitych funkci, podle
kterych je mozné je i délit:

e Stavebni: Lipidy se podileji na vystavbé a komplementarit¢ bunék. Jsou soucasti
fosfolipidovych biomembran, které jsou nezbytné pro existenci a zivotaschopnost bunck.
Biomembrany jsou tvoteny dvojvrstvou fosfolipidi (sfingomyeliny a fosfoacylglyceroly), dale
obsahuji steroly (cholesterol) a glykosfingolipidy (cerebrosidy a ganglosidy).

e Zasobni: Jednou z nejvyznamnéjSich funkcei lipidi v bunéénych organismech je, zZe slouzi jako
zasobarna chemické energie. Tato energie je v lipidech uskladnéna v podob¢ mastnych kyselin
vazanych v triacylglycerolech. Pfi nedostatku Zivin dochézi v buikach k odbouravani mastnych
kyselin B-oxidaci a ziskava se tak energie.

e Metabolicka: Lipidy slouzi jako rozpoustédla nepolarnich latek, coz je velice vyznamné
pro rozpustnost lipofilnich latek, jako jsou naptiklad vitaminy A, D, E a K ¢i hormony.

e Ochranna: V neposledni fad€ maji lipidy v podobé tukovych tkani termoizola¢ni funkci. [7][13]

2.2.2.1 Chemicka struktura a vlastnosti

Z chemického pohledu jde o estery alkoholti a vysSich mastnych kyselin. Hlavnim znakem vsech lipida
je jejich nepolarni struktura. Jsou tedy nerozpustné ve vodé a samy slouZi jako rozpoustédla nepolarnich
latek. Tato vlastnost se vyznamné uplatiiuje pfi struktufe biomembran. Lipidy rozdélujeme podle
sloZeni:

e Jednoduché lipidy: Jedna se o estery vysSich mastnych kyselin a alkohold. Pokud uvazujeme
oleje a tuky alkoholem je glycerol, pokud vosky, vystupuji zde vyssi alkoholy.

e Slozené¢ lipidy: Jde o derivaty jednoduchych alkohold, kdy je na alkohol esterové vazana i jina
skupina ¢i slozky, nez vys§i mastna kyselina. Mezi sloZené lipidy patii fosfolipidy, glykolipidy,
lipoproteiny, aminolipidy,... Jejich hlavnim znakem je amfifilni charakter — ¢ast molekuly je
hydrofobni a ¢ast je hydrofilni.

e (Odvozené lipidy a prekurzory: Jde o rozmanitou skupinu latek s lipofilnim charakterem
(steroidy, alkoholy, nepolarni vitaminy, ketolatky, karotenoidy ¢i hormony). [7][13]

2.2.2.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou vyznamnymi stavebnimi prvky mnoha lipidd. Jde o organické monokarboxylové
kyseliny s uhlikatym fetézcem o délce 4 az 26 atomt uhliku. Podle vyskytu dvojnych vazeb v fetézci
délime mastné kyseliny na:

e Nasycené mastné kyseliny (SFA = Saturated Fatty Acids) — neobsahuji ve svém fetézci dvojnou
vazbu. Za laboratorni teploty jde o pevné latky. Diky nepfitomnosti dvojnych vazeb jsou
stabilni. Mezi zastupce patii kyselina stearova a palmitova.

e Mononenasycené mastné kyseliny (MUFA = MonoUnsaturated Fatty Acids) - obsahuji pravé
jednu dvojnou vazbu ve svém fetézci. Za laboratorni teploty jde o kapalné latky. Vyznamnou
funkeci je snizovani LDL cholesterolu v krvi. Nejvyznamnéjsi je kyselina olejova.

e Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA = PolyUnsaturated Fatty Acids) — Vv jejich fetézci se
objevuji alesponn dvé dvojné vazby. Za laboratorni teploty jde o kapalné latky. PUFA jsou

c 7 wa1e

a snizuji hladinu LDL lipoproteini K zastupctim patii kyselina linolova ¢i linoleova. [7][13]
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2.2.2.3 Biosyntéza lipidit

JelikoZ jsou lipidy rozmanité latky, jejich metabolismus se sestdva z mnoha drah podle finalni podoby
produktu. Nejvyznamnéjsi je biosyntéza triacylglyceroli. Ta probihé v cytosolu buné€k a probiha pouze
za dostatku ATP a acetylCoA v bunice. Ma tii hlavni kroky. Prvnim krokem je biosyntéza mastnych
kyselin. Druhym krokem je biosyntéza glycerolu. Poslednim krokem je kondenzace mastnych kyselin

s glycerolem za vzniku triacylglycerolt. [13][14]
2.2.2.3.1 Biosyntéza mastnych kyselin

Biosyntéza mastnych kyselin nejlépe probihd za dostate¢né saturace organismu zivinami. Vychozi
latkou pro biosyntézu mastnych kyselin je acetyl-CoA (Obrazek 8). Prvni vstupujici molekula
acetylkoenzymu A je ptevedena na acetyl-ACP pomoci enzymu acetyl-CoA-ACP-transacetylasy
a dochdzi k navdzani na cysteinovy zbytek enzymatického komplexu syntézy mastnych kyselin (FAS)
za uvolnéni CoA. Za pusobeni acetyl-CoA-karboxylazy dochazi k navazani CO, na druhou molekulu
acetyl-CoA a prodlouzeni fetézce o jeden uhlik, vzniku malonyl-CoA, ktery je nasledné pieveden
na malonyl-ACP. Malonyl-ACP se vaze na konjugacéni enzym a je pfeveden na FAS komplex
s acetatovym zbytkem. Nasleduje kondenzace s dekarboxylaci acetyl-ACP s molekulou malonyl-ACP
za katalyzy enzymem B-oxoacyl-ACP-syntetazy za vzniku acetoacetyl-ACP. Na FAS komplexu dochazi
K upravam acetoacetyl-ACP pomoci fady enzymatickych reakci dochazi k redukci oxoskupiny
enzymem [-ketoacyl-ACP-reduktizy az na P-hydroxybutyryl-ACP. Ten podstupuje dehydrataci
katalyzovanou B-hydroxyacyl-dehydrogenazou za vzniku a,B-trans-buteonyl-ACP. Dalsim krokem je
redukce za katalyzy enoyl-o,B-reduktazou na butyryl-ACP. Timto zpisobem doslo k prodlouzeni
fetézce o dva atomy uhliku. Pokud dojde jesté Sestkrat k zopakovani tohoto mechanismu, vznikne
kyselina palmitova. Aby se acyl stal kyselinou, je nutné podstoupit reakci plsobenim enzymu
acylsterazy a dojde k odstépeni ACP a navazani vody. Pomoci specialnich enzymatickych reakci pro
dany mikroorganismus dochazi k jeji transformaci na jiné nasycené ¢i nenasycené mastné kyseliny.
[13][14]
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Obrazek 8: Biosyntéza mastnych kyselin (zde palmitova) [10]
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2.2.2.3.2 Biosyntéza triacylglycerolii

Poslednim krokem syntézy lipidi je biosyntéza lipidd, ktera probiha esterifikaci glycerolu
S biosyntetizovanymi mastnymi kyselinami. Umoziiuji to enzymy zvané acyltransferazy. Pro reakci je
nutna aktivovana forma glycerolu (glycerol-3-fosfat, dihydroxyacetonfosfat), tyto formy buiika ziskava
z glykolyzy sacharidii. Prvni esterifikace probiha na této aktivované formé napojenim mastné kyseliny
za vzniku lysofosfatidové kyseliny. Ta podléha druhé esterifikaci a produktem je fosfatidova kyselina.
Tento produkt je Stépen fosfatazou za vzniku diacylglycerolu a nésleduje jeho esterifikace za vzniku
triacylglycerolu. Molekula fosfatidové kyseliny muZe byt vyuZita i na syntézu slozenych lipidi. [14]

2.2.2.4 Degradace mastnych kyselin

Jelikoz jsou mastné kyseliny vyznamnym zdrojem energie, je dillezité zminit i metabolickou drahu
jejich odbourani. Tento proces probih4 drahou znamou jako B-oxidace, kterd na rozdil od biosyntézy
probihd v mitochondridlni matrix. Mastné kyseliny se do mitochondrialni matrix dostavaji pomoci
karnitinového transportniho systému. Nejprve dochazi k aktivaci molekuly mastné kyseliny
koenzymem A za pomoci enzymu acyl-CoA-syntazy za spotieby ATP. Tento proces probiha v cytosolu
a ktransportu pies mitochondrialni membranu je nutné vyuziti karnitinu. Acyl-CoA se navaze
na karnitin za odstépeni koenzymu A a vzniku acylkarnitinu, ktery je transportovan do mitochondrialni
matrix. Acyl je pfenesen na koenzym A z mitochondridlni rezervy za vniku acylCoA a karnitin je vracen
do cytosolu. V prvnim kroku dochézi k dehydrogenaci acyl-CoA za ucasti acyl-CoA-dehydrogenazy
a oxida¢niho koenzymu FAD za vzniku enoyl-CoA. Enoyl-CoA je hydratovan za piispéni enoyl-CoA-
hydratazy a produktem je L-3-hydroxyacyl-CoA, ktery je nasledné dehydrogenovan za pomoci
biokatalyzy B-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenazy vznika B-oxoacyl-CoA. Do posledniho kroku vstupuje
koenzym A a reakce je katalyzovana B-oxoacyl-CoA-tholazou za odStépeni acetyl-CoA a vznika acyl-
CoA, jehoz fetézec je o dva uhliky krats$i nez ptivodni (Obrazek 9). Tento mechanismus je zopakovan
dle potteby az do doby, kdy vyslednym produktem celého mechanismu jsou dvé molekuly acetyl-CoA.
[15]
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Obrdzek 9: Porovndni syntézy a degradace mastnych kyselin [10]
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2.2.3 Ubichinony

Ubichinony nebo také koenzymy Q jsou skupina latek, jejichz struktura se sklada z benzochinonového
jadra, na némz je navdzany izoprenovy fetézec (Obrazek 10). Délka fetézce je specificka pro dané typy
organismll. Dalsi dulezitou charakteristikou je jejich rozpustnost v tucich. Existuje cela fada
koenzymi Q, znichz nejznaméjsi je koenzym Qio, kdy ¢iselny index udava pocet opakovani
izoprenovych jednotek v postrannim hydrofobnim fetézci. Koenzym Qio je pfitomny ve vétSiné
eukaryotickych bunék. Zasadni funkci koenzymu Qi je, Ze slouzi jako prenase¢ vodiku a elektronti
v elektron-transportnim fetézci, propojuje tak NADH a flavoproteiny s cytochromem B. Za aerobnich
podminek se koenzymy Q nachazi v chinonovém stavu, po piechodu do anaerobnich podminek se
redukuji na chinoly. S vitaminem E se vyskytuji v lipidovych ¢astech burky a zabraiuji zde peroxidaci
lipidt. Také se piimo podili na regeneraci antioxidantii (napiiklad vitaminu E). Jeho dal$i vyznamnou
funkci v organismu je, Ze zabranuje oxidaci LDL-cholesterolu, takze snizuje pravdépodobnost vzniku

kardiovaskularnich onemocnéni. [14][15][16]
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Obrdzek 10: Strukturni vzorec ubichinonu [10]

2.2.4 Ergosterol

Ergosterol fadime do skupiny latek zvané steroly. Steroly jsou steroidni alkoholy, jejichz spole¢nym
znakem je hydroxylova skupina na tfetim uhliku (Obrazek 11). Ergosterol se vyskytuje v kvasinkach,
houbach a plisnich, tudiz ho fadime do skupiny mykosterold. Svou funkei se velmi podoba cholesterolu
v zivo¢isnych bunkach. Jeho hlavni funkci je jeho uplatnéni v bunéénych membranach, kde se podili
na jejich stabilit€ a fluidité. Taktéz slouzi jako prekurzor vitaminu Dy, ktery se z né€j stdva po ozafeni
pomoci UVB zafeni. [7][16][18][19][20]

Diky své roli a vyskytu pouze v bunkach nizsich organismi a absenci v lidskych bunkach se
poznatky o ném dodnes vyuzivaji pti vyrobé antimykotik, které cili na zastaveni jeho biosyntézy c¢i
zmén¢ jeho fyzikalné-chemickych vlastnosti a tim zhrouceni danych bunék. [7]

CHq

HO"

Obrdazek 11: Strukturni vzorec ergosterolu [10]
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2.2.5 Tokoferol (Vitamin E)

Tokoferol neboli vitamin E (a-tokoferol) fadime mezi vitaminy rozpustné v tucich. Svou strukturou jde
0 izoprenoid (Obrazek 12). Vyskytuje se v rostlinnych tucich, potravou se miize dostat az do mléka ¢i
masa. Jde o0 esencialni latku pro organismus. Jde o antioxidant, ktery chrani pted volnymi radikaly.
Zabranuje lipoperoxidaci, ktera by mohla narusit membranu a vést az k poruSeni buiiky. Dale ma také
vliv na spravny vyvoj pohlavnich bunék. [7][13]

GH:

Obrazek 12: Strukturni vzorec a-tokoferolu

2.3 Kultivace

Pokud maji mikroorganismy vhodné podminky, mnozi se velmi rychle. Optimalizaci podminek dochazi
k spravnému produkovani vybranych metaboliti v buiikach. Mezi podminkové faktory rdstu patii
optimalni teplota, pH, aerace a vlhkost. Vyznamnym faktorem kultivace je i dostatecny piisun Zivin.
Kvasinky ke svému rtstu potiebuji zdroj uhliku a dusiku, dale také mineralni latky s fosforem a sirou.
Ziviny jsou vyznamné pro vyrobu energie a bunéénych struktur. Pokud je piitomna dostatetna
koncentrace zivin pii vsadkové kultivaci, zacne se kultura mnozit vétSinou podle vypozorovanych
parametru.

2.3.1 Rustova krivka

Pokud mluvime o riistové kiivce, jedna se o zavislosti mnozstvi bun¢k v kultufe na case (Obrazek 13).
U vsadkové kultivace jsou vSechny komponenty média pfivedeny soucasné. Po zaockovani bunck
z inokula¢niho média do produkéniho média dochazi k lag-fazi, kdy dochazi k adaptaci metabolismu
bunék na novy substrat a podminky. Bunky se nemnozi, ale zvétsuji svilj objem a syntetizuji se enzymy
pro zpracovani substratu. Po lag-fazi nastava faze zrychlujiciho se rustu, ve které dochazi k mnozeni
bunék po jejich adaptaci. Dalsi fazi je exponencialni faze, kdy dochazi k nejrychlej$imu mnozeni bunék
(bunky maji nejkrat$si generacni dobu). Tato faze je vyznamna tvorbou primarnich metabolitt.
S klesajici koncentraci zivin v médiu dochazi ke zpomalovani a kultura se dostava do stacionarni faze,
Vv niz je rychlost vzniku novych bun€k rovna rychlosti odumirdni bunék. V této fazi bunky tvofi
sekundarni metabolity. Po vyCerpani veskerych zivin z média kultura odumira. [3]

t—¢as (h)
4 . 5 6 x — pocet zivych bunék v 1 ml
1 — lag-faze

2 — faze zrychlujiciho se nistu
3 — exponencialni faze

4 — faze zpomalujiciho se ristu
5 — stacionami faze ristu

6 — faze odumirani

— Inx

Obrdzek 13: Riistovd kiivka [3]
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2.3.2 Odpadni substraty

Pro rGst kvasinek je nutny dostate¢ny piisun zivin, ktery se da zajistit vhodnym zvolenim substratu.
Pro svou nizkou cenu se Casto vyuZzivaji potravinatfské odpady, které by se jinak nedaly vyuzit. Tyto
odpady obsahuji stale dostatek uhliku, dusiku a dalSich latek vyuzitelnych pfti kultivaci.

2.3.2.1 Glycerol

Odpadni glycerol je produktem zpracovavani oleji a tukd. Ve velkém mnozstvi je odpadnim produktem
pii vyrobé bionafty ¢i mydel saponifikaci. Pti kultivaci kvasinek slouzi jako zdroj organického uhliku,
ale obsahuje i vyznamné mnozstvi sodiku, drasliku a vapniku. [9][19]

2.3.2.2 Kavovy olej (Kdvovd sedlina)

Kéva patii mezi nejvice konzumované napoje ve svété. Rocné z produkce kavy vznika 6 milionti tun
odpadu. Pii vyrob¢ instantnich kavovych napoju dochazi k extrakci do vodni faze, z procesu odchazi
jako odpadni latka pevny podil — kdvova sedlina. Ta se nejvice vyuziva jako palivo do primyslovych
ohiiva¢i. V soucasné dobé se ale zacina diky svému obsahu kavového oleje (10-20%) uplatiiovat
Vv biotechnologiich. Kavovy olej se ziskava z kavové sedliny extrakci nepolarnim rozpoustédlem.
Kévovy olej ma vysoky obsah triacylglycerolti s vy$§im obsahem mono- a polynenasycenych mastnych
kyselin. Zaroven je bohatym zdrojem vitaminu E. [24][25]

2.3.2.3 Fritovaci olej

Nekteré rostlinné oleje je mozné vyuzit k fritovani. Mezi nejbézné€jsi patii Slunecnicovy, fepkovy
a palmovy. Po prepaleni dojde ke ztraté mnoha cennych latek a neni mozné ho pak dale vyuzit
Vv potravinaiském pramyslu. Tento odpad naSel své uplatnéni v biotechnologickém pramyslu jako
uhlikovy zdroj pro kultivaci kvasinek.

2.3.2.4 Odpadni Zivocisny tuk

Z chemického hlediska klasifikujeme tuky jako estery vysSich mastnych kyselin a glycerolu. Jsou
nerozpustné v nepolarnich rozpoustédlech. Pocet dvojnych vazeb v navazanych mastnych kyselinach
silné ovliviiyje teplotu tani. Odpadni zivocisSny tuk vznikd extrakei v kafilériich z odpadi
Z potravinaiského a kozedélného primyslu. Jde o smés tukl z riznych druhid zvifat, tudiz rozlozeni
lipofilnich latek a mastnych kyselin se mtze lisit, jelikoz zavisi na druhu zvifete, jeho potravé a ptuvodu.
S obrovskym nardstem zajmu o cirkularni ekonomiku vzrostlo i vyuzivani odpadniho tuku k dal$im
uceliim. Odpadni tuk nasel své dalsi uplatnéni. Mezi nejvyznamnéjsi patii jeho spalovani ve spalovnach,
které je vSak na ustupu a je nahrazovano petrochemickym zpracovani, kdy jeho transesterifikaci se
produkuji biopaliva a diky jeho bohatému sloZeni dale stoupa jeho uplatnéni v biotechnologiich jako
substrat pti kultivacich. Odpadni Zzivo¢isny tuk ptimo z kafilerie je pro mikroorganismy obtizné
vyuzitelny, proto je nutné ho pied pouzitim hydrolyzovat. [22][23]
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2.3.3 Bioreaktor

Bioreaktor je zatizeni, které slouzi k biotechnologické produkci metabolitli pomoci enzymt nebo bungk.
Je vyroben z inertnich materialti, nejcastéji jde o sklo a nerez. Dal$im dileZitym parametrem pro vyrobu
bioreaktoru je odolnost jeho komponent vici sterilacni teploté (121°C). Bioreaktor je fizen centralnim
pln€ automatickym systémem, ten zajist'uje po celou dobu kultivace zadané podminky pro rist biomasy.
Soucasti reaktoru je chladi¢, michadla, topné téleso, provzdusiovaci zatizeni a ¢erpadla. Pro schopnost
kontroly a koordinace parametrti kultivace je bioreaktor vybaven ¢idly, jako je teplomér, pH metr
a kyslikova sonda. Tyto sondy zabezpecuji optimalni podminky kultivace: teplotu, pH, iontovou silu,
osmoticky tlak, koncentraci rozpusténého kysliku a koncentraci substratu. Podle velikosti délime
fermentory na laboratorni (do 30 1), ¢tvrtprovozni (30-100 1), poloprovozni (100-5000 1) a provozni (vice
nez 5000 1). Dale se fermentory déli podle zptisobu provozu na vsadkové, ptitokované a kontinualni.
V provozu je nejbéznéjsi vsadkové (batch) upotradani, kdy jde o uzavieny systém, vsadka se dela
na pocatku a uz se nedopliiyje ani neodpousti. Dalsi varianta, pfitokované neboli fed-batch usporadani,
coz znamena, Ze do vsadky se v prubéhu kultivace fizené davkuji slozky média, zabrafuje to inhibici
produktem ¢i substratem. Posledni variantou je kontinualni uspoiadani, kdy mluvime o otevieném
systému, kdy dochazi ke kontinualnimu ptitoku ¢erstvého média a odtoku média s metabolity. [29][30]

2.4 Metody ziskavani metabolitii pro analyzu

2.4.1 Dezintegrace

Abychom ziskali latky, obsazeny v bunéénych strukturach, je nutné rozruseni bunécnych stén
a membran. Vyuzivame metod mechanickych a chemickych. Principem mechanickych metod je
rozruSeni bunéénych oballl na zakladé ptsobeni vnéjSich mechanickych sil, dochazi k lyzi bungk.
Vyuziva se ultrazvuk, mleti, lisovani a michani. Chemické metody jsou zaloZeny na lyzi bunék
zpusobené zménou vnéjsich fyzikalné chemickych podminek ¢i pisobenim chemickych latek. Mezi tyto
metody patii opakované zmrazovani a rozmrazovani, vyuzivani vhodnych rozpoustédel, suseni ¢i
pouzivani enzymu k rozruSeni bunééné stény. [26][27]

2.4.2 Extrakce

Extrakce je metoda na oddélovani na slozek smési na zakladé jejich rozpustnosti mezi dvéma
nemisitelnymi fazemi. Karotenoidy patéi mezi lipofilni latky, proto se extrahuji do nepolarniho
rozpoustédla. Vyuziva se viceslozkové rozpoustédlo. Po pfidani uz malého mnozstvi polarniho
rozpoustédla se smés snadno rozdéli na dvé faze. Nepolarni fazi S rozpusténymi karotenoidy je nutné
dale precistit. Vysledny extrakt je nutné rozpustit v ¢istém rozpoustédle pro HPLC. [28][29]

2.4.3 Transesterifikace

Pokud chceme analyzovat lipidické vzorky pomoci plynové chromatografie, je nutné snizit teplotu varu
analyzovanych latek, coz se provadi metodou transesterifikace. Transesterifikace je organicka reakce
zalozena na vyméné uhlovodikového fetézce alkoholu vazaném Vv esteru mastné kyseliny R za fetézec
alkoholu R2 za ucasti baze ¢i kyseliny jako katalyzatoru. Z triacylglycerolti nam tedy vzniknou estery
mastnych kyselin a glycerol. [28][29][31]

2.5 Metody analyzy bunécnych slozek

Pomoci analytickych metod muZeme stanovit narGist biomasy a mnozstvi metabolitli tvofenych
kvasinkami. K analyze karotenoidf, ergosterolu a ubichinonu se vyuziva vysokou¢inna kapalinova
chromatografie s gradientovou eluci. Mastné kyseliny je mozné po transesterifikaci analyzovat
na plynovém chromatografu.
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2.5.1 Chromatografie

Chromatografie se fadi mezi separacni metody. Vzorek je vlozen mezi dvé nemisitelné faze. Vzorek je

po nastfiku unaSen mobilni fazi skrz fazi stacionarni. Pfi undSeni dochazi k rozdé€leni analytu
na jednotlivé slozky a zadrzeni ve stacionarni fazi. K separaci dochazi na zakladé rozdilnych afinit
slozek analytu k fazim. [29][32][33]

2.5.1.1 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie se pouzivd k separaci latek s relativné nizkym bodem varu. Vyuziva jako
mobilni fazi inertni tzv. nosny plyn. NejCastéji se vyuziva vodik, dusik nebo helium. Nedochazi zde
K reakci analytu s mobilni fazi, plyn slouzi pouze k transportu analytu kolonou. Pro plynovou
chromatografii se pouzivaji naplinové a kapilarni kolony. Napliiové jsou shodné s kolonami pro HPLC.
Kapilarni kolony jsou tvofeny kifemennou kapildrou pokrytou polyamidem. Vnitini strana kapilary je
potazena stacionarni fazi. Délka kapilarnich kolon je 10-100 m, coz zajist'uje velkou separacni plochu
a u¢innost. Po prichodu kolonou ptichazi analyt na detektor. V nasem piipadé¢ se jedna o plamenovy
ionizacni detektor (FID), jehoz principem je spalovani analytu ve vodikovém plamenu mezi dvéma
elektrodami. Spalovanim vznikaji iontové Castce, které zvysuji vodivost. Proud probihajici detektorem
je ptfimo umérny koncentraci elektrolytu v nosném plynu. [32]

2.5.1.2 Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC)

Pfi vysokotuéinné kapalinové chromatografii se pouzivaji napliiové kolony obsahujici stacionarni fazi.
Analyzovany vzorek je unasen mobilni fazi za vysokého tlaku. Uginnost kolony je zavisla na jeji délce
a naplni, kterd zadrzuje slozky analytu. Stacionarni fdze mize byt pevna latka ¢i kapalina polarniho
nebo nepolarniho charakteru. Chromatografické kolony, kde dochézi k déleni slozek, je konstruovana
jako trubice naplnéna porézni latkou (stacionarni faze), nejCastéji silikagelem. Druh kolony (napl,
poréznost) se voli podle analyzovanych latek. K detekci se vyuzivaji fotometrické detektory, zalozené
na stanoveni absorbance eluatu. Mobilni fazi pii tomto usporadani je vzdy kapalina s opa¢nou polaritou,
nez je stacionarni faze. [29][32][33]

Pro analyzu karotenoidi se vyuziva nepolarni stacionarni faze a polarni mobilni faze. Pfi gradientové
eluci neni slozeni mobilni faze konstantni, pomér rozpoustédel se v ¢ase méni. Separované slozky
vychdzi z kolony na detektor (v naSem piipadé PDA — detektor diodového pole). Signaly jsou
zpracovany a pievedeny na data do pocitace. Vystupem je chromatogram. (Obrazek 14)

1 [ i i Vzorek

e - ]
Pumpa Nastiik 4 - Detektor
Kolona
Mobilni

faze Termostat

Ll

Vyhodnoceni dat

Odpad

Obrazek 14: Schéma HPLC [34]
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3 CiL PRACE

Cilem préace je optimalizace kultivace karotenogennich kvasinek na odpadnich tukovych substratech.

Dosazeni vytyceného cile bylo feseno pomoci jednotlivych dil¢ich cilt:

Literarni reSerSe zaméfena na vybrané kmeny ¢ervenych kvasinek.
Optimalizace tpravy odpadnich substrata.

Kultivace vybranych kment kvasinek za stresovych podminek.
Optimalizace slozeni produk¢nich médii.

Piiprava a izolace riznych extrakt z bunééné biomasy a jejich charakterizace.

Srovnéni produkénich vlastnosti vybranych kmend.
Vyhodnoceni vysledkd.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité ke kultivaci kvasinek

Kvasni¢ny autolyzat, Roth (SRN)

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach-ner (Ceska Republika)
Bakteriologicky pepton, Duchefa Biochemie (Nizozemsko)

Siran amonny p.a., Penta (Ceska Republika)
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Lach-ner (Ceska Republika)
Siran hore¢naty heptahydrat p.a., Lach-ner (Ceska Republika)
Glycerol, Penta (Ceska Republika)

Izopropylalkohol p.a. Roth (SRN)

Hexan p.a., (Lach-ner, Ceské republika)

Odpadni tuk, Norilia (Norsko)

4.1.2 Chemikalie pouzité pro pfipravu vzorku a analyzu (HPLC, GC)
Methanol p.a, Penta (Ceska Republika)

Chlorofom p.a. Penta (Ceska Republika)

Ethylacetat pro HPLC, Roth (SRN)

Acetonitril pro HPLC, Chem-Lab (Belgie)

Heptadekanova kyselina, Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina sirova 96%, Lach-ner (Cesk4 Republika)

Methanol pro HPLC, Chem-Lab (Belgie)

Hydroxid sodny, Lach-ner (Ceska Republika)

Hexan pro HPLC, Carlo ERBA (Francie)

Tris-HCI, Penta (Ceska republika)

4.2 Pouzité pomiucky a pristroje

4.2.1 Pristrojova technika a pomiicky pro kultivaci kvasinek
Predvazky Scout, Ohaus

Analytické vahy Boeco

Autoklav Systec

Laminarni box Air Stream ESCO Class Il BSC

Skiinova trepacka ZWYR-D2401, Labwirt

26



Ttepatka WiseShake SHR-2D, Witeg

Mikroskop L 1l 00A, Intraco Micro

GKB Color Digital CCD kamera

Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.o.
Centrifuga Z 36 HK, Hermle

Centrifuga MIKRO 120, Hettich

Lyofilizator FreeZone 4.5 | Freeze Dry Systém, Labconco
Vakuova pumpa K lyofilizatoru Vakuumbrand
Homogenizator BeadBug, Benchmark Scientific
Vortex Fixed Speed Vortex Mixer, VXMNFS, Ohaus
Vortex Genie 2, P-Lab

Termoblok Dry Block Heater, Ohaus

Fermentor RALF 7 |, BIOINGENIRING

Vakuova odparka HB4 basic, HBA Labortechnik

Aparatura dle Soxhleta

4.2.2 Pristrojova technika a pomiicky pro izolaci a analyzu karotenoidi a lipidi

Stuart Block Heater SBH200D (UK)

HPLC/PDA sestava:  Sestava Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fischer, USA)
DAD detektorem fady Vanquish (Thermo Fischer, USA)
Kolona Kinetex C18 EVO 150 mm, 4,6 mm, 2,6 um (Phenomenex)
Drzék ptredkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)
Ptedkolona - C18, AJO - 4287, Phenomenex
GC/FID sestava: ~ TRACE 1300 TM (Thermo Fischer, USA)

Kapilarni kolona Zebron GC FAME, 30m, 0,25 mm, 0,20 um (Phenomenex)

Vyhodnocovaci software Chromeleon 7.2

4.3 Pouzité druhy kvasinek

Tabulka 1: Kmeny pouzitych kvasinek a jejich sbirkovy kéd

Nazev Kod
Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6
Sporidiobolus metaroseus CCY 19-6-20
Cystofilobasidium macerans CCY 10-1-2
Rhodotorula mucilaginosa CCY 19-4-6
Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004
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4.4 Zpracovani odpadnich substrati
4.4.1 Fritovaci olej

Odpadni fritovaci olej byl pted pouzitim zfiltrovan za snizeného tlaku pies filtra¢ni papir (KO) aby se
zbavil necistot a zbytk potravy a nasledné byl uchovavan pti 4-8°C pro dalsi pouziti.

4.4.2 Kavovy tuk

Kéavova sedlina (Bellarom, Lidl, smés Arabica:Robusta) byla ziskana z ustavni kuchyiiky. Sedlina byla
vysu$ena v laboratorni susarné pii 80°C po dobu 24 hodin. Vysus$ena sedlina byla nasledné pomleta,
aby bylo dosazeno uniformnich castic velikosti 100-200 um. 50 g pomleté kavové sedliny bylo nasledné
extrahovano smési IPA:Hexan 50:50 po dobu 90 minut v Soxhletové aparatuie. Po extrakci byla sedlina
opét vysusena v susarn¢ a skladovana pro dalsi pouziti ve tm¢ za laboratorni teploty. Ziskany extrakt
obsahujici kdvovy olej byl nasledné odpatfen ve vakuové odparce. Takto ziskany olej byl nasledné
uchovavan pro dalsi analyzy a pouziti pii 4-8°C. 200 g extrahované kavové sedliny bylo smiseno
s 1200 ml 1% roztoku kyseliny sirové do sterila¢ni lahve a umisténo do autoklavu na 4 hodiny pti 130°C.
Ziskany hydrolyzat byl poté neutralizovan roztokem hydroxidu sodného na pH=5. Po tipravé pH byla
K hydrolyzatu pfidana smés celulazovych enzymi. Enzymaticka hydrolyza probihala pii 40°C po dobu
24 hodin. Po enzymatické hydrolyze byla smés zfiltrovana vakuové pies filtracni papir. Vznikly
hydrolyzat byl uchovavan pti 4-8°C pro dalsi pouziti a analyzy. Mnozstvi cukru v hydrolyzatu bylo
analyzovano pomoci metody dle Duboise a chromatografickych technik HPLC-RI.

4.5 Kultivace vybranych druhii kvasinek
4.5.1 Vnéjsi podminky

Pouzité druhy kvasinek patii mezi aerobni mikroorganismy. Kultivace probihala v Erlenmayerovych
250 ml bankach. Ty byly inkubovany ve skiinové tfepacéce, aby byla udrzena homogenita experimentu
a aerace. Jelikoz cilem byla produkce karotenoidii, bylo udrzovano konstantni osvétleni. Teplota pii
kultivaci byla udrzovana na 25°C.

4.5.2 Inokulum 1 a 1l

Kultivace probihala dvojstupiiovou inokulaci. Pfed kazdou kultivaci byla nachystana média pro
inokulum I a II podle tabulky ¢. 2. Inokulum I o0 objemu 50 ml v 250 ml Erlenmayerovych barnikach
a Inokulum Il 0 objemu 125 ml v 500 ml Erlenmayerovych batikach. Tato média byla sterilovana
v tlakovém hrnci pfi teploté 120 °C po dobu 40 minut. Po vychladnuti média byly ve sterilnim prostiedi
ockovaciho boxu zaockovany kvasinky. Kvasinky byly pfidany tfemi klickami z Petriho misek
s narostlym danym kmenem do inokula I. Kultivaéni doba inokula I ¢inila 24 hodin. Nasledné bylo
inokulum I pfeoc¢kovano do inokula II v o¢kovacim poméru 1:5 sterilné v oCkovacim boxu. Kultivace
inokula 11 trvala 24 hodin. Pii kultivaci s vyuzitim tukové indukce bylo K inokulu I pfidano 1 ml
a k inokulu 11 2 ml fritovaciho oleje.

Tabulka 2: SloZeni inokulacnich médii

Slozka Mnozstvi (g/1)
Kvasni¢ny autolyzat 10
Pepton 20
Gluko6za monohydrat 22
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4.5.3 Produkéni média

Inokulum 11 bylo v poslednim kroku pteockovano do produkéniho média v zachovaném poméru 1:5.
Pro ptipravu produkénich médii bylo vyuzito mineralni médium ptipravené podle tabulky 3. Produkéni
média byla pfipravovana o objemu 50 ml do 250 ml Erlenmayerovych ban¢k. Z diivodu velkého poctu
typt produkénich médii probihala sterilace v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut. Produkéni
média se lisila sloZzenim v obsahu glycerolu a odpadniho substratu a také typem vyuzitého odpadniho
substratu. Pii kazdé kultivaci bylo pfipraveno kontrolni glycerolové médium. Déle se pracovalo
s fritovacim olejem, kavovym olejem a Zivo¢isSnym smeésnym tukem. Z nich byly navic pfipraveny dve
smési 50:50 prvni s obsahem fritovaciho oleje a zivoéisného tuku a druha s obsahem kavového oleje
a zivo¢isného tuku. Prvni varka médii se ptipravovala s obsahem glycerolu 10 % a 25 %, druha
bez glycerolu, pouze s odpadnimi substraty jako uhlikovymi zdroji a tfeti bez glycerolu a s tukovou
indukei v inokulu I'i 11. Navazky glycerolu a odpadnich substratd/smési jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 3: SloZeni minerdlniho média

Slozka Mnozstvi (g/1)
KH2PO4 4,0
MgSO4 - 7 H20 0,7
(NH4)2S504 4,0

Tabulka 4: Navazky glycerolu a odpadnich substratii do jednotlivych typii produkcnich médii

Navazka (g/50 ml média)
Médium Glycerol Lipidicky substrat
Kontrolni glycerolové 2,3230 0
S glycerolem 10% 0,2323 1,0665
S glycerolem 25% 0,5808 0,8888
Bez glycerolu 0 1,1850

4.6 Zpracovani biomasy
4.6.1 Stanoveni biomasy

Z narostlého produkéniho média bylo odpipetovano do 2 ml plastové Eppenendorfovy zkumavky 1 ml
kultury. Vzorek byl odstfedén pii 3000 ot/min po dobu 4 minut. Supernatant byl slit. K biomase byl
pfidan 1 ml destilované vody a rozsuspendovan, Nasledné byl vzorek zcentrifugovan pii stejném
nastaveni, supernatant slit a vzorek biomasy zamrazen. Takto upraveny vzorek byl umistén na 24 hodin
na lyofylizator. Lyofilizovana biomasa byla zvazena a hmotnost piepocitana na jeden litr kultury.

4.6.2 Uskladnéni biomasy

Pro zajisténi dostatku biomasy na extrakce bylo do 50 ml centrifuga¢nich plastovych zkumavek odlito
40 ml kultury. Tento vzorek byl centrifugovan pii 7000 ot/min po dobu 4 minut. Supernatant byl slit.
K biomase bylo piidano 20 ml destilované vody a vzorek rozsuspendovan. Centrifugace probé¢hla pii
7000 ot/min po dobu 4 min, supernatant nasledné slit a vzorek byl zmrazen. Zmrazeny vzorek byl
umistén na lyofylizator na 24 hodin a nasledné uskladnén v mrazicim boxu.
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4.6.3 Extrakce, stanoveni a analyza latek
4.6.3.1 Plynovd chromatografie (GC)
4.6.3.1.1 Pfiprava vzorkit na GC

Do krymplovacich vialek bylo odvazeno na analytickych vahach 8-18 mg zmrazené lyofilizované
biomasy a pfipipetovano 1,8 ml transesterifikacni smési. Uzaviena vialka byla umisténa na termoblok
vyhtaty na 85 °C po dobu 2 hodin. Obsah zkumavky byl po vychladnuti kvantitativné pfeveden do 5 ml
Sroubovaci vialky. Ke vzorku bylo napipetovano 0,5 ml 0,5 M NaOH a 1 ml hexanu HPLC kvality.
Vialka byla na 10 minut umisténa na vortex, aby doslo k extrakci mastnych kyselin do hexanu
a dokonalému odd¢leni fazi. Z horni hexanové faze bylo do 2 ml Sroubovaci vialky odpipetovano 0,1 ml
anasledné¢ pftipipetovano 0,9 ml hexanu HPLC kvality. Takto ptipraveny vzorek byl umistén na plynovy
chromatograf.

4.6.3.1.2 Analyza vzorkit na GC

Plynova chromatografie byla pouzita k zjisténi obsahu a slozeni mastnych kyselin a tim i lipida
v biomase. Byl pouzit plynovy chromatograf TRACE 1300 TM s automatickym davkovacem a splitter
s nastavenym split pomérem 10. K detekci byl vyuzit plamenovy ionizacni detektor. Separace probihala
na kolon¢ Zebron GC FAME o rozmérech 30 m 0,25 mm a 0,2 um. Objem davkovaného vzorku byl
0,1 pl. Jako nosny plyn byl vyuzit vodik o pritoku 0,5 ml/min. V tabulce 5 nize je uveden teplotni
program analyzy. Vyhodnoceni probihalo pomoci metody inertniho standartu a externi kalibrace
pomoci standardi Supleco FAME 37 mix. Tabulka nize (Tabulka 5) popisuje nastaveny teplotni
program. Data ziskana pomoci programu Chromeleon byla ptevedena do Excelu a vyhodnocena.

Tabulka 5: Teplotni program pro analyzu mastnych kyselin a lipidit na GC

Retencni ¢as (min) | Gradient (°C/min) | Teplota (°C) | ZadrZeni (min)
1 0,000 Start - -
2 1,000 0,0 80,0 1,0
3 5,000 15,0 140,0 0,0
4 21,667 3,0 190,0 0,0
5 25,667 25,0 260,0 1,0
6 25,467 Stop - -

4.5.6.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografe (HPLC)
4.5.6.2.1 Pfiprava vzorkit na HPLC

Na analytickych vahach bylo z lyofilizované biomasy odvazeno 10-20 mg do 2 ml zavitové zkumavky.
K biomase byl pfidan 1 ml destilované vody a vzorek byl 30 minut hydratovan, poté byl vzorek
zcentrifugovan pii 14000 ot/min po dobu 1 minuty a voda odlita. K hydratované biomase byl pfidan
1 ml p.a. methanolu a pfiblizné 0,5 ml sklenénych kuli¢ek. Vzorek byl umistén na mechanicky
dezintegrator na 1 min, aby doslo k co nejdokonalej$imu rozruSeni bunéénych membran. Nasledné byl
vzorek kvantitativné pieveden do 15 ml centrifugacni zkumavky za piidavku 2 ml chloroformu p.a.
ana 15 min umistén na multipozi¢ni vortex. K protiepanému vzorku byl pfidan 1 ml destilované vody
a ru¢né protrepan. Vzorek byl zcentrifugovan pii 3000 ot/min po dobu 1 minuty. Do 15 ml sklenéné
zkumavky byla odpipetovana spodni chloroformova faze. Chloroform byl odpaten za piivodu dusiku
na termobloku pfi teploté 45°C. Pevny zbytek po odpafovani byl rozpustén v 1 ml smési rozpoustédel
HPLC kvality ethylacetat:acetonitril 2:1. Rozpustény vzorek byl ptefiltrovan pres PTFE filtr do 2 ml
Sroubovaci vialky. Takto pfipraveny vzorek byl umistén na kapalinovy chromatograf.
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4.5.6.2.2 Analyza na HPLC

Analyza barviv probihala na sestavé Dionex UltiMate 3000 s DAD detektorem fady Vanquish od firmy
Thermo Fisher. K separaci latek se vyuzila kolona Kinetex C18 EVO o rozmérech 150 mm, 4,6 mm
a2,6 um. Prutok byl zvolen na 1,2 ml/min pfi teploté separace 25°C. Byla vyuzita gradientova eluce
(gradientova rampa uvedena v tabulce ¢. 6) S mobilnimi fazemi A a B. Mobilni faze A obsahovala
acetonitril, TrisHCI o pH 8 a methanol v poméru 84:14:2. Mobilni faze B byla slozena z methanolu
a ethylacetatu v poméru 60:40.

Tabulka 6: Gradientova rampa pro analyzu barviv pii HPLC

Retenc¢ni Cas (min) | Mobilni faze A (%) | Mobilni faze B (%)
1 0,0 100 0
2 13,0 0 100
3 19,0 0 100
4 20,0 100 0
5 25,0 100 0
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni produkénich vlastnosti biomasy u baiikovych kultivaci

Cilem baiikovych kultivaci byla optimalizace slozeni produkénich médii. Pro jednodussi orientaci byla
média rozdélena do 3 kategorii: s glycerolem, bez glycerolu a s tukovou indukeci v inokulu I a IT. Veskera
média jsou uvedena v tabulce ¢islo 7.

Mnozstvi biomasy bylo stanoveno sto¢enim a zlyofilizovanim 1 ml kultury, biomasa byla zvazena
na analytickych vahéch a vysledek pfepocitan na litr kultury. Také byly stanoveny produkéni hodnoty
vybranych metabolickych latek. Pomoci HPLC byly stanoveny ergosterol, ubichinon, tokoferol
a barviva B-katoren, lykopen, torulen, torularhodin a celkové karotenoidy. Veskeré vysledky jsou
uvedeny v piiloze. Biomasa a metabolity s vysokou produkei jsou uvedeny v grafech nize. Koncentrace
jsou uvadény v miligramech na gram suché biomasy. V druhé ¢asti bylo vyuzito stanoveni obsahu
a slozeni mastnych kyselin Vv transesterifikovanych vzorcich biomasy pomoci GC. Grafy jsou uvedeny

nize.

Tabulka 7: Vyuzivand média

Kultivace Médium ZKkratka
Kontrolni glycerolové Kontrolni 1
Fritovaci olej + glycerol 10% FOG10

= Fritovaci olej + glycerol 25% FOG25
L Kévovy olej + glycerol 10% KOG10
8 Iv(évovy olej + glycerol 25% KOG25
t Zivocisny tuk + glycerol 10% TUK+G10
> Zivo&isny tuk + glycerol 25% TUK+G25
8 Fritovaci olej + Zivocisny tuk + glycerol 10% FO+T+G10
Fritovaci olej + Zivocisny tuk + glycerol 25% FO+T+G25
Kavovy olej + zivocisny tuk + glycerol 10% KO+T+G10
Kévovy olej + zivocisny tuk + glycerol 25% KO+T+G25
5 Kontrolni glycerolové Kontrolni 2
6' Fritovaci olej FO
N % Iv(éwovy olej KO
oM g Zivodi$ny tuk TUK
d Fritovaci olej + Zivoc&i$ny tuk FO+T
Kavovy olej + zivocisny tuk KO+T
Kontrolni glycerolové Kontrolni 3
O Fritovaci olej s indukei v inokulech FO (1)
% [Kévovy olej s indukei v inokulech KO (I)
2 | Zivotigny tuk s indukei v inokulech TUK (1)
o | Fritovaci olej + Zivo&izny tuk s indukci v inokulech FO+T (I)
Kavovy olej + zivocisny tuk s indukci v inokulech KO+T (1)
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5.1.1 Produk¢ni vlastnosti kmene Sporidiobolus pararoseus

il B P g il X
Obrdzek 13: Kultivace kmene Sporidiobolus pararoseus s vyuzitim odpadnich substratii bez glycerolu

Vysledky kultivaci kmene Sporidiobolus pararoseus na zvolenych médiich ukazuji, Ze tukovy substrat
za danych podminek nebyl kvasinkou dobfe utilizovan a z celkového pohledu jsou produkce
sledovanych latek i biomasy nizké, tomu odpovida i zbarveni kultur na obrazku (Obrazek 13). Veskeré
namé&fené hodnoty jsou uvedeny v piiloze (Ptiloha 1 a 2), produkce metaboliti s majoritnim
zastoupenim jsou znazornény v grafech (Graf 1 a 2). Nejvyssi produkce celkovych karotenoidi byla
dosazena u kontrolniho glycerolového média a to 3,33 mg/g biomasy, kde nejvyssiho zastoupeni dosahl
torularhodin s produkei 2,58 mg/g (téméf 80 % z celkovych karotenoidtl), nasledovan betakarotenem
(0,46 mg/g) a torulenem (0,20 g/g).

Nejlepsich vysledki bylo dosazeno na médiu obsahujici fritovaci olej s indukei produkce lipaz. Kdy
byla zjisténa nejvyssi produkce biomasy 14,40 g/l s druhym nejvetsim obsahem celkovych karotenoida
1,33 mg/g (40 % v porovnani s nejvyssi hodnotou pii pouziti kontrolniho glycerolového média), v nichz
je zapocitana i nejvyssi produkce torulenu (0,27 mg/g) a druha nejvyssi produkce torularhodinu
(0,64 mg/g), betakaroten tvotil 0,35 mg/g. Produkce lykopenu byla o0 23 % vé&tsi, ale naopak produkce
torularhodinu byla snizena o vice jak 75 % (oproti nejvyssi ziskané hodnoté na kontrolnich
glycerolovych médiich). Produkci lykopenu vyhovovala média s kavovym olejem, pti vyuziti kdvového
oleje s 10 % glycerolu byla produkce 0,85 mg/g. Nejvyssi produkce ergosterolu byla dosazena vyuzitim
média s fritovacim olejem, bez glycerolu, bez indukce a to 5,24 mg/g, coz dosahuje méné nez poloviny
nejvyssi hodnoty produkce pii pouziti kontrolniho glycerolového média. Odpadni lipidické latky se
zdaji byt dobrym substratem pro produkci ubichinonu, ten dosahl nejvyssi hodnoty produkce pti
kultivaci s vyuzitim média s kavovym olejem s 10 % glycerolu, kdy bylo dosazeno dvojnasobné
hodnoty oproti kontrolnimu médiu (12,81 mg/g). Podobné produkce ubichinonu bylo dosazeno i pfi
kultivaci na médiu s odpadnim zivo¢isnym tukem a pfidavkem glycerolu 10 % (12,60 mg/g). V médiich
obsahujicich kavovy olej dochazelo k akumulaci tokoferolu ptitomného Vv oleji samotnou kvasinkou,
kdy pfi kultivaci v médiu s kdvovym olejem a niz§im pridavkem glycerolu dosahla hodnoty 13,97 mg/g
suché biomasy.
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Graf 1: Graf produkce vybranych metabolitit pro kmen Sporidiobolus pararoseus na médiich s odpadnimi
substraty s pridavkem glycerolu.
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Graf 2: Graf produkce vybranych metabolitit pro kmen Sporidiobolus pararoseus na médiich s odpadnimi
substraty bez glycerolu a s tukovou indukci
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Z vysledki chromatografické analyzy produkce lipida kvasinkou Sporidiobolus pararoseus je
patrna rozdilna schopnost kvasinky utilizovat zvolené odpadni substraty. V ptipadé médii obsahujicich
kombinaci lipidového substratu a glycerolu dochazi k vyssi produkci biomasy i lipidt. Celkoveé nejvyssi
obsah lipid 80,22 % byl stanoven na médiich obsahujici kdvovy olej s niz§im ptidavkem glycerolu
(Graf 3). Vyborna schopnost kvasinky Sporidiobolus pararoseus utilizovat kavovy olej byla potvrzena
jiz v ptedchozich pracich [35]. Vysledky na tukovych médiich bez piidavku glycerolu poukazuji na
sniZzenou utilizovatelnost substratu, ktera je dana jeho fyzikalnim stavem. Za podminek kultivace byl
pouzity odpadni tuk v pevném skupenstvi a celkova aktivni plocha pro plisobeni lipaz tak byla vyrazné
nizs§i, ve srovnani s fritovacim ¢i kdvovym olejem. Tomu odpovida také sniZzena produkce biomasy,
kterou lze pfipsat z vétSi ¢asti pouzitému glycerolu v médiu. Smisenim tuhého Zivocisného tuku
s kapalnym olejem doslo k zlepSeni jeho kultiva¢nich vlastnosti a zvySeni vyuzitelnosti samotnou
kvasinkou. Jak 1ze vidét z vysledkt v grafech (Graf 3 a 4). Kvasinka na médiich se smésnym tukem,
zejména Ve smési S kavovym olejem, naprodukovala vice biomasy v porovnani s ¢istym tukovym
médiem a kontrolnim glycerolovym médiem. V médiich s indukei lipazové aktivity (ptidavek oleje do
inokula¢nich médii) dale vedl ke zvySeni produkce biomasy. V tomto kmeni vSak indukce neméla
vyrazny efekt. Na médiich s indukci bylo dosazeno nejvyssi produkce lipidi 56,8 % opét na médiu
s kdvovym olejem. Z celkového pohledu vidime, Ze aplikace jednotlivych kombinaci tukil a ptidavkl
glycerolu méla pozitivni vliv na produkci biomasy i lipidi.
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Graf 3: Produkce biomasy kmenem Sporidiobolus pararoseus a procentuadlni zastoupeni lipidit v biomase pri

vyuziti produkcnich médii s odpadnimi substraty a glycerolem.
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Graf 4: Produkce biomasy kmenem Sporidiobolus pararoseus a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase pri
vyuziti produkcénich médii s odpadnimi substraty bez glycerolu a s tukovou indukcit
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Z hlediska profilu mastnych kyselin (Graf 5 a 6) vidime, Ze aplikace riznych typu lipidickych odpadu
ma vyrazny vliv na profil mastnych kyselin. V porovnani s kontrolnim glycerolovym médiem, kde
prevazuje obsah nenasycenych mastnych kyselin (UFA) (>85 %), dochazi na médiich s odpadnimi
lipidy k zvysené akumulaci nasycenych mastnych kyselin, které tvofi vice nez 30-40 %. Tento jev lze
pricist rychlej§imu metabolismu a vétsi produkci biomasy. Lze predpokladat, ze pii prodlouzeni
kultivace by dochazelo ke zpomaleni ristu a akumulaci vy$$iho obsahu UFA. ZvySeny obsah UFA je
pozorovan prakticky pouze na médiich obsahujicich fritovaci olej, kde obsah UFA je srovnatelny
s glycerolovym kontrolnim médiem. Z hlediska zastoupeni jednotlivych skupin, vidime, Ze aplikace
fritovaciho oleje vede k zvySenému obsahu polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA).
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Graf 5: SloZeni lipidit v biomase pri kultivacich kmene Sporidiobolus pararoseus na médiich s odpadnim
substratem s pridavkem glycerolu
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Graf 6: Slozeni lipidi v biomase pri kultivacich kmene Sporidiobolus pararoseus na médiich s odpadnim
substrdtem bez glycerolu a s tukovou indukci
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5.1.2 Produk¢ni vlastnosti kmene Sporidiobolus metaroseus

Obrdzek 14: Kultivace kmene Sporidiobolus metaroseus s vyuZitim odpadnich tukit s glycerolem

Z vysledku kultivaci (Pfiloha 3 a 4) kmene Sporidiobolus metaroseus je patrné, Ze odpadni tukové
substraty jsou vhodnym substratem k produkci karotenoidli. Majoritni metabolity jsou vyneseny
v grafech nize (Graf 7 a 8). Pro produkci biomasy jsou nejvyhodnéjsi média s ptidavkem glycerolu, kde
nejvyssi hodnoty doséhla kultivace na médiu se smési fritovaciho oleje a Zivo€isnym tukem s ptidavkem
25 % glycerolu (11,8 g/1) coz ¢ini nartst o 75 % oproti kultivaci na kontrolnim glycerolovém médiu.
Produkce biomasy pfi kultivacich bez ptidavku glycerolu se pohybuje Vrozmezi 2,5 — 6,5 g/l, coz
naznacuje, ze glycerol je spotfebovavan na rist kultury. Pfi vyuziti indukce aktivity lipaz je patrné, ze
odpadni substraty jsou vhodné pro produkci karotenoidi. K nejvyssi produkei doslo pfi pouziti smési
kavového oleje a zivocisného tuku, kdy dosahly celkové karotenoidy hodnoty 11,43 mg/g. Torularhodin
tvoril témét 85,3% s druhou nejvyssi hodnotou produkce 9,75 mg/g. Dale je v hodnoté zapoéten lykopen
(1,06 mg/g), ktery dosahl téméf trojnasobku hodnoty nez pfi pouziti kontrolniho média. Velmi vhodnym
substratem byla také smés fritovaciho oleje s ZivociSnym tukem s produkei karotenoidd 10,96 mg/g
s nejvyssi produkei torularhodinu 10,03 mg/g (91,5 % z ptislusné celkové produkce karotenoidi).

Pokud je u kmene Sporidiobolus metaroseus indukovana produkce lipaz piidavkem oleje
do inokula¢nich médii, tak jsou odpadni lipidické substraty velice vhodné pro produkci ergosterolu.
Z grafu (Graf 8) je patrné, Ze nejvhodnéjsim substratem je odpadni zivo¢isny tuk a smési, kde je obsazen.
Pfi kultivaci s vyuzitim smési kavového oleje a zivocisného tuku bylo dosazeno maximalni hodnoty
produkce ergosterolu (9,11 mg/g). Pfi pouziti média pouze s zivoéisnym tukem doslo k poklesu
0 pouhych 5 % i pfes jeho pevné skupenstvi a malou aktivni plochu. Naopak pro produkci ubichinonu
se zdaji vhodnéjsi média s ptidavkem glycerolu, kde se nejvyssi produkce dosahlo pfi vyuZziti smési
kavového oleje s zivoéisSnym tukem a piidavkem glycerolu 10 %, kdy ubichinon dosahl hodnoty
produkce 10,82 mg/g. U kontrolnich glycerolovych médii byla vytéznost ubichinonu polovi¢ni. Kmen
Sporidiobolus metaroseus taktéz vykazuje akumula¢ni schopnost pro tokoferol. Pomoci tukové indukce
bylo dosazeno maximalni hodnoty produkce tokoferolu v biomase 4,17 mg/g. Tokoferol se také miize
vyskytovat v rybim tuku ¢i v tuku prezvykavct a dle vysledki je tento kmen schopny jej akumulovat
praveé i z zivocisného tuku. Velmi vysoké hodnoty (2,12 mg/g) bylo dosazeno pii jeho vyuziti bez
glycerolu i indukce. Zivogisny tuk v pevném skupenstvi byl pro kmen Sporidiobolus metaroseus obecné
tézko utilizovany (velmi nizké produkce karotenoidd, prumérné produkce lipidickych latek). Na obrazku
(Obrazek 14) je viditelné vyrazné ¢ervené zbarveni zptisobené vys§imi koncentracemi karotenoidu.
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Graf 7: Graf produkce vybranych metabolitii pro kmen Sporidiobolus metaroseus na médiich s odpadnimi
substraty s pridavkem glycerolu.
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Graf 8: Graf produkce vybranych metabolitii pro kmen Sporidiobolus metaroseus na médiich s odpadnimi
substraty bez glycerolu a s tukovou indukci
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Z grafu (Graf 9 a 10) je patrné, ze kmen Sporidiobolus metaroseus ma vyssi produkci biomasy pii
pouziti glycerolu jako substratu. Stejné tak i procentualni zastoupeni lipidd je pii kultivaci na médiich
s pridavkem glycerolu vyssi. Celkové ma kmen Sporidiobolus metaroseus horsi schopnost utilizovat
odpadni substraty nez piibuzny kmen Sporidiobolus pararoseus. U Sporidiobolus pararoseus se vyssi
hodnoty pohybovaly mezi 45-80 % a u Sporidiobolus metaroseus v rozmezi 20-26 %. Nejvyssiho
obsahu lipidi bylo dosazeno za vyuziti média se smési kavového oleje a zivocisného tuku s pridavkem
glycerolu 25 %, hodnota byla stanovena na 26,27 %. Ze substratt je kavovy olej pro tento kmen nejsnaze
utilizovatelny. Kombinace substrétii ale tuto schopnost zvysuje. Zivo¢idny tuk kvili svému pevnému
skupenstvi je mnohem htife zpracovatelny. Nejvyssi produkce biomasy byla dosazena pii vyuziti smési
fritovaciho oleje s Zivo¢isnym tukem s vyssim ptidavkem glycerolu a to 11,8 g/l se zastoupenim lipida
24,46 %. Pti pouziti médii bez glycerolu a s tukovou indukei v inokulech bylo dosazeno vyssi produkce
karotenoidd, ale produkce biomasy a procentualni zastoupeni lipidli je mnohem mensi, nez pii pouziti
médii s glycerolem. Pouze pii vyuziti média s kdivovym olejem dosahlo zastoupeni lipidi hodnoty
25,95 % a ve smesi s zivocisnym tukem 16,91 %. Vyuziti indukce lipazové aktivity vedlo sice k vétsi
produkci karotenoidd, ale poklesla produkce biomasy i zastoupeni lipidu.
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Graf 9: Produkce biomasy kmenem Sporidiobolus metaroseus a procentudlini zastoupeni lipidii v biomase pri
vyuziti produkcnich médii s odpadnimi substraty a glycerolem.
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Graf 10: Produkce biomasy kmenem Sporidiobolus metaroseus a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase
Dpri vyuziti produkcnich médii s odpadnimi substraty bez glycerolu a s tukovou indukci
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U kmene Sporidiobolus metaroseus nejsou viditelné (Grafy 11 a 12) tak velké zmény v profilu
mastnych kyselin jako tomu bylo u Sporidiobolus pararoseus. S kultivaci na lipidovych substratech
roste zastoupeni PUFA a dochazi ke snizeni MUFA. Oproti kontrolnim médiim miizeme pfi kultivacich
s fritovacim olejem pozorovat sniZeni mnozstvi nasycenych mastnych kyselin a celkového zvyseni
nenasycenych mastnych kyselin. Naopak pfi kultivacich na kavovém oleji dosahovaly SFA nejvyssich
hodnot (26-32 %). Kultivace na kavovém oleji taktéz vykazuji nejmensi zastoupeni mononenasycenych
mastnych kyselin (MUFA). Indukce lipazové aktivity vedla k snizeni akumulace SFA (6-12 %), kromé
média s kavovym olejem (29,3 %).
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Graf 11: Slozeni lipidii v biomase pri kultivacich kmene Sporidiobolus metaroseus na médiich s odpadnim
substratem s pridavkem glycerolu
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Graf 12: SlozZeni lipidit v biomase p¥i kultivacich kmene Sporidiobolus metaroseus na médiich s odpadnim
substrdatem bez glycerolu a s tukovou indukci
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5.1.3 Produk¢ni vlastnosti kmene Cystofilobasidium macerans

Obrazek 15: Kultivace kmene Cystofilobasidium macerans s vyuZitim odpadnich substratii bez glycerolu a
indukce

V ptiloze (Ptiloha 5 a 6) je viditelné, ze pro produkci biomasy jsou vhodna média s piidavkem glycerolu.
Nevyssi produkce byla zaznamenana pii vyuziti média s fritovacim olejem a pfidavkem glycerolu 25 %
a to 10,37 g/l. Obecné byla produkce biomasy bez vyuziti glycerolu mensi, ale obsah karotenoida byl
vyssi. V grafech nize (Graf 13 a 14) jsou vyneseny metabolity s majoritnim zastoupenim. Nejvyssi
hodnotu produkce celkovych karotenoidti obsahovala biomasa z kultivace na médiu s Zivo¢isnym tukem
s indukei, ktera dosahla hodnoty 6,99 mg/g. Celkové karotenoidy z vice jak 90 % tvofil lykopen
(6,39 mg/qg), ktery pti této kultivaci dosahl nejvyssi hodnoty. Pfi kultivaci na médiu s Zivo¢isSnym tukem
bez tukové indukce byla produkce karotenoidti o 60 % mensi, ale hodnota 2,32 mg/g torularhodinu byla
nejvyssi a soucasné zde bylo dosazeno druhé nejvyssi produkce lykopenu (0,18 mg/g). Na obrazku
(Obrazek 15) mizeme vidét zbarveni kultur kultivovanych na odpadnich substratech bez glycerolu
a indukce, zapfti¢inéné karotenoidy. Produkce betakarotenu byla vyssi pfi kultivacich s pfidavkem
glycerolu. Pro produkci ergosterolu jsou dle vysledkd vhodna média s Zivo¢iSnym tukem, kdy nejvyssi
hodnoty bylo dosazeno v médiu S vyuzitim indukce aktivity lipaz (4,77 mg/g), bez vyuziti indukce
produkce klesla o0 20 %.

Pro tvorbu ubichininonu kmenem Cystofilobasidium macerans je jako substrat nejvhodné&;jsi odpadni
zivoCisny tuk a smési s zivo¢isnym tukem, nejvyssi produkce bylo dosazeno pfi vyuziti média se smési
fritovaciho oleje a odpadniho Zivoc¢isného tuku s niz§im piidavkem glycerolu (10,18 mg/g). Podobného
vysledku bylo dosazeno pii vyuziti smési s kavovym olejem a se stejnym piidavkem glycerolu, kdy
klesla jeho produkce o 8 %. | kmen Cystofilobasidium macerans vykazuje schopnost akumulovat
tokoferol z kavového oleje, nejlepsiho vysledku bylo dosazeno za pouziti kavového oleje s vySSim
pridavkem glycerolu a to 4,44 mg/g. Polovi¢ni hodnoty bylo dosaZeno s vyuzitim kavového oleje bez
glycerolu a bez indukce.
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Graf 13: Graf produkce vybranych metabolitit pro kmen Cystofilobasidium macerans na médiich s odpadnimi
Substraty s pridavkem glycerolu.
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Graf 14: Graf produkce vybranych metabolitii pro kmen Cystofilobasidium macerans na médiich s odpadnimi
substraty bez glycerolu a s tukovou indukci
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U kmene Cystofilobasidium macerans pozorujeme v grafech (Graf 15 a 16) zvySenou schopnost
produkce biomasy pti vyuziti pfidavkd glycerolu. Na vy$sim ptfidavku se odrazi i vyssi produkce
biomasy. Maximalni produkce bylo dosaZeno pfi pouziti fritovaciho oleje s vyssim ptidavkem glycerolu
(10,4 g/1) a nasledné jeho smési s zivocisnym tukem s piidavky glycerolu, kdy produkce poklesla
0 17 %. Pro zvyseni obsahu lipidi v biomase jsou taktéz média s glycerolem vhodnéjsi. Ale i pies tento
trend je nejvySsi zastoupeni lipidt v biomase z kultivace na médiu s fritovacim olejem s tukovou
indukei lipazové aktivity, kde bylo dosazeno hodnoty obsahu lipidti v biomase 44,6 %. Zivo¢isny tuk
neni vhodny pro produkci lipidd, jelikoZz je pro kvasinky tézko utilizovatelny. Nejvhodnéjsim dle
vysledkid je kavovy olej, kdy se hodnoty pohybuji v rozmezi 17-37 %. Ve vétsing ptipadtu tukova
indukce v inokulech vedla ke snizeni obsahu lipidu.
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Graf 15: Produkce biomasy kmenem Cystofilobasidium macerans a procentudini zastoupent lipidit v biomase
pri vyuziti produkcnich médii s odpadnimi substraty a glycerolem.

50
45

40
35
30
25
2
1
1 I I
5
0 | II | [l
\’\, QO %,Q &Q%' >§ >§’ \n) Q><x

o o1 O

| s\

II
N

%,

II I|
&Xx &Xx

X O><

L ¢

II
>
\%,

SO - N

m Biomasa (g/l) m Zastoupeni lipida v biomase (%)

Graf 16: Produkce biomasy kmenem Cystofilobasidium macerans a procentudini zastoupent lipidit v biomase
Dpri vyuziti produkcnich médii s odpadnimi substraty bez glycerolu a s tukovou indukcit
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U kmene Cystofilobasidium macerans pozorujeme pii kultivaci na kontrolnim glycerolovém médiu
maximalni zastoupeni mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA) v zastoupeni kolem 60 %
a celkové zastoupeni UFA kolem 75 %. Z graft (Graf 17 a 18) je ziejmé, ze z kavového oleje kvasinky
akumuluji nejméné MUFA (11-17 %) a soucasné zn¢&j dokazou naprodukovat nejvys$si hodnoty
nasycenych mastnych kyselin (SFA), naptiklad pii pouziti kavového oleje s vys§im pridavkem glycerolu
bylo dosazeno nejvyssi hodnoty 31,8 %. Ke zvySeni obsahu polynenasycenych mastnych kyselin
(PUFA) vede vyuziti kavového oleje poptipadé fritovaciho oleje bez ptidavku glycerolu. Indukce
lipazové aktivity lehce snizuje zastoupeni PUFA asi o 1-3 %. Pro maximalni zastoupeni nenasycenych
mastnych kyselin (UFA) je nejvhodnéjsi pouziti fritovaciho oleje jako substratu. Maximalni hodnoty
bylo dosazeno za pomoci fritovaciho oleje s indukei a to 92,4 % UFA a bez indukce 92 %.
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Graf 17: SlozZeni lipidii v biomase pii kultivacich kmene Cystofilobasidium macerans na médiich s odpadnim
substratem s pridavkem glycerolu
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Graf 18: Slozeni lipidii v biomase pii kultivacich kmene Cystofilobasidium macerans na médiich s odpadnim
substrdtem bez glycerolu a s tukovou indukci
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5.1.4 Produk¢ni vlastnosti kmene Rhodotorula mucilaginosa

Obrdazek 16: Kultivace kmene Rhodotorula mucilaginosa s vyuZitim odpadnich substratii bez glycerolu

Jak je z grafi nize (Graf 19 a 20) patrné, odpadni lipidické latky nejsou vhodnym substratem pro kmen
Rhodotorula mucilaginosa pro tvorbu karotenoidu, ale jsou vhodné k produkci lipidickych latek timto
kmenem. Veskeré hodnoty produkci jsou uvedeny v ptiloze (Ptiloha 7 a 8). Nejvyssi hodnoty produkce
biomasy byly zjistény pro kultivace na kontrolnim glycerolovém médiu (8,5-11,1 g/1). Pii kultivacich
s vy$sim piidavkem glycerolu se hodnoty pohybuji v rozmezi 6,5-8,6 g/l coz ¢ini pfiblizné 75 % oproti
kontrolnim médiim. P#i pouziti ¢isté lipidickych substrata se hodnoty produkce biomasy snizily na 30 %
vuci kontrolnim médiim. Jak je patrné z obrazku (Obrazek 16) média bez ptidavku glycerolu a bez
pouziti indukce obsahovala malo karotenoidl a proto zbarveni neni vyrazné. Pro tvorbu vyssich hodnot
celkovych karotenoidil potfebovaly kvasinky pridavek glycerolu v produkénim médiu. K vhodnéjsim
substratim patfil odpadni zivoc¢isny tuk ¢i kavovy olej, popfipad¢ jejich smés. Nejlepsim médiem pro
tvorbu karotenoidti bylo médium s odpadnim zivocisnym tukem s ptidavkem glycerolu 25 %. Celkové
karotenoidy dosahly hodnoty produkce 6,45 mg/g, z nichz vice jak 65 % tvofil lykopen (s nejvyssi
hodnotou 4,37 mg/g) a téméi 30 % torularhodin se svou nejvyssi hodnotou produkce 1,92 mg/g. Velmi
podobnych vysledkti bylo dosaZeno pii pouziti média se smési kavového oleje s zivoCisnym tukem
s niz§im piidavkem glycerolu (pokles celkovych karotenoidi o témét 5 %, lykopenu o 0,6 %
a torularhodinu 0 9 % oproti pfedchozimu médiu). Nejvyssi hodnoty betakarotenu bylo dosazeno pti
kultivaci na médiu s fritovacim olejem s tukovou indukei, kdy produkce dosahla hodnoty 0,22 mg/g, ale
celkové karotenoidy dosahly 10 % maximalni hodnoty.

Odpadni lipidické substraty nejvice podporuji u kmene Rhodotorula mucilaginosa produkci
ubichinonu. Neékolikanasobné vyssi produkce nez na kontrolnim médiu, bylo dosazeno pii pouziti
fritovaciho oleje bez ptidavku glycerolu 12,71 mg/g, pti vyuziti indukce lipdzovych aktivit u stejného
substratu produkce poklesla o téméf 25 % (9,77 mg/g), ale produkce ergosterolu naopak stoupla o 26
%. Pro produkci ergosterolu vysla nejlépe média s odpadnim ZivocisSnym tukem nebo jeho smési.
Nejvice ergosterolu bylo vyprodukovano timto kmenem pfi pouziti média s odpadnim zivociSnym
tukem s piidavkem glycerolu 25 % (7,59 mg/g), kdy doslo ke zdvojnasobeni produkce na kontrolnim
glycerolovém médiu. Kmen Rhodotorula mucilaginosa je vhodny na akumulaci tokoferolu z odpadnich
lipidickych latek. Nejvice jej bylo akumulovéano pfi vyuziti kdvového oleje s indukei aktivity lipaz a to
5,71 mg/g, bez pouziti indukce hodnota klesla o 22 %. Jak je z vysledka v piiloze patrné, je schopny jej
akumulovat i z fritovaciho ole;j.
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Graf 19: Graf produkce vybranych metabolitii pro kmen Rhodotorula mucilaginosa na médiich s odpadnimi
Substraty s pridavkem glycerolu.
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Graf 20: Graf produkce vybranych metabolitii pro kmen Rhodotorula mucilaginosa na médiich s odpadnimi
substraty bez glycerolu a s tukovou indukci
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Biomasa kmene Rhodotorula mucilaginosa obecné obsahovala velmi malo lipidi. U kontrolnich
glycerolovych médii se hodnota pohybovala kolem 6-7 %. Nejvhodnéjsim odpadnim lipidickym
substratem pro zvyseni zastoupeni lipidti v biomase byl fritovaci olej. Nejvyssi hodnoty (20,2 %) bylo
dosazeno pfi kultivaci na médiu s fritovacim olejem bez pfidavku glycerolu a bez indukce. Pfi stejném
typu kultivace jen se smési fritovaciho oleje a Zivocisného tuku pokleslo zastoupeni lipidu o 6 %.
Pfi vyuziti indukce lipazové aktivity doslo ke snizeni hodnot na polovinu. Pro kmen Rhodotorula
mucilaginosa nejsou odpadni lipidické substraty vhodné pro rist biomasy. V grafech nize (Graf21 a 22)
lze pozorovat, Ze nejvysSich hodnot produkce biomasy bylo dosaZeno na kontrolnich glycerolovych
médiich. Z médii s odpadnim lipidickym substratem vysly nejlépe média s vyss§im ptidavkem glycerolu,
nejlépe médium s odpadnim zivoéisnym tukem (8,6 g/l). Pti pouziti ¢ist¢ odpadnich substratd klesla
produkce biomasy na tfetinu.

16
14
12

=
o

o N OB OO ©

>
0\0

,\%9

A N e”" & o”" > C@i) & &

N 6,{;)
< € ¢
m Biomasa (g/l) m Zastoupend lipidii v biomase (%)

Graf 21: Produkce biomasy kmenem Rhodotorula mucilaginosa a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase
Dpri vyuziti produkcnich médii s odpadnimi substraty a glycerolem.
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Graf 22: Produkce biomasy kmenem Rhodotorula mucilaginosa a procentudlni zastoupent lipidit v biomase
pri vyuziti produkénich médii s odpadnimi substraty bez glycerolu a s tukovou indukct
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Z grafi s profily obsahu mastnych kyselin (Graf 23 a 24) je patrné, Zze pro kmen Rhodotorula
mucilaginosa je nejvhodngjsi substrat pro akumulaci nenasycenych mastnych kyselin (SFA) kavovy
olej, poptipadé jeho smés s odpadnim zivo¢isnym tukem. Maximalni hodnoty 44,7 % bylo dosazeno
pti vyuziti média s jejich smési za pouziti tukové indukce. Fritovaci olej a média s pfidavkem glycerolu
nejsou pro navySeni SFA vhodné. Po kultivacich na kontrolnich glycerolovych médiich biomasa
obsahoval z vice jak 70 % mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA). Z odpadnich substrati je
pro zvyseni hodnot MUFA v biomase nejvhodnéjsi odpadni Zivocisny tuk. Pfi pouziti odpadniho
zivodisného tuku svyS$im pridavkem glycerolu bylo dosazeno 70 % MUFA. Zastoupeni
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) bylo naopak nejniz$i u kontrolnich médii (3-7 %).
Nejvyssi hodnoty obsahu polynenasycenych mastnych kyselin byly dosazeny pomoci kultivaci
s vyuzitim fritovaciho oleje (47-50,5 % PUFA). Pro celkové nejvyssi obsah nenasycenych mastnych
kyselin je tedy nejvhodnéjsi u kmene Rhodotorula mucilaginosa zvolit smés fritovaciho oleje
s odpadnim zivocisnym tukem s vys$im ptidavkem glycerolu.
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Graf 23: Slozeni lipidii v biomase pri kultivacich kmene Rhodotorula mucilaginosa na médiich s odpadnim
substratem s pridavkem glycerolu
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Graf 24: Slozeni lipidii v biomase pri kultivacich kmene Rhodotorula mucilaginosa na médiich s odpadnim
substrdtem bez glycerolu a s tukovou indukci
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5.1.5 Produkéni vlastnosti kmene Rhodotorula kratochvilovae

Obrazek 17: Kultivace kmene Rhodotorula kratochvilovae s vyuZitim odpadnich substratii bez pridavku
glycerolu a bez pouziti tukové indukce

Pro kmen Rhodotorula kratochvilovae byla pro produkei biomasy velice vhodna kontrolni glycerolova
média, z odpadnich substrati byl nejvhodnéjsi fritovaci olej, popripadé jeho smés s odpadnim
zivo¢isnym tukem. Jak uz je patrné ze zabarveni kultur na obrazku (Obrazek 17) média bez glycerolu
a bez vyuziti tukové indukce nejsou pro tento kmen vhodna pro produkci karotenoidi. Veskeré hodnoty
jsou uvedeny v pfiloze (Ptiloha 9 a 10). Samotny zivocisny tuk kvili svému pevnému skupenstvi je hiife
utilizovatelny. Nejvyssi hodnoty produkce biomasy (14,3 g/1) bylo dosazeno za vyuziti média se smési
fritovaciho oleje a odpadniho Zivoc¢isného tuku bez piidavku glycerolu a bez indukce. Z grafi (Graf 25
a 26) byla pro produkci karotenoidii nejvhodnéjsi média s obsahem odpadniho zivocisného tuku.
Nejvyssi produkce karotenoidi byla dosaZzena pfi kultivaci na médiu s odpadnim ZivocisSnym tukem
s indukei aktivity lipaz a to 4,93 mg/g, s jednémi z nejvyssich produkci torularhodinu (2,56 mg/g), ktery
tvotil 52 % z celkovych karotenoidi, dale lykopenu (2,15 mg/g) a torulenu (0,14 mg/g). O 15 % vyssi
produkce torularhodinu byla na médiu s kdvovym olejem ve smési s ZivocisSnym tukem s indukci, ale
soucasné produkce celkovych karotenoidt byla o 32 % mensi.

Celkove je pro tvorbu torularhodinu kmenem Rhodotorula kratochvilovae nejvhodnéjsim substratem
smés kavového oleje szivoCiSnym tukem. Pro tvorbu lykopenu jsou nejvhodnéjsi média
s obsahem zivocisného tuku. O ptiblizné 20 % vétsi byla produkce betakarotenu na médiu s kavovym
olejem ve smési s zivo¢iSnym tukem s pfidavkem glycerolu 25 % oproti kontrolnim glycerolovym
médiim. Vysoké produkce ergosterolu byly pfi kultivaci kmene Rhodotorula kratochvilovae pii vyuziti
kavového oleje nebo jeho smési s odpadnim tukem. Nejvy$si hodnota byla dosaZzena na médiu
s kavovym olejem bez indukce lipazové aktivity 4,53 mg/ga o 1,5 % méné (4,46 mg/g) s indukei. Oproti
kontrolnim médiim jde o nartst o vice jak 50 %. Pro produkci ubichononu byla nejvhodné&jsi média
s piidavkem glycerolu. Hodnoty 9,26 mg/g bylo dosazeno kultivaci se smési fritovaciho oleje
a zivocisného tuku s pridavkem 10 % glycerolu, coz je o vice jak 80 % lepsi vytézek nez u kontrolniho
glycerolového média. I kvasinky tohoto kmene jsou schopné akumulovat tokoferol z kavového oleje.
Nejlepsi vysledek byl ziskan pii vyuziti kavového oleje bez glycerolu a indukce 0,56 mg/g. Tento kmen
jej dobte akumuluje i z fritovaciho oleje, pfi stejném typu kultivace bylo dosazeno 0,46 mg/g, coz je jen
0 20 % méné nez z kavového oleje, kdezto s pouzitim indukce u kdvového oleje byla hodnota mensi
0 32 % (0,38 mg/q).
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Graf 25: Graf produkce vybranych metabolitii pro kmen Rhodotorula kratochvilovae na médiich s odpadnimi
Substraty s pridavkem glycerolu.
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Graf 26: Graf produkce vybranych metabolitii pro kmen Rhodotorula kratochvilovae na médiich s odpadnimi
substraty bez glycerolu a s tukovou indukci
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Z vysledkt v grafech nize (Graf 27 a 28) je patrné, ze kmen Rhodotorula kratochvilovae vykazuje
nejlepsi rlstové schopnosti na médiich se smési fritovaciho oleje a odpadniho zivodisného tuku.
Zivogisny tuk samotny je kvili svému pevnému skupenstvi a malé aktivni plose nejhtife zpracovatelny,
ale po vytvoreni kapalné smési s fritovacim olejem je mnohem 1épe utilizovatelny. Pii pouziti média
S touto smési bez ptidavku glycerolu a bez tukové indukce bylo dosazeno produkce biomasy 14,3 g/l,
pfi pouziti tukové indukce aktivity lipaz doslo k poklesu produkce 0 22 %. Odpadni lipidické latky jsou
u kmene Rhodotorula kratochvilovae vhodné pro zvyseni zastoupeni lipidd v biomase. Nejlépe vysla
média s fritovacim olejem, odpadnim Zivo¢isnym tukem a jejich smési. Nejvyssiho zastoupeni bylo
dosazeno pii kultivaci na médiu s fritovacim olejem bez indukce (31,7 %), coz je priblizné ¢tyfnasobek
hodnoty jako u produkénich médii. Pii pouziti indukce se zastoupeni lipidd snizilo témét na hodnotu
ziskanou pfti kultivacich na kontrolnich médiich. Pouziti médii s kavovym olejem bez ptidavku
glycerolu vedlo ke sniZeni obsahu lipid v biomase.
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Graf 27: Produkce biomasy kmenem Rhodotorula kratochvilovae a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase
pri vyuziti produkcnich médii s odpadnimi substraty a glycerolem.
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Graf 28: Produkce biomasy kmenem Rhodotorula kratochvilovae a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase
pri vyuziti produkénich médii s odpadnimi substraty bez glycerolu a s tukovou indukct
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Z profilu mastnych kyselin uvedenych v grafech nize (Graf 29 a 30) je u kmene Rhodotorula
kratochvilovae nejvhodnéjsi substrat pro akumulaci polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA)
kavovy olej poptipadé fritovaci olej. Pii jeho pouziti, bez ptidavku glycerolu a bez pouziti tukové
indukce, dosahlo jejich zastoupeni 54 %. Vyuzitim indukce se zastoupeni PUFA v biomase snizilo
onecela 2 % a pii pouziti s men$im piidavkem glycerolu dokonce jen o 0,2 %. Biomasa ziskana
pti kultivacich na kavovém oleji dosahovala podobnych hodnot. NejvySsich zastoupeni
mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA) bylo ziskéno z kultivaci na kontrolnich glycerolovych
médiich a na médiich s ptidavkem glycerolu. Z odpadnich substratii zvysuje zastoupeni MUFA odpadni
zivoCisny tuk. NejvysSiho zastoupeni bylo dosazeno pii kultivaci na médiu s zivocisSnym tukem
s mensim ptidavkem glycerolu (53,5 %), pti vyssim ptidavku se zastoupeni snizilo 0 2,5 % a podobného
vysledku bylo dosazeno i pfi vyuziti samotného tuku. Celkové zastoupeni UFA bylo nejvyssi pii vyuziti
indukce u kultivace s fritovacim olejem (92,18 %) a se smési fritovaciho oleje a zivocisného tuku
(89,78 %). Nasycené mastné kyseliny (SFA) se nejlépe akumuluji z kavového oleje, pti vyuziti vyssiho
pridavku glycerolu bylo dosazeno hodnoty 34,6 %, u nizsiho piidavku glycerolu kleslo zastoupeni SFA
0 5 %. Pouziti fritovaciho oleje jako substratu ma opacny efekt. Vysledky ukazuji, ze pii pouziti
fritovaciho oleje biomasa obsahuje nejméné SFA (8-15 %).
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Graf 29: Slozeni lipidii v biomase pri kultivacich kmene Rhodotorula kratochvilovae na médiich s odpadnim
substrdatem s pridavkem glycerolu
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Graf 30: Slozeni lipidii v biomase pri kultivacich kmene Rhodotorula kratochvilovae na médiich s odpadnim
substratem bez glycerolu a s tukovou indukci
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5.1.6 Produk¢ni vlastnosti kmene Rhodosporidium toruloides

Obrazek 18: Kultivace kmene Rhodosporidium toruloides s vyuzitim odpadnich substratii s pridavkem
glycerolu

Kmen Rhodosporidium toruloides vykazoval vybornou schopnost utilizovat odpadni lipidické substraty
s vysokou produkei karotenoidti i lipidickych latek. (Pfiloha 11 a 12). Kultury dosahovaly syté
Cervenych zbarveni (Obrazek 18). Nejvyssi produkce biomasy vykazovaly kultury za pouziti
kontrolnich glycerolovych médii (v praméru 12,15 g/l). Z grafi (Graf 31 a 32) byla produkce biomasy
nejvyssi na médiu s fritovacim olejem s piidavkem glycerolu 25 % s hodnotou 8,76 g/1, coz je témét
030 % méng, nez je prumér kontrolnich glycerolovych médii. Pro produkci karotenoidii kmenem
Rhodosporidium toruloides bylo nejvhodnéjsi médium se smési fritovaciho oleje s zivo¢isnym tukem
a pridavkem glycerolu 25 %. Hodnota celkovych karotenoidi se diky nejvys$simu obsahu betakarotenu
(0,75 mg/g) a torularhodinu (10,23 mg/g), ktery tvofil 91 %, vySplhala na 11,26 mg/g. Vhodnym
médiem s vysokymi hodnotami produkce betakarotenu (0,64 mg/g), lykopenu (1,58 mg/g)
a torularhodinu (8,48 mg/g) bylo i médium se smési kavového oleje s zivocisnym tukem s pridavkem
glycerolu 25 %, kde bylo dosaZeno druhé nejvys$s$i hodnoty produkce karotenoidi s hodnotou
10,91 mg/g (pokles o 3 %).

Zivo&isny tuk i pres své pevné skupenstvi je vybornym substratem pro tento kmen, jelikoz z grafti
(Graf 32) je patrné, ze bez ptridavku glycerolu je nejvyssi produkce karotenoidd pravé na médiu
s odpadnim Zzivoc¢isnym tukem s indukei aktivity lipaz (9,32 mg/g), coz je pokles asi o 17 % oproti
maximu. Na tomto médiu byla zji§téna o 15 % mensi produkce torularhodinu oproti nejvyssi hodnoté.
Odpadni zivocisny tuk je také velice vhodny pfi produkcei ergosterolu, kdy pii jeho pouziti v jakékoliv
kombinaci bylo dosahovano hodnot minimalné¢ 7 mg/g. Nejvyssi produkce ergosterolu byla kmenem
Rhodosporidium toruloides dosazena pii kultivaci s odpadnim zivo¢isnym tukem s vyuzitim indukce
(8,64 mg/g). Pii stejném typu kultivace (s indukci) byl ve smési zivo¢isného tuku s fritovacim olejem
rozdil v produkci ergosterolu 9,3 % a pii pouziti smési s kavovym olejem pouze 3 %. Produkce
ubichinonu byla nejvyssi pii vyuziti smesi kdvového oleje s zivocisnym tukem s ptidavkem glycerolu.
Pii ptidavku 10 % glycerolu dosahl ubichinon nejvyssi hodnoty a to 10,22 mg/g a pii vys$Sim piidavku
glycerolu jen o 7 % mensi (9,53 mg/g). Kmen Rhodosporidium toruloides vykazoval vybornou
schopnost akumulovat tokoferol z médii s kavovym olejem. Pfi kultivaci na médiu s kavovym olejem
s pridavkem glycerolu 10 % bylo dosazeno hodnoty tokoferolu 16,9 mg/g, pii ptidavku 25 % glycerolu
nastal pokles o témét 60 % (6,8 mg/g) a pii vyuziti indukce a nasledného vyuziti kavového oleje
dokonce vice nez 65 % (5,64 mg/g).
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Graf 31: Graf produkce vybranych metabolitii pro kmen Rhodosporidium toruloides na médiich s odpadnimi
Substraty s pridavkem glycerolu.
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Graf 32: Graf produkce vybranych metabolitii pro kmen Rhodosporidium toruloides na médiich s odpadnimi
substraty bez glycerolu a s tukovou indukci
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Z vysledkt GC analyzy (Graf 33 a 34) je patrné, Ze vyuziti odpadnich lipidickych substratti neni pro
kmen vhodné pro zvySeni produkce biomasy ani pro zvySeni obsahu lipidi v biomase. Nejvyssich
hodnot bylo dosazeno na kontrolnich glycerolovych médiich. Z médii s obsahem odpadnich substrati
vySla nejlépe média s vySSim piidavkem glycerolu. Zastoupeni lipidi v biomase je také vyssi spiSe
u médii s pfidavkem glycerolu. Dobrym substratem se zda byt kavovy olej. Pti jeho pouziti ve smési
s odpadnim zivocisnym tukem a menSim pfidavkem glycerolu bylo dosazeno nejvyssi hodnoty
pro obsah lipida v biomase (18 %). Pii pouziti vyssiho ptidavku glycerolu u stejného substratu byl
zaznamenan pokles o 1,8 %. Pfi kultivacich pouze s odpadnimi substraty se obsah lipidi pohyboval
v rozmezi 4,5-10 %. Nejvyssi hodnoty bylo dosazeno pti vyuziti indukce aktivity lipaz pifi pouziti
kavového oleje (10,04 %), bez indukce doslo k poklesu o necela 3 %.
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Graf 33: Produkce biomasy kmenem Rhodosporidium toruloides a procentudlni zastoupeni lipidit v biomase
pri vyuziti produkcnich médii s odpadnimi substraty a glycerolem.
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Graf 34: Produkce biomasy kmenem Rhodosporidium toruloides a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase
Dpri vyuziti produkcnich médii s odpadnimi substraty bez glycerolu a s tukovou indukcit

55



Profily mastnych kyselin pfi kultivacich s kmenem Rhodosporidium toruloides jsou uvedeny
v grafech nize (Graf 35 a 36). Typ pouzitého substratu siln¢ ovliviiuje profil mastnych kyselin. Je patrné,
Ze pti vyuziti kontrolnich médii je zastoupeni polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) nejnizsi. Pro
produkci PUFA je nejvhodnéjsi kavovy olej, popiipadé fritovaci olej. Nejvyssi hodnoty zastoupeni
PUFA dosahl kmen za pouziti kavového oleje bez tukové indukce lipaz (54,9 %) a nésledné pfi vyuziti
fritovaciho oleje s indukei lipazové aktivity (50,9 %). Pro akumulaci mononenasycenych mastnych
kyselin jsou nejvhodné&jsi média s fritovacim olejem ¢i s odpadnim zivocisnym tukem nebo jejich smési.
Hodnoty 66 % MUFA bylo dosazeno pfi kultivaci s fritovacim olejem a vy$$im ptidavkem glycerolu
a s niz8im ptidavkem bylo dosazeno hodnoty 64,6 %. Pti stejném typu kultivace (s ptidavky glycerolu)
s vyuzitim odpadniho Zivoc¢isného tuku a jeho smési s fritovacim olejem bylo dosazeno hodnot
v rozmezi 52-60 %, u kavového oleje dochazi k vyraznému snizeni na 16,7 a 22,5 %. Volba kavového
oleje je vhodna, pokud chceme docilit vysokého zastoupeni nasycenych mastnych kyselin (SFA). Pii
pouziti kavového oleje bylo dosazeno podobnych hodnot jako u kontrolnich médii. Nejvyssi hodnoty
SFA pfi pouziti odpadniho substratu bylo dosazeno pii kultivaci na médiu s kavovym olejem a niz§im
ptidavkem glycerolu (40,3 %). Pro dosazeni co nejvyssich hodnot obsahu celkovych nenasycenych
mastnych kyselin (UFA) jsou vhodna média s fritovacim olejem. S vyuzitim indukce bylo dosazeno
hodnoty 93,6 % a pfi pouZiti smési s odpadnim zivo¢isnym tukem 91,6 %.
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Graf 35: Slozeni lipidii v biomase pri kultivacich kmene Rhodosporidium toruloides na médiich s odpadnim
substratem s pridavkem glycerolu
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Graf 36: SloZeni lipidii v biomase pii kultivacich kmene Rhodosporidium toruloides na médiich s odpadnim
substrdtem bez glycerolu a s tukovou indukci
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5.2 Stanoveni produkénich vlastnosti biomasy u fermentorové kultivace
5.2.1 Fermentorova kultivace kmene Rhodosporidium toruloides

V navaznosti na predchozi prace byla provedena fermentorova kultivace s kmenem Rhodosporidium
toruloides s pouzitim kavového oleje s kavovym hydrolyzatem jako substratem. [35] Kultivace
probihala 7 dni v sedmilitrovém fermentoru.

Z grafu (Graf 37) byla vypozorovana nartstajici koncentrace biomasy v Case. Veskeré hodnoty
produkci jsou uvedeny v ptiloze (Pfiloha 13). Maximalni hodnoty produkce biomasy (15,2 g/l) bylo
dosazeno ve 120. hodinég, poté doslo k mirnému poklesu nejspiSe z diivodu starnuti bunék. V 8. hodiné
byl obsah celkovych karotenoidd vysoky (10,71 mg/g). Poté doslo k velkému poklesu a k postupnému
nartstu. Maxima bylo dosazeno pti odbéru v 144. hodiné s hodnotou podobnou 8. hodiné 10,76 m/g.
Ve 144. hodiné bylo také dosazeno maximalniho obsahu betakarotenu (0,26 mg/g) a torularhodinu
s hodnotou 10,35 mg/g. Torulen, jako prekurzor pro syntézu torularhodinu doséhl svého maxima jako
jediny uz v 24. hoding (0,15 mg/g). V 8. hodin¢ dosahl ergosterol hodnoty 9,06 mg/g, jeho obsah se pak
snizil téméf na polovinu a v dal$ich hodinach doslo k jeho narGstu. Maxima dosahl ve 144. hodiné
s hodnotou (9,78 mg/g). Ubichinon dosahl svého maxima uz v 48. hodiné (14,22 mg/g) a pak jeho
koncentrace klesala a znovu stoupala. Pfi poslednim odbéru jeho koncentrace ¢inila 12,81 mg/g. Jelikoz
byl jako substrat vyuZzit kdvovy olej, dochazelo kmenem Rhodosporidium toruloides k akumulaci
tokoferolu obsazeného v oleji. Nejvyssi hodnoty 19,71 mg/g bylo dosazeno v 40. hoding, poté
koncentrace klesala a v 72. hodiné bylo dosazeno druhé nejvyssi hodnoty 15,78 mg/g.
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Graf 37: Produkce sledovanych metaboolitit pri kultivaci kmene Rhodosporidium toruloides ve
fermentoru
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Graf 38: Produkce biomasy a procentudlni zastoupeni lipidii pri kultivaci kmene Rhodosporidium toruloides
ve fermentoru

V grafu vySe (Graf 38) vidime, Ze na pocatku kultivace doslo k naakumulovani lipidi v biomase,
nasledoval pokles do 24. hodiny a nartst az do maxima v 56. hoding (25,4 %). Poté nasledoval pokles
a nasledné ustaleni kolem 15 %. V grafu nize (Graf 39) je zobrazeno rozlozeni zastoupeni jednotlivych
skupin mastnych kyselin. Smés kavového oleje s kdvovym hydrolyzatem vedla k vysoké akumulaci
polynenasycenych mastnych kyselin a nasycenych mastnych kyselin. Zastoupeni SFA se pohybovalo
okolo 30-35 %, ve 40. az 56. hodin¢ doslo k nartstu na 37,5-42,5 %. Mononenasycené mastné kyseliny
se pohybovaly vrozmezi 10-18 %, a svého maxima dosahly pii poslednim odbéru v 168. hodiné
s hodnotou 18,3 %. Nejvyssiho zastoupeni dosahovaly polynenasycené mastné kyseliny, ty byly
pritomny v rozmezi 47-54 %. Svého maxima (53,9 %) dosahly ve 24. hodin€, nasledovaly opakované
poklesy a nartisty a v poslednim odbéru bylo jejich zastoupeni 48,6 %.
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Graf 39: Slozeni lipidii pri kultivaci kmene Rhodosporidium toruloides ve fermentoru
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6 ZAVER
Tato pradce byla zaméfena na studium produkce biomasy a vybranych metabolitd kmeny
karotenogennich kvasinek na médiich s glycerolem a odpadnimi produkty potravinaiského pramyslu.

Vétsina kmeni vykazovala nejvyssi produkce biomasy na kontrolnich glycerolovych médiich, a to
diky jednoduchému metabolismu zpracovani glycerolu. Na odpadnich substratech vétSinou produkce
biomasy klesala. Vysoka produkce na ¢ist¢ odpadnim médiu byla u kmene Rhodotorula mucilaginosa
pii vyuziti smési fritovaciho oleje a odpadniho Zivoc¢isného tuku bez pouziti tukové indukce v inokulech
(hodnota uvedena v Ptiloze 7). Sporidiobolus pararoseus vykazoval vyrazné zvySeni produkce biomasy
pti kultivacich na odpadnich substratech, pti pouziti tukové indukce aktivity lipadz doslo k jesté vétSimu
zvyseni (hodnoty uvedeny v kapitole 5.1.1 a v Ptiloze 1). Pro tvorbu biomasy byl nejvhodnéjsi fritovaci
olej, poptipadé jeho smés s odpadnim Zivo¢isnym tukem.

Odpadni substraty ve vétSin€ piipadd snizuji produkci betakarotenu, pro jeho produkci jsou
nejvhodnéjsi glycerolova média. Kmen Sporidiobolus metaroseus je schopny dosahovat stejnych ¢i
velice podobnych hodnot produkce betakarotenu (Ptiloha 3), pokud je v inokula¢nich mediich pouzita
indukce aktivity lipaz. Buiky si tak v inokula¢nich médiich s ptidavkem fritovaciho oleje pfipravi
za pridavku glycerolu) je mozné dosahnout hodnot produkce podobnych jako s vyuzitim kontrolniho
glycerolového média u kmene Rhodosporidium toruloides (hodnoty uvedeny v Piiloze 11).

Vhodné jsou naopak odpadni substraty (hlavné odpadni Zivo¢isny tuk) pro produkci torularhodinu.
S vyjimkou Sporidiobolus pararoseus dochazi az k n€kolikanasobnému zvyseni produkce. Nejlepsich
vysledkt bylo dosazeno kmenem Rhodosporidium toruloides, kdy nejvhodnéjsi bylo médium se smési
fritovaciho oleje a odpadniho zivocisného tuku s vy$$im piidavkem glycerolu (hodnota uvedena
v kapitole 5.1.6). Kmen Sporidiobolus metaroseus vykazoval nékolikanasobné zvySeni produkce
torularhodinu po vyuziti indukce lipazové aktivity v inokula¢nich médiich. Nejvhodné&jsimi substraty
byly smési zivo¢isného tuku s oleji. (hodnoty zminény v kapitole 5.1.2).

Odpadni zZivocisny tuk byl velice vhodny pro vétSinu kment pro produkei lykopenu, i u kment
s nizkymi az nulovymi hodnotami (Cystofilobasidium macerans, Rhodotorula kratochvilovae) bylo
na médiich s zivocisSnym tukem za vyuziti indukce dosazeno mnohem vyssich hodnot. Nizké hodnoty
lykopenu jsou disledkem drahy syntézy karotenoidd, kdy lykopen je vychozi pro syntézu ostatnich
karotenoidd. Celkové nejlepsim kmenem pro tvorbu lykopenu na médiich s odpadnimi substraty byl
kmen Rhodotorula mucilaginosa. Nejvyssi hodnoty bylo dosazeno na médiu s odpadnim Zivo¢isnym
tukem s vys§im piidavkem glycerolu (hodnota uvedena v kapitole 5.1.4).

Torulen je prekurzorem pro syntézu torularhodinu, proto jeho vytézky byly ve vétsing pfipadu velmi
nizké. Nejlépe byl syntetizovan kmenem Cystofilobasidium macerans na kontrolnich glycerolovych
médiich. Mirné snizeni produkce bylo pozorovano u médii se smési fritovaciho oleje a zivoc¢isného tuku
(veskeré produkce jsou uvedeny v Pfiloze 5). Nejvyssi hodnoty na médiu s obsahem odpadniho
substratu bylo dosazeno u kmene Sporidiobolus metaroseus na médiu s odpadnim zivoéisnym tukem
s vy$§im pridavkem glycerolu (hodnota koncentrace uvedena v Priloze 3).

Celkova produkce karotenoidt byla nejvyssi u kmene Sporidiobolus metaroseus pfi vyuziti indukce
lipazové aktivity (vysledky uvedeny v Ptiloze 3), diky indukci se hodnota celkovych karotenoidi
znasobila. Vysokych hodnot dosahoval také kmen Rhodosporidium toruloides, kterému pro tvorbu
karotenoidli vyhovuji média s odpadnim Zivo¢isnym tukem. Tento kmen dosahl maximalni produkce
pfi vyuziti média se smési fritovaciho oleje a odpadniho Zivocisného tuku s vyssim ptidavkem glycerolu
(hodnota zminéna v kapitole 5.1.6)
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Nejvyssi koncentrace ergosterolu bylo dosazeno na kontrolnich glycerolovych médiich kmenem
Sporidiobolus pararoseus, ale pii vyuziti odpadnich substratti doslo k vyraznému poklesu (hodnoty
uvedeny Vv Pfiloze 1). NejvySsich hodnot na odpadnich médiich bylo dosaZeno diky vyuziti indukce
aktivity lipaz u kment Rhodospotidium toruloides (hodnota v kapitole 5.1.6) a Sporidiobolus
metaroseus (hodnota zminéna v kapitole 5.1.2). Nejvhodnéj$im odpadnim substratem pro zvyseni
produkce ergosterolu je odpadni zivocisny tuk.

Kultivace na médiich s odpadnim substratem vedou u v§ech pouzitych kment k vyraznému zvysSeni
produkce ubichinonu. Nejlépe se jevi vyuziti fritovaciho oleje. Nejvyssich produkei bylo dosazeno
kmenem Sporidiobolus pararoseus (produkce uvedeny v Piiloze 1). Maximalni produkce bylo dosazeno
timto kmenem na médiu s kavovym olejem a niz$im piidavkem glycerolu. Podobnych hodnot bylo
dosazeno pii kultivacich kmene Rhodotorula mucilaginosa, kdy mél nelepsi vliv fritovaci ole;j.
Maximalni hodnoty bylo dosazeno na médiu s fritovacim olejem bez ptridavku glycerolu a bez vyuziti
indukce (hodnota produkce je uvedena v kapitole 5.1.4)

V pribéhu prace bylo zjisténo, ze vybrané kmeny karotenogennich kvasinek jsou schopné
akumulovat tokoferol ze substratu. Nejlépe k tomu dochazi z kavového oleje, ktery ho obsahuje nejvice.
Nejvhodngjsim kmenem pro akumulaci tokoferolu z kavového oleje byl kmen Rhodosporidium
toruloides, ktery jej akumuloval téméf ve vSech médiich ve vysoké koncentraci. Nejvyssi hodnoty vsak
bylo dosazeno pii pouziti média s kavovym olejem a niz§im ptidavkem glycerolu (hodnota uvedena
Vv kapitole 5.1.6). Velmi vysokych hodnot dosahoval i kmen Sporidiobolus pararoseus. Nejvyssi
produkce byla stejné jako u predchoziho kmene zjisténa na médiu s kdvovym olejem s niz§im ptidavkem
glycerolu (hodnota zminéna v kapitole 5.1.1)

Pomoci plynové chromatografie bylo zjiStovano procentualni zastoupeni lipidd v biomase
a zastoupeni mastnych kyselin. Vybér odpadniho substratu urcuje zastoupeni typu mastnych kyselin
v lipidech. Biomasa kmene Sporidiobolus pararoseus obsahovala nejvétsi zastoupeni lipidd, které bylo
zpusobeno vyuzitim odpadnich lipidickych substratd. U vétsiny kultivaci se pohybovalo mnozstvi lipida
mezi 40-80 %. Maximalni hodnoty bylo dosazeno pii vyuziti kivového oleje s niz§im piidavkem
glycerolu (hodnota zminéna v kapitole 5.1.1). Kavovy olej byl velmi vhodnym substratem pro zvyseni
lipida v biomase.

Nasycené mastné kyseliny (SFA) jsou nejlépe akumulovany z kavového oleje ¢i jeho smési
s odpadnim tukem. Maximalni hodnoty bylo dosazeno kmenem Sporidiobolus pararoseus pii kultivaci
na médiu kavového oleje s odpadnim zivoéisnym tukem s vyuzitim indukce aktivity lipaz (73,8 %).
Hodnoty SFA na kavovych médiich u kmene Sporidiobolus pararoseus se pohybovaly kolem 60-74 %.
Kmen s druhymi nejvys§imi hodnotami byl Cystofilobasidium macerans, kdy se hodnoty na kavovych
médiich pohybovaly mezi 20-30 %.

Nejvetsi zastoupeni mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA) bylo pozorovano na kontrolnich
glycerolovych médiich. S vyuzitim odpadnich substratt jejich zastoupeni klesalo. Nejvyssi hodnoty
bylo dosazeno kmenem Sporidiobolus pararoseus na kontrolnim glycerolovém médiu (Graf 5 v kapitole
5.1.1), pfi pouziti odpadnich substrati zastoupeni kleslo alespont o 35 %. Nejvyssich hodnot MUFA
pfi kultivacich na odpadnich substratech bylo dosazeno kmenem Rhodotorula mucilaginosa (nejvyssi
hodnoty v rozmezi 50-70 %). Kdy nejvhodnéjsim substratem pro vysoky obsah MUFA byl odpadni
zivocisny tuk. Nejvyssich hodnot MUFA u kmene Rhodosporidium toruloides bylo dosazeno pomoci
médii s fritovacim olejem a ptidavkem glycerolu (hodnoty uvedeny v kapitole 5.1.6).

Maxima zastoupeni polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) se pohybovala u vSech kment
v rozmezi 50-65 %. Pro akumulaci PUFA jsou nejvhodnéjsi média s obsahem kavového oleje,
popiipad¢ fritovaciho oleje. Kmenem Cystofilobasidium macerans bylo dosazeno maximalni hodnoty
PUFA (63,8 %) pii pouziti média s kavovym olejem bez indukce. Nejvyssi hodnoty PUFA se
pohybovaly v rozmezi (40-64 %). Kmen Rhodosporidium toruloides dosahoval na kontrolnich médiich
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nejnizsich hodnot (kolem 2-4 %) kultivaci na médiu s kavovym olej bez vyuziti indukce lipazové
aktivity bylo dosazeno hodnoty 55 %.

Z vysledka této prace plyne, Ze vybrané odpadni substraty jsou vhodnymi zdroji uhliku pro kultivaci
karotenogennich kvasinek. VSechny zvolené kmeny kvasinek byly schopny utilizovat kombinace
zvolenych substrati. Vyuziti téchto odpadi potravinaiského primyslu v biotechnologiich s vyuzitim
kvasinek muize vézt ke snizeni produkce odpadi a zaroven ochrané cennych ptirodnich zdroju.
Naslednou optimalizaci podminek kultivace by bylo mozné dosahnout vyssich produkeci.
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8 POUZITE ZKRATKY

GC  Plynova chromatografie

FID  Plamenovy ioniza¢ni detekrtor

HPLC Vysokotcinna kapalinova chromatografie
PDA  Detektor diodového pole

SFA  Nasycené mastné kyseliny

MUFA Mononenasycené mastné kyseliny

PUFA Polynenasycené mastné kyseliny

UFA  Nenasycené mastné kyseliny
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9 PRILOHY

Piiloha 1: Produkce metaboliti kvasinkou Sporidiobolus pararoseus - karotenoidy

Zkratka Biomasa | B-karoten | Torularhodin| Lykopen | Torulen | Karotenoidy
(9/) (mg/g) (mg/g) (mg/g) | (mg/g) (mg/g)
Kontrolni 1 2,00 0,4639 2,5832 0,0000 0,2032 3,3289
FOG10 11,80 0,3429 0,4508 0,0000 0,1776 1,0847
s FOG25 2,10 0,0036 0,0000 0,0000 0,0000 0,0030
w KOG10 5,60 0,0995 0,0567 0,8484 0,1194 1,1357
8 KOG25 5,00 0,1056 0,0853 0,0000 0,1255 0,3704
L TUK+G10 9,20 0,1840 0,5154 0,0000 0,1441 1,0532
> | TUK+G25 6,10 0,0440 0,0000 0,3273 0,1068 0,5109
d FO+T+G10 4,00 0,0129 0,0000 0,0000 0,1033 0,1363
»n | FO+T+G25 3,50 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0154
KO+T+G10| 6,30 0,1311 0,1794 0,0000 0,2147 0,6944
KO+T+G25| 5,10 0,1028 0,0000 0,0000 0,1139 0,3019
> | Kontrolni 2 2,00 0,4639 2,5832 0,0000 0,2032 3,3289
5‘ FO 4,30 0,0285 0,0000 0,0000 0,1116 0,1684
N x KO 6,90 0,0454 0,0166 0,5550 0,1132 0,7283
MmO TUK 8,60 0,0088 0,0000 0,0000 0,0000 0,1139
> FO+T 3,90 0,1735 0,5831 0,0000 0,1498 1,0822
o KO+T 9,50 0,1864 0,0000 0,0000 0,0000 0,1999
) Kontrolni 3 2,50 0,5105 0,4333 0,0000 0,2197 1,3079
g FO (I) 14,40 0,3472 0,6389 0,0000 0,2703 1,3317
- KO (1) 7,50 0,1995 0,0874 0,0000 0,1468 0,5838
% TUK (1) 5,30 0,0527 0,1098 0,4166 0,1559 0,7959
7 FO+T (1) 12,70 0,1568 0,4871 0,0000 0,2011 1,1139
KO+T (1) 6,10 0,1320 0,0000 0,0000 0,1088 0,2995
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Piiloha 2: Produkce metabolit kvasinkou Sporidiobolus pararoseus — lipidické metabolity

Zkratka Biomasa (g/l) | Ergosterol (mg/g) | Ubichinon (mg/g) | Tokoferol (mg/g)
Kontrolni 1 2,00 10,9458 6,3941 0,0000
FOG10 11,80 3,7027 9,5302 0,0000
E FOG25 2,10 2,9417 4,7893 0,0580
61 KOG10 5,60 4,2628 12,8095 13,9711
o KOG25 5,00 3,4983 10,0411 6,2569
<>._> TUK+G10 9,20 4,6999 12,6014 0,0000
(_DI TUK+G25 6,10 2,0164 4,0313 0,0147
n FO+T+G10 4,00 2,2393 4,8391 0,0105
FO+T+G25 3,50 1,1695 4,9939 0,0000
KO+T+G10 6,30 3,0003 7,4610 0,2104
KO+T+G25 5,10 5,0221 12,2963 0,5103
5 Kontrolni 2 2,00 10,9458 6,3941 0,0000
N 5' FO 4,30 5,2414 11,9203 0,1794
ol KO 6,90 2,5919 7,6273 8,8925
g TUK 8,60 2,1018 11,2415 0,0000
5! FO+T 3,90 3,7243 10,9157 0,3960
KO+T 9,50 1,2328 5,0530 0,0206
— Kontrolni 3 2,50 8,5432 10,1934 0,0000
(Q FO (1) 14,40 3,9547 8,3879 0,0000
= KO (1) 7,50 4,8849 10,1818 6,8142
Z TUK (1) 5,30 3,5365 6,5687 0,0000
@ FO+T (1) 12,70 3,1234 12,1676 0,0000
KO+T (1) 6,10 1,4432 4,7507 0,2420
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Piiloha 3: Produkce metaboliti kvasinkou Sporidiobolus metaroseus - krotenoidy

Biomasa | B-karoten | Torularhodin | Lykopen | Torulen | Karotenoidy
Zkratka (9/) (mg/g) (mg/g) (mg/g) | (mglg) (mg/g)
Kontrolni 1 6,70 0,0000 1,6898 0,0000 0,2699 2,1256
FOG10 8,10 0,0000 1,3782 0,0000 0,2633 1,8051
s FOG25 10,50 0,0000 1,3788 0,0000 0,2720 1,8050
L KOG10 6,80 0,0000 1,6921 0,0000 0,2695 2,1220
8 KOG25 8,40 0,1862 0,0000 0,0000 0,2889 0,7150
o) TUK+G10 8,50 0,0000 2,2820 0,0000 0,2221 2,6824
Z TUK+G25 6,30 0,0000 2,1900 0,0000 0,3141 2,6602
8 FO+T+G10 9,00 0,0000 1,8227 0,0000 0,2519 2,2603
FO+T+G25 | 11,80 0,0000 1,1949 0,0000 0,2525 1,6162
KO+T+G10 | 7,60 0,0000 2,5780 0,0000 0,2926 3,0230
KO+T+G25 | 10,00 0,0000 1,5359 1,4578 0,2775 3,3057
5 Kontrolni 2 6,70 0,0000 1,6898 0,0000 0,2699 2,1221
5' FO 2,70 0,0000 1,7631 0,0000 0,1546 2,0865
N@x KO 4,80 0,0000 1,3070 0,0000 0,2899 1,6952
o0 g TUK 3,00 0,0008 2,4132 0,0000 0,2103 2,3308
5' FO+T 5,80 0,0000 2,1297 0,0000 0,2942 2,5763
KO+T 6,40 0,0081 2,0081 0,0000 0,2654 2,3945
Kontrolni 3 | 10,80 0,5817 3,9680 0,3716 0,2344 5,3107
[® FO () 4,20 0,0536 0,2036 0,0000 0,0000 0,2657
% KO (1) 3,10 0,5090 9,1944 0,0000 0,1333 10,0055
% TUK (1) 3,80 0,5193 7,8005 0,0000 0,1444 8,7052
» FO+T (1) 5,60 0,4179 10,0309 0,0000 0,1440 10,9616
KO+T (1) 3,30 0,4051 9,7519 1,0577 0,1627 11,4258
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Piiloha 4: Produkce metabolit kvasinkou Sporidiobolus metaroseus — lipidické latky

Zkratka Biomasa (g/l) | Ergosterol (mg/g) | Ubichinon (mg/g) | Tokoferol (mg/g)
Kontrolni 1 6,70 2,5071 5,0020 0,0000
FOG10 8,10 2,4546 8,5638 0,0589
s FOG25 10,50 2,4877 10,5265 0,0490
L KOG10 6,80 2,4933 6,8114 0,9609
8 KOG25 8,40 2,3418 6,5404 1,6550
t TUK+G10 8,50 2,9471 9,8702 0,0378
z TUK+G25 6,30 3,0434 8,4687 0,0000
8 FO+T+G10 9,00 2,7607 9,1571 0,0508
FO+T+G25 11,80 2,3463 10,7538 0,0000
KO+T+G10 7,60 3,8763 10,8182 0,0523
KO+T+G25 10,00 2,5917 8,4570 0,0529
5 Kontrolni 2 6,70 2,5071 5,0020 0,0000
5' FO 2,70 3,8335 9,8804 1,5582
N x KO 4,80 1,8952 3,9702 0,7254
o0 g TUK 3,00 4,5476 8,2169 2,1187
5' FO+T 5,80 3,3925 9,3204 0,0075
KO+T 6,40 2,8673 7,2211 0,0166
Kontrolni 3 10,80 3,7633 4,1488 0,0000
IS FO (1) 4,20 4,0012 7,2606 0,0000
% KO (1) 3,10 7,1913 6,6834 4,1743
2 TUK () 3,80 8,6442 5,0429 0,0000
n FO+T (I) 5,60 7,8836 6,9231 0,0000
KO+T (1) 3,30 9,1050 5,3949 0,7380
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Piiloha 5: Produkce metabolit kvasinkou Cystofilobasidium macerans - karotenoidy

Biomasa | B-karoten |Torularhodin| Lykopen Torulen Karotenoidy
Zkratka (/) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Kontrolni 1 6,10 0,0612 1,0117 0,0000 0,2753 1,5092
FOG10 7,53 0,0000 0,0000 0,0000 0,1811 0,2906
s FOG25 10,37 0,0033 0,5838 0,0000 0,2125 0,9121
Ll KOG10 6,16 0,0001 0,4772 0,0000 0,2303 0,7961
8 KOG25 8,28 0,0024 0,2495 0,0000 0,2221 0,5700
E)J Kontrolni 3,40 0,0201 2,1856 0,0000 0,2020 2,6671
Z TUK+G25 5,90 0,0000 0,0000 0,0000 0,2621 0,5656
8 FO+T+G10 8,70 0,0290 1,4976 0,0000 0,1991 1,9490
FO+T+G25 8,60 0,0403 1,1375 0,0000 0,2533 1,6125
KO+T+G10 5,90 0,0197 0,0000 0,0000 0,2169 0,6562
KO+T+G25| 8,70 0,0000 0,4792 0,0000 0,1352 0,7307
5 Kontrolni 2 7,00 0,0000 1,1925 0,0000 0,2414 1,5607
5] FO 6,80 0,0000 0,6247 0,0000 0,2273 1,0631
N & KO 4,50 0,0000 1,3841 0,0000 0,2532 1,8460
oy g TUK 2,80 0,0000 2,3183 0,1816 0,1517 2,7867
S FO+T 6,40 0,0000 2,0699 0,0000 0,2765 2,5450
KO+T 4,30 0,0000 1,2828 0,0000 0,2617 1,8196
Kontrolni 3 6,80 0,0031 1,7448 0,0000 0,3210 2,2390
&) FO (1) 6,30 0,0000 0,0000 0,0000 0,1093 0,2765
% KO (1) 5,60 0,0000 0,9590 0,0000 0,2772 1,4545
% TUK (1) 4,00 0,0086 0,1725 6,3923 0,1303 6,9912
» FO+T (1) 4,60 0,0028 1,3814 0,0000 0,2640 1,8345
KO+T (1) 5,80 0,0227 0,8852 0,0000 0,2521 1,3532
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Piiloha 6: Produkce metabolit kvasinkou Cystofilobasidium macerans — lipidické latky

Zkratka Biomasa (g/l) | Ergosterol (mg/g) | Ubichinon (mg/g) | Tokoferol (mg/g)
Kontrolni 1 6,10 2,6351 4,9253 0,0000
FOG10 7,53 2,4162 4,4921 0,1118
s FOG25 10,37 1,5658 3,5104 0,3721
L KOG10 6,16 3,3838 4,3322 1,3979
8 KOG25 8,28 2,2147 4,9364 4,4381
t TUK+G10 3,40 4,2030 7,5163 0,0000
Z TUK+G25 5,90 3,1631 7,0593 0,0000
8 FO+T+G10 8,70 3,5293 10,1844 0,0000
FO+T+G25 8,60 2,6379 7,3823 0,2547
KO+T+G10 5,90 3,0281 9,4317 0,0036
KO+T+G25 8,70 3,2434 7,9797 0,0539
5 Kontrolni 2 7,00 2,2665 3,7667 0,0000
51 FO 6,80 1,8752 5,7193 0,0000
N & KO 4,50 2,6918 6,7695 2,1309
oy g TUK 2,80 3,8459 9,8540 0,0000
S FO+T 6,40 3,1593 8,9232 0,0046
KO+T 4,30 2,8537 8,6348 0,3248
Kontrolni 3 6,80 3,6426 6,1877 0,0000
[$) FO (1) 6,30 0,9819 3,1837 0,0566
% KO (1) 5,60 3,0155 8,6115 1,7573
% TUK () 4,00 4,7680 8,3172 0,0000
” FO+T (I) 4,60 3,1708 8,4982 0,1515
KO+T (1) 5,80 3,8443 10,1084 0,2958
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Piiloha 7: Produkce metaboliti kvasinkou Rhodotorula mucilaginosa - karotenoidy

Biomasa | B-karoten | Torularhodin | Lykopen | Torulen | Karotenoidy
Zkratka (o) | (mg/g) (mg/g) (mg/g) | (mg/g) (mg/g)
Kontrolni 1 | 8,50 0,0028 0,3630 0,7350 0,0000 1,1574
FOG10 3,80 0,0000 0,3074 0,2164 0,0000 0,5356
s FOG25 7,40 0,0000 0,1697 0,0832 0,0000 0,2543
Ll KOG10 4,40 0,0000 1,4880 3,5777 0,1204 5,2801
8 KOG25 6,50 0,0070 0,3337 0,6816 0,0000 1,0921
E)J TUK+G10 | 4,40 0,0048 1,1168 1,9356 0,0000 3,1909
Z TUK+G25 8,60 0,0000 1,9182 4,3690 0,0000 6,4503
8 FO+T+G10| 4,30 0,0000 0,4939 0,1496 0,0000 0,6715
FO+T+G25| 7,30 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0115
KO+T+G10| 5,60 0,0000 1,7465 4,3431 0,0000 6,2324
KO+T+G25| 7,00 0,0057 1,5229 3,1443 0,0000 4,7709
5 Kontrolni 2 | 10,10 0,0000 0,6646 3,8857 0,1140 4,7316
5' FO 3,50 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0085
N x KO 2,40 0,0000 0,6278 1,1067 0,1329 1,9109
o0 g TUK 2,60 0,0000 0,3855 0,5933 0,1102 1,1123
5' FO+T 3,20 0,0000 0,1363 0,3282 0,0966 0,5713
KO+T 2,30 0,0000 1,1572 1,1053 0,1225 2,3768
Kontrolni 3 | 11,10 0,0000 0,5608 3,3460 0,1374 4,1074
[® FO (1) 4,20 0,2230 0,1800 0,2091 0,0000 0,6188
% KO (I) 2,60 0,0000 0,9658 1,5036 0,1201 2,6451
% TUK (1) 3,90 0,0000 0,8751 1,2927 0,1264 2,3626
» FO+T (1) 2,70 0,0000 0,1161 0,1826 0,0000 0,2965
KO+T (1) 5,10 0,0000 0,8608 2,5082 0,1028 3,5740
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Piiloha 8: Produkce metaboliti kvasinkou Rhodotorula mucilaginosa — lipidické latky

Zkratka Biomasa (g/l) | Ergosterol (mg/g) | Ubichinon (mg/g) | Tokoferol (mg/g)
Kontrolni 1 8,50 3,4525 3,5264 0,0000
FOG10 3,80 2,8020 9,1795 0,0000
s FOG25 7,40 3,6881 4,7012 0,0000
L KOG10 4,40 5,3399 6,6609 1,9510
8 KOG25 6,50 4,1104 5,3569 0,0000
t TUK+G10 4,40 5,0490 5,6212 0,0000
z TUK+G25 8,60 7,5867 5,4351 0,0000
8 FO+T+G10 4,30 4,7690 4,7807 0,4190
FO+T+G25 7,30 4,2314 6,4783 0,0000
KO+T+G10 5,60 5,0851 10,1998 0,0537
KO+T+G25 7,00 6,0143 4,9912 0,0460
5 Kontrolni 2 10,10 4,0584 2,6453 0,0915
5' FO 3,50 3,3238 12,7100 0,0152
N x KO 2,40 5,9194 6,0807 4,4225
o0 g TUK 2,60 5,8507 6,4372 0,0000
5' FO+T 3,20 5,2270 7,3585 0,0000
KO+T 2,30 5,3062 6,2990 0,0647
Kontrolni 3 11,10 3,8286 2,3303 0,0000
IS FO (1) 4,20 4,1894 9,7744 0,1925
% KO (1) 2,60 5,2961 9,3841 5,7086
2 TUK (1) 3,90 5,2108 7,2786 0,0000
n FO+T (I) 2,70 5,3588 57811 0,0692
KO+T (I) 5,10 4,6305 5,9869 0,0314

73



Piiloha 9: Produkce metabolit kvasinkou Rhodotorula kratochvilovae - karotenoidy

Biomasa | B-karoten | Torularhodin| Lykopen | Torulen | Karotenoidy
Zkratka (/) (mg/9) (mg/g) (mg/g) (mg/9) (mg/g)
Kontrolni 1 | 9,50 0,2161 1,3568 2,5100 0,1104 4,4197
FOG10 4,90 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2019
s FOG25 12,50 0,0033 0,0000 0,0000 0,0000 0,0136
Ll KOG10 5,30 0,0900 1,1908 0,0000 0,0000 1,9325
8 KOG25 10,10 0,2054 1,8796 0,0000 0,1142 2,3520
E)J Kontrolni 4,30 0,1334 2,2749 0,0000 0,1247 2,5675
Z TUK+G25 | 6,10 0,2204 1,4795 0,0000 0,1088 1,9116
8 FO+T+G10 | 12,00 0,2381 2,1861 0,0000 0,1218 2,8077
FO+T+G25| 10,40 0,1731 1,1798 0,0000 0,0000 1,4682
KO+T+G10| 4,80 0,2169 2,2411 0,0000 0,1231 2,6811
KO+T+G25| 8,50 0,2962 2,5392 0,0000 0,1087 3,0575
5 Kontrolni 2 | 13,80 0,2687 1,3518 0,0000 0,0000 1,7049
5' FO 3,80 0,0129 0,0771 0,0000 0,0000 0,0808
N x KO 2,40 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0348
o0 g TUK 4,90 0,1699 2,3545 0,0000 0,1128 2,7441
5' FO+T 14,30 0,1243 1,4959 0,0000 0,1179 1,8966
KO+T 1,10 0,1318 2,9159 0,0000 0,1139 3,2124
Kontrolni 3 | 12,60 0,2290 1,4794 0,0000 0,1256 1,9217
(&) FO (I) 6,70 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2095
% KO (1) 3,50 0,1103 2,8133 0,0000 0,1156 3,0579
% TUK (1) 5,80 0,0983 2,5569 2,1500 0,1387 4,9296
» FO+T (1) 11,10 0,1411 1,9863 0,0000 0,1502 2,4711
KO+T (1) 4,50 0,1199 2,9970 0,0000 0,1199 3,3344
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Piiloha 10: Produkce metaboliti kvasinkou Rhodotorula kratochvilovae — lipidické latky

Zkratka Biomasa (g/l) | Ergsterol (mg/g) | Ubichinon (mg/g) | Tokoferol (mg/g)
Kontrolni 1 9,50 2,7875 1,7191 0,0000
FOG10 4,90 3,5945 4,7538 0,0000
s FOG25 12,50 3,3355 6,8083 0,0000
L KOG10 5,30 3,7715 0,7200 0,0924
8 KOG25 10,10 3,3032 8,4864 0,0956
t TUK+G10 4,30 3,3809 4,4622 0,0000
z TUK+G25 6,10 3,8037 4,7385 0,0000
8 FO+T+G10 12,00 4,3179 9,2625 0,0000
FO+T+G25 10,40 3,4175 8,0000 0,0000
KO+T+G10 4,80 3,8012 6,5468 0,0361
KO+T+G25 8,50 3,8941 7,3805 0,0480
5 Kontrolni 2 13,80 3,2391 4,9396 0,0000
5] FO 3,80 2,9875 7,4269 0,4573
N & KO 2,40 4,5307 3,5549 0,5611
o0 g TUK 4,90 3,6197 5,4258 0,0000
3 FO+T 14,30 3,6068 57971 0,1110
KO+T 1,10 3,9849 4,4378 0,0000
Kontrolni 3 12,60 3,4572 5,9398 0,0000
IS FO (1) 6,70 2,8462 2,3997 0,3805
% KO (1) 3,50 4,4619 3,4807 0,1841
2 TUK () 5,80 3,7282 5,2601 0,0000
n FO+T (1) 11,10 3,9800 7,1272 0,0000
KO+T (1) 4,50 3,9903 5,5044 0,0052

75



Piiloha 11: Produkce metaboliti kvasinkou Rhodosporidium toruloides - karotenoidy

Biomasa | pB-karoten | Torularhodin | Lykopen Torulen | Karotenoidy
Zkratka (/) (mg/9) (mg/g) (mg/9) (mg/9) (mg/g)
Kontrolni 1 | 13,38 0,2625 2,7454 1,7197 0,2096 4,9611
FOG10 6,41 0,1384 2,6922 0,0000 0,1356 2,9483
FOG25 8,76 0,3147 5,6044 0,0000 0,1473 6,0905
E KOG10 5,59 0,2004 4,1821 0,0000 0,1524 4,5445
61 KOG25 6,74 0,3651 5,3955 0,0000 0,1585 5,9566
o Kontrolni 2 | 11,00 0,6787 4,2054 0,0000 0,1501 5,3304
g TUK+G10 5,40 0,4087 7,2125 0,0000 0,0000 7,9037
6 TUK+G25 8,20 0,3514 5,3800 0,0000 0,0000 6,1093
»n |FO+T+G10| 5,40 0,4805 7,8061 0,0000 0,1195 8,6107
FO+T+G25| 8,20 0,7459 10,2323 0,0000 0,1389 11,2562
KO+T+G10| 5,70 0,3853 6,4550 0,0000 0,1064 7,0842
KO+T+G25| 8,00 0,6367 8,4802 1,5845 0,1287 10,9118
5 Kontrolni 3 | 12,20 0,4666 2,6499 3,2145 0,1183 6,4841
5‘ FO 2,90 0,0866 0,7445 0,0000 0,0000 0,8430
Nx KO 1,50 0,4464 6,0908 0,0000 0,1440 6,7351
oM g TUK 3,10 0,2247 4,0170 0,0000 0,1322 4,4229
d FO+T 3,00 0,1978 3,7452 0,0000 0,0955 4,1001
KO+T 3,00 0,3562 6,5256 0,5516 0,1312 7,5973
Kontrolni 4 | 12,00 0,6021 3,3387 0,0000 0,1416 4,3818
IS FO (I) 3,30 0,0012 0,9026 0,2317 0,0989 1,3667
% KO (1) 3,70 0,4080 6,3772 0,0000 0,1608 6,9664
% TUK (1) 4,00 0,4240 8,6881 0,0000 0,1202 9,3234
~ FO+T (1) 4,20 0,3570 6,1438 0,3649 0,1361 7,0264
KO+T (1) 3,40 0,4146 7,5262 0,0000 0,1377 8,1046
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Piiloha 12: Produkce metaboliti kvasinkou Rhodosporidium toruloides — lipidické latky

Zkratka Biomasa (g/l) | Ergosterol (mg/g) | Ubichinon (mg/g) | Tokoferol (mg/g)
Kontrolni 1 13,38 1,8811 3,3714 0,0000
FOG10 6,41 6,0589 2,0237 0,0000
FOG25 8,76 4,6668 2,7046 0,0000
E KOG10 5,59 4,4638 3,7409 16,8987
6' KOG25 6,74 5,5280 2,5600 6,8035
% Kontrolni 2 11,00 3,0419 4,6164 0,0000
<>-_> TUK+G10 5,40 7,7580 4,7847 0,3885
(—D' TUK+G25 8,20 6,1946 5,1420 0,0000
»n | FO+T+G10 5,40 7,1344 4,9707 0,0000
FO+T+G25 8,20 6,8544 3,9645 0,0000
KO+T+G10 5,70 7,1137 10,2237 0,0216
KO+T+G25 8,00 7,7391 9,5317 0,0000
5 Kontrolni 3 12,20 2,3183 5,4793 0,0000
6' FO 2,90 4,7025 8,0907 0,1301
Nx KO 1,50 7,0803 2,1755 0,3650
o g TUK 3,10 7,0974 2,4091 0,0000
d FO+T 3,00 7,4878 3,0510 0,0000
KO+T 3,00 7,7196 2,8811 0,4243
Kontrolni 4 12,00 2,9872 4,3913 0,0000
[$ FO (1) 3,30 5,0657 5,6533 0,0895
% KO () 3,70 6,5581 4,6055 5,6360
2 | TuK() 4,00 8,6438 49174 0,0000
o FO+T (I) 4,20 8,0228 3,6611 0,0000
KO+T (1) 3,40 8,3930 2,9404 0,0000
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Piiloha 13: Produkce metaboliti kvasinkou Rhodosporidium toruloides pri fermentorové

kultivaci
Cas odbéru | Biomasa B-karoten Torularhodin Torulen Karotenoidy
(h) D) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
8 2,5925 0,2451 10,3126 0,1151 10,7143
22 4,9625 0,1860 4,3403 0,1408 4,7535
24 6,6275 0,2040 5,9176 0,1548 6,3301
40 8,3525 0,1760 5,3554 0,1023 5,6479
48 9,8050 0,2317 7,2379 0,1053 7,6140
56 10,1825 0,2419 7,6476 0,1210 8,0463
72 12,2675 0,1760 6,8039 0,1084 7,1071
96 14,2900 0,1427 1,5916 0,1291 2,5966
120 15,1925 0,2098 9,3862 0,1240 9,7516
144 14,8850 0,2580 10,3486 0,1108 10,7568
168 14,8225 0,2125 8,6458 0,1230 9,0070
Cas odbéru (h) | Biomasa (g/l) | Ergosterol (mg/g) | Ubichinon (mg/g) | Tokoferol (mg/g)
8 2,5925 9,0636 5,1352 6,1005
22 4,9625 5,5032 3,1216 5,0567
24 6,6275 6,4297 12,1371 5,4404
40 8,3525 6,5198 4,7472 19,7059
48 9,8050 7,4320 14,2249 9,6946
56 10,1825 9,1654 13,3061 4,5874
72 12,2675 7,7055 4,5715 15,7759
96 14,2900 6,5733 6,0713 11,1318
120 15,1925 9,3585 11,7615 9,5216
144 14,8850 9,7828 2,8352 4,5289
168 14,8225 8,5219 12,8056 3,5386
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	BP_Žanet-1-kopie-rev

