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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva problematikou kultivace kvasinek s vyuzitim potravinai-
skych odpadnich substrat v laboratornim mefitku. Karotenogenni kvasinky jsou mikroorga-
nismy schopné spotiebovavat odpadni potravinaiské substraty a vyuzivat je jako zdroje orga-
nickych zivin pro rast. Ke zkoumané problematice bylo pfistupovano z praktického i teoretic-
kého hlediska. V praktické Casti byly popsany jednotlivé druhy kvasinek, probirané metabolity
a typy odpadnich substratd. Mezi hlavni zvolené substraty patfil kufeci tuk a kufeci pefi.
Béhem této prace byly vyuzity kvasinkové druhy Rhodotorula kratochvilovae (CCY 20-2-26),
Rhodosporidium toruloides (CCY 62-2-4), Cystofilobasidium macerans (CCY 10-1-2), Spo-
ridiobolus pararoseus (CCY 19-9-6), Rhodotorula mucilaginosa (CCY 20-9-7), Rhodotorula
mucilaginosa (CCY 19-4-25) a Sporidiobolus metaroseus (CCY 19-6-20). Dané kmeny vyka-
zovaly dobré vlastnosti pii produkci sledovanych metabolitd. Pro produkci sledovanych meta-
boliti na odpadnich substratech byly vybrany kmeny s nejlepsimi vysledky, a to jsou Rho-
dosporidium toruloides (CCY 62-2-4) a Sporidiobolus metaroseus (CCY 19-6-20).

Klic¢ova slova: karotenoidy, karotenogenni kvasinky, péfovy hydrolyzat, kultivace, kufeci tuk,
mastne kyseliny



Abstract

This bachelor thesis is focused on the issue of yeast cultivation with the usage of waste sub-
strates from the food industry on a laboratory level. Carotenogenic yeasts are microorganisms
capable of processing food waste substrates and use them as a source of organic nutrients for
growth. This thesis consists of a practical as well as theoretical part. The experimental section
focuses on the description of different strains of yeasts, metabolites and types of waste substra-
tes. The two main substrates chosen for this research were chicken fat and chicken feathers.
The yeast types used in this thesis were Rhodotorula kratochvilovae (CCY 20-2-26), Rhodospo-
ridium toruloides (CCY 62-2-4), Cystofilobasidium macerans (CCY 10-1-2), Sporidiobolus
pararoseus (CCY 19-9-6), Rhodotorula mucilaginosa (CCY 20-9-7), Rhodotorula mucila-
ginosa (CCY 19-4-25) and Sporidiobolus metaroseus (CCY 19-6-20). These strains reported
high production values of the metabolites researched in this thesis. The strains Rhodosporidium
toruloides (CCY 62-2-4) and Sporidiobolus metaroseus (CCY 19-6-20) were chosen for the
production of metabolites from waste substrates, for those reported the most promising results,

Key words: carotenoids, carotenogenic yeasts, feather hydrolyzate, cultivation, chicken fat,
fatty acids
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1 UVOD

V dnesni dob€ se z divodu rozsifeni primyslu produkuje velké mnozstvi potravinaiského od-
padu. Z ekologickych i ekonomickych divodi je vSak mnohem lepsi tento odpad dale zpraco-
vavat k produkci latek uziteCnych pro lidskou ¢i zivoc¢isnou spotiebu.

Karotenogenni kvasinky jsou idealni volbou pro zpracovavani organickych potravinarskych
odpadu, jelikoz jsou schopny vyuzivat tyto substraty jako zdroje zivin. Odpadni zivoc€isny tuk,
kuteci pefi a dalsi substraty mohou byt pro karotenogenni kvasinky bohatym zdrojem uhliku a
dusiku. Karotenogenni kvasinky produkuji metabolity (karotenoidy, mastné kyseliny, koenzym
Q10 a ergosterol), jez nachazi Siroké uplatnéni v potravinafském, krmivarském a farmaceutic-
kém prumyslu. Karotenoidy jsou latky nezbytné pro normalni fungovani lidského organismu.
Zivogichové viak tyto latky neumi syntetizovat, proto je musime piijimat skrze potravu anebo
ve formé vyzivovych doplik.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kbvasinky
Kvasinky jsou eukaryotické heterotrofni mikroorganismy. Patfi do fiSe Houby (Fungi). V pii-
rodé se vyskytuji bud’ jako jednobunécné organismy anebo ve tvaru vétvenych vlaken — kolonii.
Diky své bunécné struktufe a schopnosti zkvasovat monosacharidy se vyskytuji téméf vsude.
Buriky kvasinek maji kulovity az protahly tvar a diky pevné bunécné stén€ se jich tvar skoro
nemeni béhem jejich zivotniho cyklu [1].

2.1.1 Rozmnozovani kvasinek
Kvasinky jsou schopné se rozmnozovat dvojim zptisobem: pohlavnim a nepohlavnim. Vegeta-
tivni rozmnozovani miZze probihat bud’ pomoci déleni nebo pomoci puceni, pohlavni pak po-
moci spajeni dvou matefskych bunék za vzniku spor [1].

2.1.1.1 Vegetativni rozmnoZovdni
Pfi rozmnozovani pomoci puceni na matefské burice se vytvoti pupen, ktery se postupné zvét-
Suje. Po dosazeni dostatecné velikosti, se pupen oddé€luje od matefské buriky, za vzniku jizvy.
Podle toho, na jakém misté se pupen oddéli od matefské buriky, mizeme rozdélit puCeni na
monopolarni, bipolarni a multipolarni [1].

2.1.1.2 Pohlavni rozmnoZovani
Vétsina kvasinek kromé vegetativniho rozmnozovani ma jesté rozmnozovani pohlavni, pii kte-
rém vznikaji spory. Pfi pohlavnim rozmnozovani spolu konjuguji dvé haploidni butiky, u nichz
pak dojde ke spojenti jejich jader (tomuto procesu se fika karyogamie). Konjugaci dvou kvasin-
kovych bun¢k vznikne zygota, ktera nasledné sporuluje za vzniku ask nebo bazidii, v nichz jsou
spory ulozeny. Mize také nastat mitotické déleni jadra a potom dojde ke vzniku spor [1].

2.1.2 Struktura bunky kvasinek

Kvasinky maji kulovity, ob¢as elipsoidni tvar bunék. Burika je slozena z celkem pevné bunécné
stény. Bunécnou sténu kvasinek tvoii polysacharidy, bilkoviny, lipidy a fosfolipidy. Uvnitt
bunky se nachézeji cytoplazma a organely ohrani¢ené cytoplazmatickou membranou. Jelikoz
kvasinkové buriky patii do skupiny eukaryotickych bunék, patfi sem pro eukaryotickou butiku
typické organely, naptiklad: Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum, mitochondrie a vaku-
oly (Obrazek 1). Bunécna sténa je pevna a elasticka struktura schopna zajistit stalost tvaru buiky
a odolat vyraznému osmotickému tlaku. Dale zajistuje transport zivin do buriky. Pfes bunécnou
sténu je rovnéz zajistén vystup odpadnich produktt bunky. Cytoplazmaticka membrana se na-
chézi pfimo pod bunécnou sténou. Jeji hlavni funkci je regulace pronikani zivin do buiky a
vyluCovani metabolickych produkt do extracelularniho prostoru. Vnitini prostor buriky vypl-
fiuje cytoplazma, coz je komplexni systém intracelularnich struktur a organel. V cytoplazmé
probihaji nejdulezitéjsi procesy biosyntézy a uklada se zde geneticka informace. Mitochondrie
jsou kulovité nebo protahlé intracelularni organely obsahujici enzymatické systémy, zejména
pro transport elektronti. Mezi funkce mitochondrii patii oxidacni reakce, které jsou zdrojem
energie pro syntézu ATP skrze prenos elektronti pres dychaci fetézec. Dale pak obsahuje vlastni
genetickou informaci slouZzici jako templat k syntéze mitochondrialnich proteina.
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Ribozomy jsou ultramikroskopické granule ve formé nepravidelnych kulicek, které se skladaji
z proteinu a RNA. Ribozomy syntetizuji proteiny a enzymy. Jadro ma tvar kulaté a ovalné
bubliny obklopené skorapkou. Funkci jadra je ukladani a prenos genetické informace pti déleni
bunék. Endoplazmatické retikulum je komplexni membranova sit’, ktera tvori systém kanalQ,
jimz je zprostfedkovan transport v ramci intracelularniho prostoru. Golgiho aparat je nahroma-
dénim nejmensich zplostélych telisek spojenych membranovym systémem endoplazmatického
retikula. Role Golgiho aparatu zahrnuje posttransla¢ni modifikace proteina ¢i produkci prekur-
zort pro bunécnou sténu. Kromeé toho plni i ochrannou funkci — konzervaci a odstrafiovani
produktti bunééné sekrece. Vakuoly zabiraji centralni ¢ast buriky. Jsou naplnény bunécnou mi-
zou, ktera je uzaviena v lipoproteinové membrané€. Vakuoly se podileji na osmotické regulaci
a jsou mistem raznych redoxnich procest. Vakuoly se tvori béhem starnuti kvasinkové buriky;
obsahuji ziviny, odpadni latky a granule rezervnich latek: glykogen, trehaloza, tuk [2], [3].

Obrazek 1: Struktura kvasinkové burnky (1 — cytoplazmatickda membrdna, 2 — cytoplazma , 3,4 — endo-
plazmatické retikulum, 5 — kapky tuku, 6 — mitochondrie, 7 — jadro, 8 — vakuola, 9 — ribozomy, 10 —
bunécnd sténa) [4]

2.1.3 Karotenogenni kvasinky
Karotenogenni kvasinky jsou kvasinky, které akumuluji ve svych bunécnych strukturach lipo-
filni pigmenty, jimiZz jsou napfiklad betakaroten, torulen aj. Pro syntézu karotenoidi je potreba
pfistup svétla a kysliku [3].

2.1.3.1 Rod Rhodotorula
Pro tento rod jsou charakteristické kulovité a ovalné buriky. Produkuji lipidy, mastné kyseliny
a pigmenty. Maji Cervenou anebo zlutou barvu. Nemaji fermentacni schopnosti. Jsou velmi
roz$itené v pudé vodnich ploch a v riznych potravinach. Nejrozsifenéjsi druh rodu Rhodoto-
rula je Rhodotorula glutinis [3] [5].
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2.1.3.2 Rod Sporobolomyces
Pro tento rod neni typické kvaseni. Maji zlutou az rizovou barvu. Buiiky maji kulaté az protah-
nuté nebo vietenovité. Pfi puceni mizou vytvaret prisedle anebo na kratkych dentikulech pu-
peny. Nekteré druhy tvofi mycelium, nékteré pseudomycelium. Produkuji karotenoidy jako
betakaroten, torulen aj. Nejvyznamnéjsi druhy: Sporobolomyces pararoseus a Sporobolomyces
salmonicolor [3] [5].

2.1.3.3 Rod Rhodosporidium
Pro tento rod je charakteristicka zlutd, oranzova a Cervena barva. Nemaji fermentacni schop-
nosti. Tento rod je znamy svou produkci koenzymi Q9 a Q10. Buiiky maji kulovity tvar. Nej-
znaméjsi druhy tohoto rodu jsou Rhodosporidium toruloides, viz Obrazek 2, Rhodosporidium
babjevae a Rhodosporidium fluviale [5].

Obrdazek 2: Rhodosporidium toruloides

2.1.3.4 Rod Cystofilobasidium
Kvasinky tohoto rodu nejcastéji vytvareji kolonie oranzové, lososové az skoticové barvy. Ne-
pohlavni rozmnozovani probiha pu¢enim. Pfi pohlavnim rozmnozovani vytvareji pravé myce-
lium se svorkovym spojenim. Buiiky maji kulovity nebo protahly tvar. Zastupci tohoto rodu
jsou schopny fermentace. Mezi zastupce tohoto rodu patii naptiklad Cystofilobasidium capita-
tum, Cystofilobasidium infirmominiatum a Cystofilobasidium macerans [5].

2.1.3.5 Rod Sporidiobolus
Buriky tohoto rodu maji prevazné elipsoidni nebo vejcity tvar. Kolonie jsou vybarvené do ri-
zové az Cervené barvy diky pfitomnosti karotenogennich pigmentti. Vegetativni rozmnozovani
probiha pucenim za tvorby pseudomycelia a pravého mycelia. Sexualni rozmnozovani je ho-
motalické anebo heterotalické. Zastupce tohoto rodu jsou znamy pfitomnosti koenzymu Q10
ve svych bunikach. Nejsou schopny fermentovat cukry. Do tohoto rodu patti druhy Sporidiobo-
lus pararoseus, Sporidiobolus johnsonii aj. [5].
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2.2 Metabolity
Metabolity jsou produkty latkové pfemény (metabolismu). Podle Ucasti v lidském téle je ma-
zeme rozdélit na primarni a sekundarni: Primdrni metabolity (sacharidy, bilkoviny, lipidy, nuk-
leové kyseliny) jsou latky nezbytné pro spravné fungovani organismu, podileji se na rastu, vy-
voji a rozmnozovani. Sekunddrni metabolity se ptimo nepodileji na vyvinu organismu, jsou
vSak dulezité pro jeho spravné fungovani. Mezi sekundarni metabolity se fadi napfiklad karo-
tenoidy [6].

2.3 Karotenoidy

Mezi karotenoidy fadime barviva rostlin, fas, hub a mikroorganisma. Jsou to lipofilni latky, coz
znamena, ze jsou rozpustné v tucich, ale nejsou rozpustné ve vod¢. Diky pritomnosti systému
konjugovanych dvojnych vazeb v jejich struktufe jsou barevné a miizou mit zlutou, oranzovou
nebo cervenou barvu. Tvoii barvu mnoha potravin, proto pfimo souviseji s vhimanim jejich
kvality, protoze barva ovliviiuje preference spotiebiteld. Diky své struktuie maji dobré antioxi-
dacni vlastnosti. Jsou pfitomné v rostlinnych chromoplastech, coz jsou plastidy, v nichz nepro-
biha fotosyntéza. Svou pritomnosti chrani fotosynteticky aparat pred poSkozenim. Maji funkci
absorbovat svétlo a pfedavat ho do reak¢niho centra chlorofylu [7] [8].

2.3.1 Chemicka struktura karotenoidu
Z chemického hlediska patii karotenoidy mezi tetraterpenoidni molekuly, skladajici se z osmi
pétiuhlikatych zbytkl izoprenu (jedna se tedy o oligomery izoprenu). Karotenoidové pigmenty
tvori pfirozen€ zlutou, oranZzovou nebo Cervenou barvu mnoha potravin. Molekuly karotenoidu
jsou tvoreny fetézci ze 40 atomu uhliku. Barva karotenoidii zavisi na poloze a konjugaci vazeb
v fetézci. V fetézci prevazuji trans konfigurace. Podle sloZeni je mizeme rozdélit na 2 zakladni
skupiny.

a) Karoteny — karotenoidy, které maji ve svém fetézci pouze uhlik a vodik. Ve vétsiné
pfipadii maji oranzové a Cervené zbarveni (napf. lykopen, viz Obrazek 3).

Obrazek 3: Strukturni vzorec lykopenu

b) Xantofyly — v fetézci téchto karotenoidi je pritomen kyslik, obvykle maji zluté zbarveni
(napf. lutein, kantaxantin).

Podle ptitomnosti cyklickych ¢asti fetézce miizeme karotenoidy rozdélit na:

1) Acyklické — maji linearni fetézec (lykopen).
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2) Monocyklické — fetézec je zakoncen cyklickou strukturou (napf. torulen, viz Obrazek 4,
y-karoten).

Obrazek 4: Strukturni vzorec torulenu
3) Dicyklické — fetézec obsahuje 2 cykly. (napf. B-karoten viz Obrazek 5).

Karotenoidy maji fetézec s vysokym stupném nenasycenosti, diky cemuz jsou velmi u€innymi
antioxidanty. Napfiklad nejlepSim antioxidantem je lykopen [7] [9] [10].

Obrazek 5: Strukturni vzorec f-karotenu

2.3.2 Vyznam karotenoidu

Prvni ze dvou hlavnich funkci karotenoidt je absorpce svétla pro fotosyntézu, coz pomaha
k efektivnéjSimu vyuziti slunecni energie. Predavaji tuto energii na chlorofyl, proto se jim fika
pomocné fotosyntetické pigmenty. Druhou je ochranna funkce. Pfeménuji prebyte¢nou energii,
kterou piijaly chlorofyly, na teplo. Tato funkce je velice dilezita pro rostliny, rovnéz je chrani
pred UV zafenim. Karotenoidy pfeméfiuji barvy listi na podzim, nebo barvy ovoce a zeleniny
pfi zrani. V butikach karotenoidy se vazou na volné radikaly a tim zabrafiuji mutacim nebo
uplné smrti buriky. Karotenoidy, jakozto dobré antioxidanty jsou dilezité pro zdravé fungovani
lidského organismu, hlavné jeho imunitniho systému. Napftiklad pfi St€peni B-karotenu vznikaji
dvé molekuly retinolu (vitamin A) ktery je nezbytny pro lidsky zrak a imunitni systém [11] [12].

2.4 Lipidy
Jsou dulezité prirodni latky (tuky, oleje, vosky, vitaminy, hormony). Z chemického pohledu to
jsou prevazné estery vyssich mastnych kyselin a alkoholu (nejcastéji triacylglyceroly). Obec-
nou charakteristikou pro vSechny lipidy je hydrofobni charakter, ktery je zptisoben nepolarnim
uhlovodikovym fetézcem.

Nejvyznamnéjsi funkce lipida:

a) Tvofti slozku bunénych membran, kde jsou ve formeé membranové dvojvrstvy, ktera je
nepropustna pro vodu.

b) Rozpousteédlo pro lipofilni vitaminy A, D, E a K.
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¢) Zdroj energie pro organismus

d) Mechanicky a tepelné chrani vnitini organy — izolani vrstva téla

e) Jsou soucasti transportnich lipoproteint

Podle slozeni Ize lipidy rozdélit na:

Jednoduché (acylglyceroly, vosky) jsou mastné kyseliny vazané na alkohol. V ptipadé
tukl a oleji jsou mastné kyseliny vazané na glycerol, u vosku pak naptiklad na cetyal-
kohol ¢i myrialkohol.

Slozené (sfingolipidy, glykolipidy, lipoproteiny, fosfolipidy) maji na alkohol navéza-
nou, krome esteru mastné kyseliny, jesté n€jakou dalsi skupinu.

e Fosfolipidy kromé& mastné kyseliny a alkoholu v jejich struktufe je obsazen zby-
tek kyselina fosforecné. Diky své struktuie maji polarni a nepolarni konec.

e Glykolipidy na jednom svém koci maji navazany oligo- nebo monosacharid
e Sfingolipidy maji sfingoidni bazi soucasti, které je sfingosin

Odvozené lipidy (steroidy, karotenoidy, lipofilni vitaminy a prostaglandiny) jsou latky
lipidické povahy, které vSak nemohou byt svoji strukturou zatazeny mezi lipidy [13],
[14], [15].

24.1 Mastné kyseliny
Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny se 4 az 26 uhliky. Obsahuji prevazné sudy pocet
uhliku v fetézci, protoze jsou syntetizované z dvouuhlikatych acetyl-CoA. V zivych soustavach

se vyskytuji pfevazné ve formé lipida (vazané na alkohol) méné pak volné. Na zakladé pfitom-

nosti dvojné vazby jsou rozdélené na nasycené a nenasycené. Maji amfipatickou povahu, pa-

sobi jako tenzidy, jsou relativné dobfe rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech. Podle struktury

fetézce 1ze mastné kyseliny rozdélit na rozvétvené a nerozvétvené. Mastné kyseliny s dvojnymi
vazbami miZou mit cis a trans formu, a to proto, ze dvojna vazba nema osu rotace. Podle toho,

zda je lidské té€lo umi syntetizovat, nebo je musi pfijimat skrze potravu, miZzeme mastné kyse-

liny rozdé€lit na esencialni a neesencialni (viz Obrazek 6).

Obrazek 6: Strukturni vzorce kyselin olejové a palmitové
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Mastné kyseliny jsou zdrojem energie pro nas organismus. Energie se ziskava v metabolické
draze, ktera je pojmenovana beta-oxidace. Aktivace je katalyzovana enzymem acyl-CoA-syn-
tazou a je umoznéna pouze za spotieby energie z ATP. [16].

2.4.1.1 Biosyntéza mastnych kyselin

Syntéza mastnych kyselin probiha v cytoplazmé bunék, v endoplazmatickém retikulu. Syntéza
mastnych kyselin je slozity proces skladajici se z fady reakci jdoucich za sebou. Vychozi latkou
jsou 2 molekuly acetyl-CoA. Pomoci enzymu acetyl-CoA-ACP-transacetylazy je jedna z mo-
lekul acetyl-CoA pievedena na molekulu acetyl-ACP. Dale do reakci vstupuje enzym acetyl-
CoA-karboxylaza, ktery zpusobuje vazbu CO2 na jinou molekulu acetyl-CoA a tim prodluzuje
fetézec o jeden uhlik. Takto vznikne molekula malonyl-CoA ktera je nasledn€ pomoci enzymu
malonyl-CoA-ACP-transacylazy prevedena na malonyl-ACP. Jako dalsi krok je kondenzace a
dekarboxylace acetyl-ACP s molekulou malonyl-ACP za vzniku acetoacetyl-ACP. Tento re-
ak¢ni krok je katalyzovana enzymem B-oxoacyl-ACP-syntetdzou. Nasledné acetoacetyl-ACP
je redukovan na B-hydroxybutyryl-ACP pomoci enzymu B-ketoacyl-ACP-reduktazy. Nasledné
z ného pomoci B-hydroxyacyl-dehydrogenazy vznikne o,p-trans-buteonyl-ACP. Jako dalsi re-
akéni krok probéhne redukce o,B-trans-buteonyl-ACP na butyryl-ACP pomoci enoyl-o,-re-
duktazy. Jako vysledek téchto reakénich kroku je prodlouzeni fetézce o dva atomy uhliku.
Tento reakcni cyklus probéhne nékolikrat, zalezi na tom, kolik atomu uhliki ma vysledna
mastna kyselina. Jako zakonCeni syntézy probéhne reakce, ktera je katalyzovana acylsterazou
a ktera pfemeéni acyl na kyselinu ods§tépenim ACP a navazanim H>O (viz Obrazek 7) [15], [17],
[18], [19].

2.4.1.2 p-oxidace mastnych kyselin
Odbouravani mastnych kyselin probiha v peroxizomech a mitochondriich. Za vlivu specific-
kych enzymu dochazi k postupnému $tépeni uhlikatého fetézce mastné kyseliny. Stépeni pod-
1éha vazba mezi o a  atomy uhliku. Schéma B-oxidace mastnych kyselin je znazornéno na
Obrazku 8 [18], [19].
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Obrazek 8: Schémata f-oxidace a biosyntézy mastnych kyselin [20]

24.2 Ergosterol

Ergosterol je lipidicka latka nepolarni povahy (ergosta-5,7,22-trien-3-beta-ol) viz Obrazek 9,
pojmenovana ,,houbovy sterol” podle namele — houby, ze které byl poprvé ergosterol izolovan.
Ergosterol se nenachézi v rostlinnych ani v zivoc¢iSnych burikach. Nachazi se v bunécnych
membranach kvasinek a hub a slouzi obdobné jako cholesterol v zivociSnych burikach. Jelikoz
se vykytuje v plisnich, 1ze ho pouzivat jako indikac¢ni latku pfi kontaminaci potravin. Ergosterol
je provitaminem vitaminu D2. U kvasinek ergosterol ma funkci regulatoru proteinkinazy (en-
zym nezbytny pro rust kvasinkovych bunék) [21], [19], [22], [23].
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Obrdazek 9: Strukturni vzorec ergosterolu [19]
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2.5 Lipofilni latky
Jsou to latky, které jsou dobfe rozpustné v tucich, resp. dobfe misitelné s tuky a oleji. V lidském
téle to mohou byt naptiklad lipidy. Nékdy muze byt pojem lipofilni latka zaménovan za pojem
hydrofobni latka (nerozpustna ve vode).

2.5.1 Ubichinon (Koenzym Q10)
Latky, kterym se fika Koenzymy Q jsou latky, které na benzochinonovém jadru maji navazany
izoprenovy fetézec. Piikladem ubichinonu je Koenzym Q10 (Obrazek 10), ktery ma na benzo-
chinonovém jadru navazany izoprenovy fetézec slozeny z 10 izoprenoidnich jednotek. Koen-
zymy Q se vyuzivaji v dychacim fetézci jako prenasece vodiku a elektront, pri¢emz dochazi k
tvorbé ATP. Za absence kysliku pfechéazeji na chinoly [24].

,-* J\ I:H'
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Obrazek 10: Strukturni vzorec koenzymu Q10.

2.6 Odpadni substraty
Odpadni substraty jsou pouzivané jako zdroj energie a zivin pro rast mikroorganismi v tomto
pfipadé konkrétné kvasinek, a pro rist a produkci metabolitl. Ke kultivacim se vyuzivaji i od-
padni materialy, protoze jsou dobrymi zdroji organického uhliku a ostatnich makro- a mikro-
elementt. Jedna se o skvély zpasob recyklace a pouziti odpadu pro dalsi biologické a chemické
ucely.

2.6.1 Zivo&isné odpadni tuky
Zivogisné tuky jsou vétsinou estery mastnych kyselin a glycerolu. Jsou rozpustné v nepolarnich
rozpoustédlech. Jsou to produkty zpracovani organické hmoty z tél zvirat. Slozeni zivocisSnych
tukl zalezi na tom, jakou mélo zvife potravu, na pavodu potravy a druhu zvifete. Pro dalsi
pouziti tuk nesmi byt toxicky a patogenni, jediné pak maze byt vyuzivan jako surovina pro
produkci latek, urcenych ke spotiebé lidmi v potrave [25].
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2.6.2 Odpadni substraty pri produkci karotenoida
Pti kultivaci kvasinek a nasledné produkei karotenoidu 1ze vyuzit nékolika odpadnich substratu.
Jednim z nich je glycerol — bezbarva viskozni kapalina bez zapachu. Vyskytuje se v estericky
vazané formé€ s vy§§imi mastnymi kyselinami. Odpadni glycerol 1ze ziskat jako produkt zpra-
covani oleju a tukd [15].

Druhym ze substrati muze byt syrovatka. Je to mlé¢né sérum, které vznika pii odstranéni
kaseinu z mléka. Podle primérného slozeni syrovatka obsahuji zhruba 93 % vody a okolo
50 - 55 % celkové susiny pfitomné v mléce. Hlavni slozkou suSiny je laktoza (5 %) Pti odstra-
néni kaseinu z mléka vznikaji 2 slozky: tuha — kasein, a tekuta — syrovatka. Dfive se syrovatka
likvidovala jako odpad, ale v dnesni dob€ muze byt vyuzita ke krmeni zvifat nebo ke kultivaci
kvasinek a nasledné produkci karotenoida. Obsahuji spoustu vitamint a mineralnich latek [26].

2.6.2.1 Kureci peri
Kufeci pefi je jednim z odpadnich substratu zkoumanych v ramci dané prace. jedna se o jeden
z mnoha vedlejSich odpadnich produkti pfi zpracovani kufat pro vyrobky z kufeciho masa. Pti
bazické upravé kuteciho pefi se uvoliiuje zna¢né mnozstvi oligopeptida a volnych aminokyse-
lin, proto 1ze péfovy hydrolyzat pouzivat jako komplexni zdroj dusiku pro kultivaci kvasinek.
Dalsi dulezitou slozkou péfového hydrolyzatu je keratin. Znacnou produkci peptidd a amino-
kyselin poskytuje bazicky hydrolyzat kufeciho pefi [27], [28], [29].

2.6.2.2 Glycerol
Glycerol (Obrazek 11) je jednim z odpadnich substratu pii vyrobé bionafty a také pii zpraco-
vani oleji a tuku. Pfi vyrobé bionafty je ¢ast odpadniho glycerolu piecisténa na Cisty glycerol,
zbytek lze pouzit pii kultivaci kvasinek. Diky své struktufe a necistotdm po zpracovani obsa-
huje dost uhliku, vapniku, sodiku a dalSich uzite¢nych latek pro kultivaci kvasinek. [30].

OH
HO OH

Obrazek 11: Strukturni vzorek glycerolu

2.7 Kaultivace kvasinek
Kultivace kvasinek probiha v médiich, u nichz zménami ve slozeni 1ze dosadhnout idealnich
podminek pro produkci biomasy ¢i kyZenych metaboliti. V laboratofi se pouziva specialné pii-
pravenych médiich. Média se skladaji ze slozek, esencialnich pro propagaci kvasinek. Jakékoliv
médium musi obsahovat dalezité organické a anorganické zZiviny pro rust kultury. Pii kultivaci
kultur se musi dodrzovat sterilita prostiedi a vSechny potiebné podminky, jez kvasinky pro svij
rast vyzaduji. Jsou to teplota, michani, pH, mnozstvi kysliku a dostatecné mnozstvi zivin.
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2.8 Bioreaktor

Bioreaktor je umélé vytvorené zafizeni slouzici ke kultivaci mikroorganismu. Bioreaktory se
aktivné vyuzivaji v prumyslu pro kultivaci kultur mikroorganismu ve vét§im objemu. Vnitiek
bioreaktoru musi byt vyroben z materiald které zadnym zplisobem neinteraguji s uvniti kulti-
vovanou kulturou. Pfi kultivaci je poteba dodrzovat optimalni podminky pro rust kultury. Jsou
to: teplota, osmoticky tlak, mnozstvi kysliku, pH, koncentrace zivin atd. Pfesné proto musi byt
bioreaktor vybaven specialnimi sondami a snimaci pro sledovani kultivacnich podminek. Pro
sledovani mnozstvi kysliku se pouziva kyslikova elektroda, pro zvySeni nebo sniZeni jeho ob-
sahu bioreaktor je vybaven michadlem, u kterého lze regulovat pocet otaCek za minutu. Pro
sledovani a regulaci pH se pouziva pH elektroda a zasobni lahve s pfislusnou kyselinou a zasa-
dou vybavenymi peristaltickymi Cerpadly, které tyto latky davkuji dovnitf bioreaktoru.

Podle typu kultivace bioreaktory mizeme rozd¢lit na:
— Batch (vsadkovy) — bioreaktor, ktery je veden jako uzaviena soustava.

- Fed-batch — bioreaktor, ktery je CasteCné otevienym systémem - postupné pfidavame
substrat.

- Kontinualni — bioreaktor ktery je otevienym systémem, odvadime médium a pfidavame
substrat

Podle velikosti muzeme rozdélit bioreaktory na:
— Laboratorni (objem do 30 litra)
- Ctvrtprovozni (objem od 30 do 100 litr()
— Poloprovozni (objem od 100 do 5000 litri)
— Provozni (objem nad 5000 litra)

Pti kultivaci v ramci naSeho experimentu byl pouzit laboratorni bioreaktor o objemu 5 litra,
zvolenym typem kultivace se stal batch [31], [32], [33].

2.9 Plynova chromatografie (GC)

Metoda, ktera funguje na principu interakci vzorku neseného mobilni fazi s fazi stacionarni.
Jako mobilni faze se pouziva inertni nosny plyn, ktery nese zkoumany vzorek pies cely systém,
a hlavné ptes kolonu se stacionarni fazi. Kolony pro plynovou chromatografii se vyrabé&ji nej-
Casteji ze skla nebo kiemiku, jedna se nejcasteji o kolony kapilarni s velmi malym vnitfnim
prumérem a znacnou délkou (desitky metri). Diky tomu muzeme ocekavat od téchto kolon
kvalitni separaci pfi analyze vzorku. V nasem pfipade byly vzorky detekovany plamenovym
ioniza¢nim detektorem (FID). FID funguje na principu spalovani analytu ve vodikovém pla-
menu uprostied dvou elektrod. Jako vysledek spalovani vzniknou iontové Castice, jejichz mnoz-
stvi je umérné koncentraci zkoumanych latek ve vzorku [34], [35].
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2.10 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
Metoda, ktera je pouzivana k separaci, izolaci a zjisténi koncentrace latek (Obrazek 12). Vzorek
je unasen mobilni kapalnou fazi pres stacionarni fazi za zvySeného tlaku. Separace nebo izolace
latek probiha v chromatografické koloné€ prostfednictvim interakci separovanych latek se sta-
cionarni fazi, k separaci dochézi na zaklade€ rozdilné afinity analytu k jednotlivym fazim. K de-
tekci jsou pouzity fotometrické senzory, které méfi absorbanci eluatu vytékajiciho z kolony
[34], [36].

O \ __'4.; | '\',,' >

Obrazek 12: Schéma HPLC ( 1 — mobilni faze, 2 - Cerpadlo na dodavani rozpoustédla, 3 — kapalny
vzorek, 4 — kolona (stacionarni faze), 5 - oddélena slozka smési, 6 - prevedeni mnoZstvi kazdé slozky
na elektricky signdl) [37]

2.11 Spektrofotometricka detekce
Spektrofotometricka detekce je typ detekce, pii které se méii absorbance eluatu v oblasti vino-
vych délek od 190 do 800 nm. Vzhledem k velkému rozsahu vinovych délek musime volit
spravny material, ze kterého bude vyrobena mérna cela (nadoba ve které se nachazi vzorek pii
meéfeni). Pii prachodu svétla latkou dochazi k absorpci svétla, déje se to kvili excitaci elektronu
v molekulovych orbitalech mérené latky. Pro zdroj ultrafialového zateni se pouzivaji deuteri-
ové vybojky, naopak pro zdroj viditelného svétla se pouzivaji halogenové nebo wolframové
zarovky. Detekce je potom zptisobena fotoelektrickymi detektory. Pii kvantitativnim stanoveni
latek ve vzorku se vyuziva Lambert-Beertiv zakon. Matematicky zapis tohoto zakonu je nasle-
dujici:
A=¢-c-l

kde A je absorbance, ¢ je molarni absorp¢ni koeficient [I/mol-cm], ktery je vzdycky konstantni
pro dane latky a dane vinové délky, c je molarni koncentrace [mol/l], | je délka kyvety [cm],
[34], [35], [36].
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3 CILPRACE

Hlavnim cilem prace je zjistit nejvhodné&jsi podminky kultivace kvasinek na odpadnim tuku
a kufecim pefi a nasledné zjistit pfi jakych podminkach kvasinky produkuji nejvice sledova-
nych metaboliti. Pribéh prace byl fizen nasledujicimi body:

- Prehledna literarni reSerSe zamétena na vybrané kmeny karotenogennich kvasinek
- Optimalizace Upravy vybranych odpadnich substrata potravinaiského prumyslu.

- Kultivace vybranych kment kvasinek na odpadnich substratech.

- Optimalizace slozeni produk¢nich médii.

- Pfiprava a izolace riznych extraktl z kvasinkové biomasy a jejich charakterizace.
- Srovnani produkénich vlastnosti vybranych kment.

- Vyhodnoceni vysledka.
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4 EXPEREMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité ke kultivaci kvasinek
Kvasni¢ny autolyzat, Roth (SRN)
D-glukoza monohydrat p.a., Lach-ner (Ceska Republika)
Bakteriologicky pepton, Duchefa Biochemie (Nizozemsko)
Siran amonny p.a., Penta (Ceska Republika)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-ner (Ceska Republika)
Siran hore¢naty heptahydrat p.a., Lach-ner (Ceska Republika)
Glycerol, Penta (Ceska Republika)
[zopropylalkohol p.a. Roth (SRN)
Hexan p.a., (Lach-ner, Ceska republika)
Odpadni tuk, Norilia (Norsko)
Kufeci pefi (CR)

4.1.2 Chemikalie pouzité k hydrolyze kureciho peri
Hydroxid draselny p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Kyselina sirova p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)

4.1.3 Chemikalie pouzité pro pripravu 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 (Ceska Republika)
Methanol pro HPLC, Chem-Lab (Belgie)
Hydroxid sodny, Lach-ner (Ceska Republika)
Hexan pro HPLC, Carlo ERBA (Francie)

Tris-HCI, Penta (Ceska republika)
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4.2 Pouzité pomucky a pristroje
4.2.1 Pristrojova technika a pomucky pro kultivaci kvasinek
Predvazky Scout, Ohaus
Analytické vahy Boeco
Autoklav Systec
Laminarni box Air Stream ESCO Class II BSC
Sktinova tfepacka ZWYR-D2401, Labwirt
Ttepacka WiseShake SHR-2D, Witeg
Mikroskop L II 00A, Intraco Micro
GKB Color Digital CCD kamera
Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.0.
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 3,5 I, BIOINGENiRiING

4.2.2 Pristrojova technika a pomucky pro izolaci a analyzu karotenoidu a lipida

Stuart Block Heater SBH200D (UK)

HPLC/PDA sestava:

— Sestava Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fischer, USA)

- DAD detektorem rfady Vanquish (Thermo Fischer, USA)

- Kolona Kinetex C18 EVO 150 mm, 4,6 mm, 2,6 um (Phenomenex)

- Drzék predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)
— Predkolona - C18, AJO - 4287, Phenomenex

25



GC/FID sestava:
— TRACE 1300 TM (Thermo Fischer, USA)
- Kapilarni kolona LION GC FAME, 30m, 0,25 mm, 0,20 um (Phenomenex)

Vyhodnocovaci software Chromeleon 7.2
4.3 Pouzité druhy kvasinek

* Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26
*  Rhodosporidium toruloides CCY 62-2-4

*  Cystofilobasidium macerans CCY 10-1-2
*  Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6

*  Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-9-7

*  Rhodotorula mucilaginosa CCY 19-4-25
*  Sporidiobolus metaroseus CCY 19-6-20

4.4 Kultivace vybranych druhu kvasinek
4.4.1 Vnéjsi podminky

Kvasinky vySe uvedenych druhii jsou aerobni kmeny, proto byly kultivovany v submerznim
médii pii laboratorni teplote za neustalého michani na reciprokych tfepackach.

4.4.2 Inokulum I

Médium pro Inokulum I bylo vzdy pfipraveno v mnozstvi 50 ml do 250 ml Erlenmeyerovych
banék. Inokula¢ni médium bylo piipraveno podle slozeni uvedeného v Tabulce 1. Erlenemeye-
rovy barky s médiem byly sterilovany ve vysokotlakych hrncich s otevienymi parnimi uzavery
po dobu 40 minut pfi sterilacni teploté. OCkovani kvasinkami ze zasobnich Petriho misek s na-
rostlou kulturou probihalo v sterilnim o¢kovacim boxu, ktery byl pfedem vysterilovan ultrafia-
lovym svétlem. Ockovani bylo provedeno predem vysterilovanymi ockovacimi klickami. Kul-
tivacni doba pro Inokulum I trvala 24 hod.

Tabulka 1: SloZeni inokulacniho média

Slozka Mnozstvi
Bakteriologicky pepton 20g
Kvasni¢ny autolyzat 10g
Glycerol 20 ¢

Voda (vodovodni) 1000 ml
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4.4.3 Inokulum II

Médium pro Inokulum II melo totozné slozeni jako médium pro Inokulum I (viz Tabulka 1) a
bylo pfipraveno v mnozstvi 125 ml do 500 ml Erlenemeyerové barky. Sterilace probihala stejnym
zpusobem jako u média pro Inokulum I. Inokulace probihala v poméru 1 obj. dil inokula I na 5 obj.
dilu média pro inokulum II. Kultivace inokula II trvala 24 hodin.

4.4.4 Produkéni média

Média se skladala ze dvou slozek: prvni anorganicka, jez byla spole¢na pro vS§echna média (viz
Tabulka 2), a druha organickd, ktera obsahovala specificky organicky substrat (viz Tabulka 3,
4,5, 6). Média byla pfipravovana v objemech 50 ml. Inokulace 50 ml médii probihala pfidanim
inokula II pfimo do produkcniho média v objemovém pomeru 1 dil inokula II ku 5 diliim pro-
dukéniho média. Kultivace kvasinek v produkénich médiich probihala 96 hodin.

Tabulka 2: Spolecny anorganicky zdklad viech produkcnich médii

Slozka Mnozstvi
KH>PO4 4¢g
MgSO4 - TH20 0,696 g
Voda (vodovodni) 1000 ml

Tabulka 3: Specificky anorganicky a organicky substrdat vSech produkcnich médii pro objem 1000 ml a
C/N 25 (mnozstvi uhlikatého substratu (C) v poméru ke mnozstvi dusiku (N) v médiu).

Slozka GLY Tuk Tuk + 10% Tuk + 25% GLY +
(kontrola) 100% GLY GLY P
Tuk (g) 0 17,66 15,89 13,24 0
Glycerol (g) 46,26 0 4,63 11,56 46,26
Mocovina (g) 1,81 1,81 1,81 1,81 0
Pétovy hydrolyzat (ml) 0 0 0 0 80

Tabulka 4: Specificky anorganicky a organicky substrdt v§ech produkcnich médii pro objem 1000 ml a
C/N 50 (mnozstvi uhlikatého substratu (C) v poméru ke mnozstvi dusiku (N) v médiu).

Slozka GLY Tuk Tuk + 10% Tuk + 25% GLY +
(kontrola) 100% GLY GLY P
Tuk (g) 0 35,31 31,78 26,49 0
Glycerol (g) 92,51 0 9,25 23,13 92,51
Mocovina (g) 1,81 1,81 1,81 1,81 0
Pérovy hydrolyzat (ml) 0 0 0 0 80

Pro porovnani jednotlivych médii a jednotlivych C/N poméra bylo zvoleno produkéni médium,
kde zdroj dusiku (mocovina) byla ve v§ech médiich, kromé kontrolniho, nahrazena pérovym
hydrolyzatem. Slozeni média ukazuji Tabulka 5 a 6.
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Tabulka 5: Porovnavaci médium s nahrazenym zdrojem dusiku ve v§ech produkcnich médiich pro objem
1000 ml a C/N 25 (mnozstvi uhlikatého substratu (C) v poméru ke mnozstvi dusiku (N) v médiu).

Slozka GLY Tuk Tuk + 10% Tuk + 25% GLY +
(kontrola) | 100% + P GLY +P GLY +P P
Tuk (g) 0 17,66 15,89 13,24 -
Glycerol (g) 46,26 0 4,63 11,56 46,26
Mocovina (g) 1,81 0 0 0 0
Pérovy hydrolyzat (ml) 0 80 80 80 80

Tabulka 6: Porovnavaci médium s nahrazenym zdrojem dusiku ve v§ech produkcnich médiich pro objem
1000 ml a C/N 50 (mnozstvi uhlikatého substratu (C) v poméru ke mnozstvi dusiku (N) v médiu).

Slozka GLY Tuk Tuk + 10% Tuk + 25% GLY +
(kontrola) | 100% + P GLY +P GLY +P P
Tuk (g) 0 35,31 31,78 26,49 0
Glycerol (g) 92,51 0 9,25 23,13 92,51
Mocovina (g) 1,81 0 0 0 0
Pérovy hydrolyzat (ml) 0 80 80 80 80

4.4.5 Hydrolyza odpadniho kureciho peri
Ke kultivaci karotenogennich kvasinek byl pouzit bazicky hydrolyzat kuteciho pefi.
4.4.5.1 Bazicky hydrolyzat

Navazené mnozstvi (80 g) kufeciho pefti bylo rozpusténo v 800 ml 1M NaOH. Nasledné byl
hydrolyzat vysterilovan v hrnci pfi sterilacni teploté. Bazicky hydrolyzat mél pH kolem 14.

4.4.6 Fermentor

4.4.6.1 Podminky

Kultivace byla provedena v laboratornim fermentoru o objemu 3,5 1, ktery byl naplnén 2 1 pro-
dukéniho média. Po pfidani kultury o objemu 200 ml vysledny objem média €inil 2,2 1. Pied
kultivaci byl fermentor vysterilovan v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut. Po zapo-
jeni fermentoru bylo upraveno pH na hodnotu vhodnou pro kultivaci. Hodnota pH byla sledo-
vana pomoci pH elektrody a ustdlena pumpovanim 10% hydroxidu draselného a kyseliny sirové
prostfednictvim peristaltickych ¢erpadel napojenych na zasobniky vyse uvedenych latek.

4.4.6.2 Priprava produkcéniho média
Jako produk¢ni médium pro kultivaci ve fermentoru bylo zvoleno médium se 100% glycerolu
s pfidanim péfového hydrolyzatu jako zdroje dusiku. Zminéné médium bylo vybrano na za-
klade nejlepsich produk¢nich vysledkt zjisténych po analyze vzorku. Pro kultivaci byl zvolen

C/N pomér 50. Presnéjsi slozeni produkéniho média viz Tabulka 7. Po navazeni vSech slozek,
uvedenych v Tabulce 7 byl objem média doplnén vodovodni vodou na 2000 ml.
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Tabulka 7: SloZeni produkcniho média (2000 ml) pro kultivace ve fermentoru

Slozka Mnozstvi
KH>POq4 8g
MgSO4 - TH2O 1,392 ¢
Glycerol (g) 92,51 ¢
Pétovy hydrolyzat 160 ml

4.4.6.3 Kultivace a odbéry

Kultivace trvala 48 h a v prubéhu byly odebirany vzorky pro analyzu. Pokazdé bylo odebrano
15 ml média, 5 ml na proplachovani odbérového zatfizeni a 10 ml pro analyzu. Vzorky byly
odebirany do 15 ml plastovych zkumavek, ve kterych ihned byla biomasa zpracovana. Odbéry
probihaly v nékolika casovych intervalech: 0 h, 3h, 5h, 24 az 144h.

4.5 Zpracovani biomasy
4.5.1 Uskladnéni vzorku a stanoveni koncentrace biomasy

Z narostlych produkénich médii bylo odebrano 40 ml kultury a ptelito do centrifugacnich zku-
mavek o objemu 50 ml. Nasledn€ byly zkumavky se vzorky odstfedény pifi 7000 ot/min po
dobu 3 minut. Supernatant byl slit, k obsahu zkumavky bylo ptfidano 20 ml destilované vody,
obsah zkumavky byl protfepan na vortexu a nasledné opét zcentrifugovan za stejného nastaveni
centrifugy. Po odstranéni supernatantu byla ziskana biomasa s minimalnim obsahem vody,
ktera nasledné byla uchovavana v mrazicim boxu po dobu nékolika hodin pfi teploté -80 °C.
Po tplném zmrazeni vzorku byly zkumavky dany do lyofilizatoru a lyofilizovany do tplného
odstranéni vody z biomasy (cca 24 hodin). Nasledné byla biomasa ze zkumavek zvazena na
analytickych vahach a byla stanovena koncentrace biomasy v g/l.

4.5.2 Extrakce pro HPLC analyzu

Na zacatku na analytickych vahach bylo zvazeno 10-20 mg biomasy do plastovych Sroubova-
cich vialek o objemu 2 ml. K zamrazenému vzorku biomasy ve zkumavce byla ptfidana desti-
lovana voda (1 ml) a smés byla nechana hydratovat po dobu 25-30 min. Poté byla biomasa
zcentrifugovana pti 12 000 ot/min po dobu 3 minut a supernatant byl vylit. K sedimentu bylo
ptidano cca 1 ml sklenénych kuli¢ek a 1 ml methanolu p.a. kvality. Nasledné byly vialky pro-
tfepany na dezintegratoru po dobu 1 minuty. Po uplném rozmélnéni biomasy byl obsah vialek
kvantitativné prelit do 15ml zkumavek. Nasledné bylo pfidano 2 ml chloroformu p.a. kvality a
zkumavky byly umistény na 10 minut na multipozi¢ni vortex. Po protfepani byl k obsahu zku-
mavek pridan 1 ml destilované vody a zkumavky znovu byly umistény na multipozi¢ni vortex
po dobu 10 minut.
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V dals$im kroku byly zkumavky zcentrifugovany pii 4500 ot/min po dobu 1 minuty pro lepsi
rozdeleni fazi. Spodni (chloroformova) faze byla odpipetovana do sklenéné Sroubovaci zku-
mavky a chloroform byl odpafen pomoci dusiku na termobloku vyhtatém na 45 °C. Odparek
byl rozpustén ve 2 ml smeési rozpoustédel pro analyzu na HPLC (acetonitril:ethylacetat v po-
meéru 1:2). Nasledna smes byla prefiltrovana pres PTFE filtr do Sroubovaci vialky. Takto pfi-
praveny vzorek byl zanalyzovan.

4.5.3 Analyza vzorku metodou HPLC/PDA

Vzorky byly analyzované na HPLC sestavé znacky Thermo Fischer Scientific, byla pouzita
kolona kinetex EVO C18 o rozmérech 150x4,6x2,6. Eluce probihala v gradientovém modu o
prutoku mobilni faze 1,2 ml/min, doba analyzy Cinila 25 minut. Slozeni mobilnich fazi (A,B)
je uvedeno v Tabulce 8. Zména gradientu mobilni faze na kolon€ je uvedena v Tabulce 9. De-
tekce probihala na PDA detektoru pii vinovych délkach 450 nm a 285 nm. Pii vinové délce 450
nm byly detekovany karotenoidy a pti vinové délce 285 nm byly detekovany ubichinon a ergo-
sterol. Identifikace a kvantitativni stanoveni vysledku bylo provedeno na zakladé predem na-
meéfenych standardi a jejich kalibracnich kfivek. Vyhodnoceni pak probihalo v programu Chro-
meleon.

Tabulka 8: SlozZeni mobilnich fazi pro HPLC.

Mobilni faze Slozka obj. dily
Acetonitril 84
A 100mM trisHCI pufr o pH 8 14
Methanol 2
B Methanol 60
Ethylacetat 40

Tabulka 9: Zména gradientu mobilni faze vyjadrena v casovych intervalech.

Cas analyzy [min] | MF A [%] | MF B [%]
0 100 0
13 0 100
19 0 100
20 100 0
25 100 0

4.5.4 Transesterifikace a extrakce mastnych kyselin pro GC

Do krimpovacich vialek bylo navazeno 10-20 mg biomasy a ptidano 1,8 ml transesterifikacni
smesi (slozeni smési viz Tabulka 10). Pfipravené vialky se smési byly zakrimpovany a vlozeny
do termobloku vyhtéatého na 85 °C, kde byly inkubovany po dobu 2 hodin Po inkubaci byly
vialky vyjmuty z termobloku a ponechany k vychladnuti na okolni teplotu. Obsah krimpovacich
vialek se po vychladnuti vylil do 5 ml vialek, do nichz byl pfedem napipetovano 0,5 ml 0,5M
vodného roztoku hydroxidu sodného a 1 ml hexanu HPLC kvality.
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Nove vznikla smés byla intenzivné protfepana na multipozi¢nim vortexu po dobu 10 minut a
po oddéleni fazi bylo z horni hexanové faze odpipetovano 0,1 ml do vialek se zavitem pro GC.
Obsah vialek byl doplnén 0,9 ml hexanu. Vialky byly uzavieny vickem se septem pro GC a
obsah byl analyzovan na GC.

Tabulka 10:SloZeni transesterifikacni smési.

Slozka Koncentrace Rozpoustédlo
Kyselina sirova 15 %
yse ina sirova : o Methanol
Kyselina heptadecylova 0,5 mg/ml

4.5.5 Analyza lipidi na GC

Vzorky byly zanalyzované na plynovém chromatogratu Thermo Scientific TRACETM Gas
Chromatograph, s autosamplerem Thermo Scientific Al 1310, automatickym davkovacem se
splitterem. Pro analyzu byla pouzita kolona LION GC-FAME o rozmérech 30 m x 0,25 mm x
0,25 um a plamenoveé ionizacni detektor (FID). Analyza probihala za téchto podminek:

1) Teplota injektoru 240 °C
2) Pomér délice toku 10
3) Mobilni faze — vodik o stalém pritoku 1 ml/min

4) Teplota na detektoru 240 °C s prutoky plyni 350 ml/min u vzduchu, 35 ml/min u vodiku
a 30 ml/min u dusiku

5) Objem nastiiku vzorku 1 pl

6) Teplotni program: 80 °C udrzovano 1 minutu (tr=1 min), poté zvySeni teploty na 140
°C s gradientem 15 °C/min (tr=5 min), nasledované dal§im zvySenim na 190 °C s gra-
dientem 3 °C/min (tr=21,7 min), dale zvySeni na teplotu 260 °C s teplotnim gradientem
25 °C/min a udrzenim teploty po dobu 1 minuty (tr=25,5 min); celkova doba analyzy
25,5 minut
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni produkénich vlastnosti biomasy u banikkovych kultivaci

Hlavnim tukolem baiikovych kultivaci byla optimalizace slozeni produkénich médii, C/N po-
meért, a hlavné€ vybrani kmenu, ktery by poskytnul nejlepsi vysledky a produkéni vlastnosti na
daném typu média. Pro porovnani byly zvoleny 2 typy média. Rozdil ve slozeni spocival v
produk¢nich médiich, kde jedna sada méla jako zdroj dusiku mocovinu a druhé sada bazicky
pétovy hydrolyzat. Slozeni jednotlivych médii je popsano v Tabulce 11.

Tabulka 11: PouZita média

Specificka slozka Médium Zkratka
Glycerol (kontrolni) GLY
Kufeci tuk 100% TUK
Zadna Kuieci tuk + 10% Glycerol 0,1GLY
Kureci tuk + 25% Glycerol 0,25GLY
Glycerol + péfovy hydrolyzat GLY+P
Glycerol(kontrolni) GLY(P)
Kureci tuk 100% + pétovy hydrolyzat TUK+P
Pérovy Hydrolyzat | Kuteci tuk + 10% Glycerol + pétovy hydrolyzat | 0,1GLY+P
Kureci tuk +25% Glycerol + péfovy hydrolyzat | 0,25GLY+P
Glycerol + péfovy hydrolyzat GLY+P

Mnozstvi biomasy bylo stanoveno podle postupu v experimentalni asti. Dale byly stanoveny
jednotlivé metabolity pomoci HPLC a GC. Prostfednictvim HPLC byly stanoveny karotenoidy,
ubichinon a ergosterol. Pomoci GC bylo stanoveno mnozstvi a sloZzeni mastnych kyselin ve

vzorcich.
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5.1.1 Porovnani produkénich vlastnosti biomasy na médiu bez a s pridanim pérového
hydrolyzatu o C/N poméru 25

5.1.1.1 Produkéni vlastnosti kmene Rhodotorula kratochvilovae

» Rhodotorula kratochvilovae

15

10

| M ﬂ.l

o I Al — n _J. - - - -
GLY TUK

0,1GLY 0,25GLY  GLY+P GLY (P) TUK+P 0,1 GLY+P 0,25 GLY+P  GLY+P

Etorularhodin [mg/g] W torulen [mg/g] @ lykopen [mg/g]
O betakaroten [mg/g] M celkové karotenoidy [mg/g] O ubichinon [mg/g]
B ergosterol [mg/g] @ biomasa [g/I]

Graf 1: Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitil v zavislosti na typu média

Z Grafu 1 mizeme usoudit, ze nejveétsi produkci biomasy (19,2 g/1) mél dany kmen pfi kultivaci
na médiu s glycerolem a kufecim tukem v poméru 25:75 bez ptidavku péfového hydrolyzatu
jako zdroje dusiku. Naopak nejmensi produkci biomasy (3,1 g/l) na glycerolovém médiu s pri-
davkem pétrového hydrolyzatu.

Celkové karotenoidy mély nejvyssi hodnotu (1,6 mg/g biomasy) na Glycerolovém médiu bez
ptidavku pérového hydrolyzatu, kde také muzeme sledovat nevyssi produkci ubichinonu
(10,5 mg/g biomasy), druhou nejvétsi hodnotu produkce celkovych karotenoida (1,4 mg/g bio-
masy) mizeme pozorovat na glycerolovém médiu s pridavkem pérového hydrolyzatu. Také lze
vidét, ze produkce ergosterolu stoupala s klesajici koncentraci kuteciho tuku. Piidavek péto-
vého hydrolyzatu mél za nasledek stabilnéj$i produkci biomasy na vSech typech médii
oproti médiim bez pfidavku hydrolyzatu.
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Graf 2: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase

Na Grafu 2 mizeme sledovat zastoupeni jednotlivych typu mastnych kyselin v biomase. Nej-
mens$i produkci nasycenych mastnych kyselin (dale SFA) vykazoval dany kmen kvasinek na
glycerolovém médiu s pifidavkem péfového hydrolyzatu (24,6 %) a na médiu s glycerolem a
kutecim tukem v poméru 10:90 s pfidavkem péfového hydrolyzatu (26,9 %). Nejvétsi zastou-
peni polynenasycenych (dale PUFA) mastnych kyselin mél dany kmen na glycerolovém médiu
s ptidavkem péfového hydrolyzatu (36,4 %), ktery zarovein mél znacné zastoupeni mononena-
sycenych (dadle MUFA) mastnych kyselin (39,0 %). Nejvétsi akumulace MUFA byla pozoro-
vana pii kultivaci na médiu s 90% zastoupenim tuku jako uhlikatého substratu bez ptidavku
pétového hydrolyzatu, s hodnotou 46,4 %.

40 -
35 A
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25 A
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15 A
10 A

B Procentudlni zastoupenti lipid{ v biomase H Biomasa [g/l]

Graf 3: Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni lipidii v biomase
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Graf 3 nam ukazuje procentualni zastoupeni lipidi v biomase. Z grafu mizeme pozorovat, ze
nejvetsi zastoupeni lipida (40,8 %) mél tento kmen na tukovém médiu s pridavkem pérového
hydrolyzatu. Naopak nejmensi hodnoty nam vykazovaly kultivace na médiich s glycerolovym
zakladem. U druhé sady médii (s pfidavkem péfového hydrolyzatu) mizeme vidét klesajici
trend s klesajici koncentraci kuteciho tuku v médiu. Déle Ize vidét trend snizeni procentualniho
zastoupeni lipidi v biomase s klesajici koncentraci kufeciho tuku, ktery muzeme pozorovat
pouze na médiich s ptfidavkem pétového hydrolyzatu.

5.1.1.2 Produkcni vliastnosti kmene Rhodosporidium toruloides

Rhodosporidium toruloides
25

%AJJ i)

0,1GLY 0,25GLY  GLY+P GLY (P) TUK+P 0,1 GLY+P 0,25 GLY+P  GLY+P

@torularhodin [mg/g] B torulen [mg/g] @ lykopen [mg/g]
Obetakaroten [mg/g] M celkové karotenoidy [mg/g] O ubichinon [mg/g]
Eergosterol [mg/g] W biomasa [g/I]

Graf 4: Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitit v zavislosti na typu média

Na Grafu 4 mizeme vidét, Ze nejvetsi nartst biomasy (20,4 g/1) mél dany kmen na médiu s ku-
fecim tukem bez ptidavku pérového hydrolyzatu. Co se tyce celkovych karotenoidd, tak neveétsi
produkci (5,7 mg/g biomasy) mél dany kmen na médiu s glycerolem a kurecim tukem v poméru
10:90 bez ptidavku pétového hydrolyzatu. Koncentrace torularhodinu klesa s klesajici koncen-
traci kufeciho tuku na médiich s pfidavkem péfového hydrolyzatu. Nejvétsi produkci
ubichinonu (9,7 mg/g biomasy) produkoval dany kmen na médiu s glycerolem a kufecim tukem
v poméru 10:90 s pfidavkem pétového hydrolyzatu.
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Graf 5: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase

Z Grafu 5 mizeme posoudit, ze nejvétsi zastoupeni PUFA (32,2 %) mél dany kmen na tukovém
médiu s pfidavkem pérového hydrolyzatu, zaroven na tomto typu média bylo velké zastoupeni
MUFA (40,3 %). Zastoupeni PUFA klesalo s klesajici koncentraci kufeciho tuku v médiich.
Nejymensi zastoupeni PUFA vykazoval dany kmen na glycerolovém médiu s a bez ptidavku
pétového hydrolyzatu, ovSem za nejvétSich zastoupeni SFA. Média s ptidavkem péfového hyd-
rolyzatu vykazovaly mnohem vétsi procentualni zastoupeni PUFA a MUFA.
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Graf 6: Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni lipidii v biomase

Z Grafu 6 muzeme posoudit, ze biomasa kultivovana na médiich s pfidavkem pérového hydro-
lyzatu méla vétsi zastoupeni celkovych lipida, ale naopak mensi produkci biomasy. Se snizenim
koncentrace kuteciho tuku stoupala produkce biomasy na médiich s pfidavkem pérového hyd-
rolyzatu. U prvni série (bez piidavku péfového hydrolyzatu) 1ze pozorovat opacny trend, kde
se zvySujici se koncentraci kufeciho tuku v médiu roste produkce biomasy.
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5.1.1.3 Produkcni viastnosti kmene Cystofilobasidium macerans

Cystofilobasidium macerans
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Graf 7: Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitit v zavislosti na typu média

Z Grafu 7 plyne, ze produkce biomasy stoupala s klesajici koncentraci kutreciho tuku na médi-
ich bez ptidavku péfového hydrolyzatu. Na médiich s ptidavkem pérového hydrolyzatu mu-
zeme vidét podobny trend. Nejveétsi produkci ubichinonu (10,9 mg/g biomasy) mél dany kmen
na glycerolovém médiu. Dany kmen nevykazuje velkou produkci celkovych karotenoidu, avsak
vykazuje zna¢nou produkci ubichinonu na vSech typech médii. Média na kufecim tuku s pfi-
davkem pérového hydrolyzatu méla vétsi produkci ergosterolu nez média bez pridavku péfo-
vého hydrolyzatu.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

O% T T T T T T T T T
GLY TUK 0,1GLY 0,25GLY GLY+P GLY(P)  TUK+P 0,1GLY+P 0,25GLY+P GLY+P

PUFA MUFA SFA

Graf 8: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase
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Z Grafu 8 plyne ze nejvétsi zastoupeni PUFA (46,1 %) mél dany kmen na glycerolovém médiu
bez pridavku pérového hydrolyzatu. Procentualni zastoupeni PUFA klesalo s klesajici koncen-
traci kufeciho tuku na médiich bez pfidavku pérového hydrolyzatu. Nejvetsi zastoupeni SFA
(57,6 %) m¢l dany kmen na médiu s kufecim tukem s piidavkem pérového hydrolyzatu. U mé-
dii s pfidavkem pétrového hydrolyzatu klesalo procentualni zastoupeni s klesajici koncentraci
kuteciho tuku.
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Graf 9: Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni lipidii v biomase

Na Grafu 9 mizeme vidét, ze zastoupeni lipidi v biomase stoupalo s klesajici koncentraci ku-
feciho tuku na médiich bez pridavku péfového hydrolyzatu, a naopak klesalo s klesajici kon-
centraci kufeciho tuku na médiich s pfidavkem péfového hydrolyzatu. Nejvétsi zastoupeni li-
pidu v biomase (29,7%) mél dany kmen na médiu s glycerolem a kufecim tukem v poméru
25:75 bez ptidavku pérového hydrolyzatu a na médiu s kutfecim tukem s ptfidavkem péfového
hydrolyzatu (31,9 %).
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5.1.1.4 Produkcni viastnosti kmene Rhodotorula mucilaginosa (CCY 19-4-25)

Rhodotorula mucilaginosa (CCY 19-4-25)
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Graf 10: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na typu média

Z Grafu 10 mizeme usoudit, ze produkce biomasy klesala s klesajici koncentraci kufeciho tuku
na médiich bez pridavku pérového hydrolyzatu. Produkce celkovych karotenoida byla znacné
vétsi na médiich bez piidavku péfového hydrolyzati nez na médiich s pifidavkem péfového
hydrolyzatu. Dany kmen vykazoval vétsi produkci lykopenu oproti kmentm jiz zmifiovanym.
Celkové lepsi vysledky dany kmen vykazoval na médiich bez pfidavku pérového hydrolyzatu.
U médii bez ptidavku pérového hydrolyzatu mizeme sledovat pfiblizné stejnou produkci
ubichinonu. Naopak u médii s ptfidavkem péfového hydrolyzatu lze pozorovat klesajici trend
v produkci ubichinonu s klesajici koncentraci kufeciho tuku.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% . .

GLY TUK 0,1GLY 0,25GLY  GLY+P GLY(P)  TUK+P 0,1GLY+P 0,25GLY+P GLY+P
PUFA MUFA SFA

Graf 11: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase
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Z Grafu 11 plyne, ze nejmensi produkci PUFA mél dany kmen na glycerolovych médiich si
bez piidavku péfového hydrolyzatu, ale zaroven nejvétsi produkci MUFA. Obecné je vidét, Ze
dany kmen produkoval na vSech typech médii vétsi mnozstvi MUFA. Kultivace na médiich
s pridavkem péfového hydrolyzatu vykazovaly v biomase vétsi procentualni zastoupeni PUFA
nez tomu bylo u médii bez hydrolyzatu.
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Graf 12: Grafické zndazornéni procentudlniho zastoupenti lipidii v biomase

Z Grafu 12 plyne, ze procentualni zastoupeni celkovych lipidi v biomase stoupalo s klesajici
koncentraci kufeciho tuku na médiich s ptidavkem péfového hydrolyzatu. U médii bez pridavku
hydrolyzatu zadny trend pozorovan nebyl. Nejvétsi zastoupeni lipidi (25,5%) vykazoval dany
kmen na médiu s kufecim tukem bez piidavku péfového hydrolyzatu.

5.1.1.5 Produkcni viastnosti kmene Sporidiobolus metaroseus

Sporidiobolus metaroseus
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Graf 13: Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na typu média
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Na Grafu 13 Ize jednoznacné pozorovat, ze produkci biomasy mél dany kmen mnohem vétsi
na médiich s pfidavkem pérového hydrolyzatu. Zaroven je vidéet stoupajici trend s klesajici kon-
centraci kuteciho tuku ve zminénych médiich. Produkce ubichinonu byla na vsech typech médii
piiblizné stejna. Muzeme také usoudit, ze produkce ergosterolu byla vétsi oproti kmenu
Rhodotorula kratochvilovae. Produkce celkovych karotenoidi byla také mnohem vétsi na mé-
diich s pfidavkem pétového hydrolyzatu. Také lze tvrdit, ze dany kmen skoro neprodukuje ly-
kopen. Nejvétsi produkei biomasy (15,2 g/l) mél dany kmen na médiu s glycerolem a kufecim
tukem v poméru 25:75 s ptidavkem pérového hydrolyzatu.
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Graf 14: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase

Na Grafu 14 mazeme vidét dany kmen mél znac¢né zastoupeni PUFA. Na médiich s pfidavkem
pérového hydrolyzatu miizeme pozorovat trend klesajiciho zastoupeni PUFA a MUFA s klesa-
jici koncentraci kuteciho tuku na médiich s pfidavkem péfového hydrolyzatu. Naopak muzeme
vidét stoupani zastoupeni SFA s klesajici koncentraci kufeciho tuku na médiich s pfidavkem
hydrolyzatu. Nejvétsi zastoupeni PUFA (49,3 %) mél dany kmen na glycerolovém médiu bez
ptidavku perového hydrolyzatu.
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Graf 15: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupent lipidii v biomase

Z Grafu 15 plyne, ze procentualni zastoupeni lipidi ma stejny trend jako produkce biomasy:
s klesajici koncentraci kufeciho tuku stoupa zastoupeni celkovych lipidi, a to jen na médiich
s pridavkem pérového hydrolyzatu. Z Grafu 15 mizeme také posoudit, Ze zastoupeni celkovych
lipida bylo vétsi na médiich s pfidavkem péfového hydrolyzatu. Nejvétsi zastoupeni lipida
(36,4 %) mé¢l dany kmen na médiu s glycerolem a kufecim tukem v poméru 25:75 s pfidavkem
pétového hydrolyzatu.

5.1.1.6 Produkcni viastnosti kmene Sporidiobolus pararoseus

Sporidiobolus pararoseus

15
10
5
0
GLY TUK 0,1GLY 0,25 GLY GLY+P GLY (P) TUK+P 0,1 GLY+P 0,25 GLY+P  GLY+P
@ torularhodin [mg/g] M torulen [mg/g] Elykopen [mg/g]
O betakaroten [mg/g] M celkové karotenoidy [mg/g] O ubichinon [mg/g]
B ergosterol [mg/g] B biomasa [g/I]

Graf 16: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na typu média

Z Grafu 16 muzeme posoudit, ze dany kmen na vSech typech médii kromé glycerolovych (bez
ptidavku pétfového hydrolyzatu) vykazoval zna¢nou produkci biomasy. Ze v§ech kmenu na C/N
pomeéru 25 mél dany kmen nejvétsi produkce ubichinonu.
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Nejvyznamnéjsi produkce ubichinonu (15,3 mg/g biomasy) byla pozorovana na médiu s glyce-
rolem a kufecim tukem v poméru 10:90 s ptfidavkem pérového hydrolyzatu. Z Grafu 16 plyne,
ze produkce ergosterolu klesala s klesajici koncentraci kureciho tuku na médiich s pfidavkem

pétového hydrolyzatu.
100% -~
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% . . . . . . . . .
GLY TUK 0,1GLY 0,25GLY  GLY+P GLY(P) TUK+P  0,1GLY+P 0,25GLY+P GLY+P

PUFA MUFA SFA

Graf 17: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase

Na Grafu 17 vidime, ze nejvétsi produkci PUFA mél dany kmen na glycerolovych médiich (bez
ptidavku pérového hydrolyzatu). Naopak na glycerolovych médiich s ptfidavkem pérového hyd-
rolyzatu byla zjisténa nejvétsi produkce MUFA. Produkce PUFA klesala s klesajici koncentraci
kuteciho tuku na médiich s pfidavkem hydrolyzatu, ndpodobné stoupala koncentrace MUFA.
Nejvétsi zastoupeni PUFA (39,2 %) mél dany kmen na glycerolovém médiu bez ptidavku pé-
fového hydrolyzatu.
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Graf 18: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupent lipidii v biomase
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Na Grafu 18 muzeme vidét, ze zastoupeni celkovych lipidi mél dany kmen vétsi na médiich
s piidavkem pétrového hydrolyzatu. Zaroven u celkovych lipidd mizeme pozorovat klesajici
trend s klesajici koncentraci kufeciho tuku na médiich s pfidavkem pérového hydrolyzatu. Ne-
jmensi zastoupeni celkovych lipidi v biomase bylo na kontrolnich glycerolovych médiich (6,4
a 5,2 %) bez ptidavku pérového hydrolyzatu.

5.1.1.7 Produkcni viastnosti kmene Rhodotorula mucilaginosa (CCY 20-9-7)
Rhodotorula mucilaginosa (CCY 20-9-7)
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Graf 19: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na typu média

Z Grafu 19 mizeme posoudit, ze dany kmen produkoval mnohem vice biomasy na médiich
s ptidavkem péfového hydrolyzatu nez na médiich bez ného. Zaroven na médiich s hydrolyza-
tem byla vétsi produkce ubichinonu a ergosterolu. Produkci celkovych karotenoidi mél dany
kmen vétsi na médiich bez ptidavku péfového hydrolyzatu. Produkce ubichinonu a ergosterolu
byla také vétsi na médiich s pfidavkem pérového hydrolyzatu. Nejvétsi produkei ubichinonu
(6 mg/g biomasy) bylo na glycerolovém médiu s pfidavkem pérového hydrolyzatu.
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Graf 20: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase
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Z Grafu 20 muzeme posoudit, ze dany kmen vykazoval témér stejné procentualni zastoupeni
PUFA na médiich s pridavkem 1 bez piidavku pérového hydrolyzatu. Vyjimkou byla kultivace
na glycerolovém médiu s péfovym hydrolyzatem (6 %). Nejvétsi zastoupeni PUFA (39,8 %)
bylo pozorovano na glycerolovém médiu bez pérového hydrolyzatu. Procentualni zastoupeni
MUFA bylo vétsi na médiich bez ptidavku péfového hydrolyzatu. Naopak u SFA tomu bylo na
médiich s hydrolyzatem. Nejvétsi zastoupeni SFA mél dany kmen na glycerolovém médiu bez
pétového hydrolyzatu.

B Procentudlni zastoupenti lipid{ v biomase m Biomasa [g/l]
Graf 21: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupent lipidii v biomase

Graf 21 nam naznacuje, ze celkové lipidy byly vice zastoupeny na médiich bez pérového hyd-
rolyzatu. U médii s pfidavkem pérového hydrolyzatu bylo procentuélni zastoupeni celkovych
lipid v biomase témér stejné. Nejveétsi produkei lipida (46,8 %) vykazoval dany kmen na mé-
diu s kufecim tukem bez ptidavku hydrolyzatu. Naopak nejmensi produkci lipid (10,3 %) mél
dany kmen na glycerolovém médiu bez ptidavku pétového hydrolyzatu.
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5.1.2 Porovnani produk¢nich vlastnosti biomasy na médiu bez a s pridanim pérového
hydrolyzatu o C/N poméru 50

5.1.2.1 Produkéni vlastnosti kmene Rhodotorula kratochvilovae

Rhodotorula kratochvilovae
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Graf 22: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na typu média

Z Grafu 22 mizeme posoudit, Ze dany kmen vykazoval vétsi produkce biomasy na médiich bez
ptidavku pérového hydrolyzatu. Naopak vétsi produkce ubichinonu a ergosterolu byla na mé-
diich s ptidavkem pérového hydrolyzatu. Produkce celkovych karotenoidu byla vétsi na glyce-
rolovém médiu bez hydrolyzatu (1,2 a 1,3 mg/g biomasy). Zaroven mizeme vidét, ze produkce
biomasy stoupala s klesajici koncentraci kutfeciho tuku na médiich s ptidavkem pérového hyd-
rolyzatu.
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Graf 23: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase
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Graf 23 nam ukazuje, ze vétsi zastoupeni MUFA mél dany kmen na médiich s pridavkem pé-
fového hydrolyzatu. Nejvétsi zastoupeni MUFA (58,7 %) bylo akumulovano danym kmenem
na glycerolovém médiu bez hydrolyzatu. Nejvétsi produkce FUFA byla pozorovana na médiu
s glycerolem a kufecim tukem v poméru 10:90 s ptidavkem hydrolyzatu. Zastoupeni SFA na
médiich s hydrolyzatem bylo mensi nez na médiich bez hydrolyzatu.

35 A
30 A

B Procentudlni zastoupenti lipid{ v biomase H Biomasa [g/l]
Graf 24: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupent lipidii v biomase

Z Grafu 24 muzeme vidét, ze nejvétsi zastoupeni celkovych lipida (37,9 %) bylo na médiu
s glycerolem a kutecim tukem v poméru 25:75 s pfidavkem pérového hydrolyzatu. Naopak ne-
jmensi zastoupeni lipidu bylo zjisténo na glycerolovych médiich s pifidavkem i bez pridavku
hydrolyzatu. Také mazeme posoudit, ze v prepoctu dany kmen produkoval mnohem vice lipida
na médiich bez pridavku pérového hydrolyzatu.
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5.1.2.2 Produkéni vlastnosti kmene Rhodosporidium toruloides

Rhodosporidium toruloides
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Graf 25: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na typu média

Na Grafu 25 mizeme vidét, ze produkce biomasy stoupala s klesajici koncentraci kuteciho tuku
na obou typech média. Nejvétsi produkci biomasy vykazoval dany kmen na glycerolovych mé-
diich s pfidavkem i bez ptridavku pérového hydrolyzatu. Produkce ubichinonu a ergosterolu
byla vétsi na médiich s hydrolyzatem. Produkce celkovych karotenoidii byla vétsi na médiich
bez ptidavku hydrolyzatu. Nejvétsi produkce ubichinonu (11,6 mg/g biomasy) byla pozorovana
na glycerolovém médiu s pfidavkem hydrolyzatu. Nejvétsi produkce ergosterolu (8,4 mg/g bi-
omasy) byla kmenem produkovana na médiu s glycerolem a kutfecim tukem v poméru 10:90
s pridavkem pétového hydrolyzatu.
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Graf 26: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase
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Z Grafu 26 plyne, ze produkce MUFA na vSech typech médii byla témer stejna. Zastoupeni
PUFA vykazovala niz§i hodnoty u kultivaci na glycerolovych mediich a to jak s pridavkem, tak
1 bez pridavku péfového hydrolyzatu. Zastoupeni SFA naopak bylo nejmensi na médiich kom-
binujici tuk s glycerolem ¢i pouze na tukovych mediich.
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Graf 27: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupent lipidii v biomase

Z Grafu 27 muzeme posoudit, ze celkové lipidy byly biomasou kumulovany ve véts§ich mnoz-
stvich na médiich bez pfidavku péfového hydrolyzatu. Na médiich s pfidavkem pérového hyd-
rolyzatu muzeme vidét klesajici trend obsahu lipidu s klesajici koncentraci kuteciho tuku. Nej-
veétsi zastoupeni celkovych lipida (31,1 %) bylo na médiu s glycerolem a kufecim tukem v po-
meéru 10:90 bez pridavku hydrolyzatu. Na glycerolovych médiich s pfidavkem i bez ptidavku
hydrolyzatu bylo zastoupeni celkovych lipidi mensi nez na ostatnich médiich.

5.1.2.3 Produkéni vilastnosti kmene Cystofilobasidium macerans

Cystofilobasidium macerans
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Graf 28: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na typu média
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Na Grafu 28 mizeme vidét stoupajici produkci biomasy s klesajici koncentraci kuteciho tuku
na médiich s pfidavkem i bez ptidavku péfového hydrolyzatu. Produkce ubichinonu na vSech

typech médii byla témef stejné, ale nejvétsi produkci ubichinonu (9,9 mg/g biomasy) mél dany
kmen na glycerolovém médiu s pfidavkem hydrolyzatu. Co se tyCe celkovych karotenoidu, tak
1ze pozorovat, zZe jejich produkce byla vétsi na médiich bez pridavku pérového hydrolyzatu.
Nevetsi produkce biomasy (21,3 g/I) byla na glycerolovém médiu bez hydrolyzatu.
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Graf 29: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase
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Z Grafu 29 muzeme posoudit, ze nejvétsi koncentrace PUFA vykazoval dany kmen na vSech

typech médii kombinujici glycerol s tukem ¢i na médiich s Cistym tukem. Naopak nejmensi na
glycerolovych médiich. Nejvétsi produkce MUFA byla na glycerolovych médiich s pfidavkem
i bez ptidavku pérového hydrolyzatu. Na médiich s glycerolem a kutfecim tukem bylo zastou-
peni MUFA téméf stejné. Nejvetsi zastoupeni MUFA (58 %) bylo na glycerolovém médiu bez
pridavku pérového hydrolyzatu. Nejveétsi zastoupeni SFA (45,5 %) vykazoval dany kmen na
glycerolovém médiu s pridavkem pétového hydrolyzatu.
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Graf 30: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupent lipidii v biomase
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Z Grafu 30 plyne ze, na médiich s pfidavkem pérového hydrolyzatu bylo zastoupeni celkovych
lipidi v biomase vétsi nez na médiich bez hydrolyzatu. Nejvétsi zastoupeni celkovych lipidu
(26,5 %) vykazoval dany kmen na médiu s kufecim tukem a ptidavkem pérového hydrolyzatu.
Naopak nejmensi zastoupeni lipidd (13,4 %) mél dany kmen na glycerolovém médiu bez pfi-
davku pétového hydrolyzatu.

5.1.2.4 Produkéni viastnosti kmene Rhodotorula mucilaginosa (CCY 19-4-25)
Rhodotorula mucilaginosa (CCY 19-4-25)
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Graf 31: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na typu média

Na Grafu 31 mtuzeme vidét, ze dany kmen produkoval mnohem vice biomasy na médiich s pfi-
davkem pérového hydrolyzatu nez na médiich bez ného. Produkce celkovych karotenoidu byla
mnohem vétsi na médiich s pifidavkem hydrolyzatu. Narozdil od pfedchozich kmend, produko-
val dany kmen znacné mnozstvi lykopenu. vy§Sich produkci lykopenu bylo dosazeno na médi-
ich s ptfidavkem pétfového hydrolyzatu. Produkce ubichinonu a ergosterolu byla také vétsi na
médiich s ptfidavkem hydrolyzatu. Nejvétsi produkce biomasy (28,3 g/l) dosahl dany kmen na
médiu s kufecim tukem s pfidavkem hydrolyzatu a na médiu s glycerolem a kufecim tukem
v poméru 25:75 s hydrolyzatem.
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Graf 32: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase

Z Grafu 32 plyne, ze zastoupeni MUFA bylo vétsi u kultivaci na médiich bez pfidavku péfo-
vého hydrolyzatu, kde bylo zaroven pozorovano mensi zastoupeni SFA. Mizeme také vidét, ze
s klesajici koncentraci kufeciho tuku klesalo zastoupeni MUFA na médiich s prfidavkem péto-
vého hydrolyzatu. Nejvétsi zastoupeni PUFA (28,3 %) vykazoval dany kmen na médiu s kufe-
cim tukem a péfovym hydrolyzatem. Nejvétsi zastoupeni SFA (56 %) bylo na médiu s glyce-
rolem a kufecim tukem v poméru 25:75 a s pridavkem péfového hydrolyzatu.
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Graf 33: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupent lipidii v biomase

Na Grafu 33 mizeme vidét klesajici zastoupeni celkovych lipida se stoupajici koncentraci gly-
cerolu na médiich bez piidavku péfového hydrolyzatu. Celkové zastoupeni lipida bylo vétsi na
médiich s pridavkem hydrolyzatu. Nejvétsi hodnotu (38,8 %) vykazoval dany kmen na médiu
s glycerolem a kufecim tukem v pomeéru 10:90 a s péfovym hydrolyzatem. Nejmensi zastoupeni
lipida bylo zjisténo na glycerolovych médiich s pridavkem i bez ptidavku hydrolyzatu.

52



5.1.2.5 Produkéni viastnosti kmene Sporidiobolus metaroseus
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Graf 34: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na typu média
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Z Grafu 34 plyne, ze vétsi produkci biomasy dany kmen vykazoval na médiich s pfidavkem
péfového hydrolyzatu. Také mizeme vidét stoupajici produkci biomasy s klesajici koncentraci
kuteciho tuku na médiich s pfidavkem hydrolyzatu. Nejvétsi produkce biomasy (15,7 g/1) byla
na médiu s glycerolem a kutfecim tukem v poméru 25:75 a s péfovym hydrolyzatem. Produkce

ubichinonu a ergosterolu byla vétsi na médiich s péfovym hydrolyzatem. Celkové karotenoidy
dany kmen produkoval vice na médiich s péfovym hydrolyzatem nez na médiich bez né€ho.
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Graf 35: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase
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V Grafu 35 muzeme vidét, Ze na médiich s pfidavkem péfového hydrolyzatu byla produkce
PUFA vétsi nez na médiich bez hydrolyzatu, zaroven bylo pozorovano mensi zastoupeni SFA
na médiich s pfidavkem hydrolyzatu. Nejvétsi zastoupeni PUFA (41,7 %) bylo zaznamenéano
na glycerolovém médiu s ptidavkem hydrolyzatu. Nevetsi zastoupeni SFA (67,5 %) vykazoval

dany kmen na glycerolovém médiu bez ptidavku pérového hydrolyzatu.
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Graf 36: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupent lipidii v biomase

Z Grafu 36 muzeme posoudit, ze zastoupeni celkovych lipidi bylo vétsi na médiich s pridav-
kem pérového hydrolyzatu. Také mtuzeme vidét, ze zastoupeni celkovych lipidu klesalo s kle-
sajici koncentraci kutreciho tuku na médiich s pfidavkem hydrolyzatu. Nejvétsi zastoupeni cel-
kovych lipida bylo zjisténo na médiu s kufecim tukem a péfovym hydrolyzatem. Naopak nej-
mensi zastoupeni lipidi vykazoval dany kmen na glycerolovych médiich s ptidavkem i bez
pridavku hydrolyzatu.

5.1.2.6 Produkéni viastnosti kmene Sporidiobolus pararoseus

Sporidiobolus pararoseus
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Graf 37: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na typu média
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Z Grafu 37 plyne, ze produkce biomasy byla vétsi na médiich s pfidavkem pérového hydroly-
zatu nez na médiich bez hydrolyzatu. Nejvétsi produkci biomasy (30,1 g/l) vykazoval dany
kmen na médiu s glycerolem a kutfecim tukem v poméru 10:90 a s péfovym hydrolyzatem. Na-
opak nejmensi nartist biomasy mizeme vidét na glycerolovych médiich bez pfidavku péfového
hydrolyzatu. Nejvétsi produkce ergosterolu byla na glycerolovych médiich bez ptidavku hyd-
rolyzatu. Produkce ubichinonu byla vét§i na médiich s péfovym hydrolyzatem. Celkové karo-
tenoidy také byly produkovany ve vétsi mife na médiich s hydrolyzatem. U médii bez ptidavku
pérového hydrolyzatu miazeme pozorovat trend klesajici produkce biomasy s klesajici koncen-
traci kuteciho tuku.
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Graf 38: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase

Na Grafu 38 mizeme pozorovat, ze zastoupeni PUFA bylo vétsi na médiich s glycerolem a
kufecim tukem bez péfového hydrolyzatu. Nejvétsi produkce PUFA (41 %) vykazoval dany
kmen na glycerolovém médiu bez pridavku hydrolyzatu. Naopak nejmensi zastoupeni PUFA
bylo na glycerolovém médiu s pifidavkem pérového hydrolyzatu. Produkce MUFA na vSech
typech médii bylo téméf stejné az na glycerolové médium s piidavkem pérového hydrolyzatu a
na médium s glycerolem a kurecim tukem v poméru 25:75 a péfovym hydrolyzatem. Nejveétsi
zastoupeni SFA (47,4 %) vykazoval dany kmen na glycerolovém médiu s hydrolyzatem.
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Graf 39: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupent lipidii v biomase

Z Grafu 39 plyne, ze zastoupeni celkovych lipidi na médiich s i bez péfového hydrolyzatu je
témer stejné. Nejmensi produkce celkovych lipida byly na glycerolovych médiich bez piidavku
pétového hydrolyzatu. U médii s glycerolem a kufecim tukem bez pfidavku i s pfidavkem hyd-
rolyzatu muzeme pozorovat klesajici trend celkového zastoupeni lipidi v biomase s klesajici
koncentraci kufeciho tuku. Nejvétsi zastoupeni celkovych lipida (35,1 %) bylo na médiu s ku-
fecim tukem bez péfového hydrolyzatu.

5.1.2.7 Produkéni viastnosti kmene Rhodotorula mucilaginosa (CCY 20-9-7)
Rhodotorula mucilaginosa (CCY 20-9-7)
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Graf 40: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na typu média

Z Grafu 40 plyne, ze produkce biomasy byla vétsi na médiich s pfidavkem pérového hydroly-
zatu nez na médiich bez ného. Nejvétsi produkce biomasy (26,1) byla na médiu s kufecim tu-
kem a ptfidavkem pérového hydrolyzatu. Produkce ubichinonu a ergosterolu byla také vétsi na
médiich s hydrolyzatem. Produkce celkovych karotenoidid naopak byla vétsi na médiich bez
pérového hydrolyzatu. U médii bez pfidavku péfového hydrolyzatu mizeme pozorovat pro-
dukci torulenu.
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Graf 41: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase

Na Grafu 41 mizeme vidét, ze produkce PUFA byla vétsi na médiich bez ptidavku péfového
hydrolyzatu. Nejvétsi zastoupeni PUFA (30,1 %) vykazoval dany kmen na médiu s glycerolem
a kufecim tukem v poméru 25:75 bez péfového hydrolyzatu. Co se ty¢e MUFA, tak mazeme
pozorovat klesajici trend s klesajici koncentraci kufeciho tuku na médiich s pridavkem hydro-
lyzatu. Nejvétsi zastoupeni MUFA (66,2 % a 64,7 %) byly na glycerolovych médiich bez a
s péfovym hydrolyzatem. Procentualni zastoupeni SFA bylo vét§i na médiich s ptidavkem pé-
fového hydrolyzatu (nejvétsi hodnota 54,3 % na médiu glycerolem a kufecim tukem v poméru
25:75).
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Graf 42: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupent lipidii v biomase
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Z Grafu 42 plyne, ze zastoupeni celkovych lipida je vétsi u médii s ptidavkem péfového hyd-
rolyzatu. Také zde mizeme pozorovat stoupajici trend celkovych lipida s klesajici koncentraci
kufeciho tuku v médiich s hydrolyzatem. Nejmensi zastoupeni celkovych lipida bylo na glyce-
rolovych médiich bez ptidavku i s ptidavkem péfového hydrolyzatu. Neymensi hodnotu (6,8 %)
vykazoval dany kmen na glycerolovém médiu s pridavkem hydrolyzatu. Naopak nejvétsi hod-
nota zastoupeni celkovych karotenoidi (34,6 %) byla na médiu s glycerolem a kufecim tukem
v pomeéru 25:75 a s péfovym hydrolyzatem.

5.2 Stanoveni produk¢nich vlastnosti biomasy u fermentorové kultivace kmene
Rhodosporidium toruloides

Rhodosporidium toruloides
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Graf 43: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na case

Z Grafu 43 plyne, ze vyrazna zména v produkci biomasy, ubichinonu a ergosterolu nastala mezi
5.a22. hodinou. Nejvyssi hodnota (34,92 g/l) produkce biomasy byla zaznamenana ve 144. ho-
din€ kultivace. Muizeme vidét, ze v prabéhu kultivace se téméf neménily produkce celkovych
karotenoidu. Nejvyssi produkce ergosterolu byla pozorovana mezi 22. a 28. hodinou kultivace.
Nejvyssi hodnota (8,3 mg/g biomasy) byla zaznamenana ve 28. hodiné kultivace. Nejvétsi pro-
dukce ubichinonu (12,1 mg/g biomasy) byla pozorovana ve 144. hodiné kultivace.
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Graf 44: Grafické zndzornéni procentudiniho zastoupeni mastnych kyselin v biomase v zavislosti na
Case

Z Grafu 44 mizeme posoudit, ze od 22. hodiny kultivace se témér neménilo procentualni za-
stoupeni mastnych kyselin v biomase.
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Graf 45: Grafické znazornéni procentudiniho zastoupent lipidii v biomase v zavislosti na case

Z Grafu 45 plyne, Ze procentualni zastoupeni celkovych lipida se zvySovalo s ¢asem a se stou-
pajici produkci biomasy. Vyrazna zména v kumulaci lipida nastala mezi 5. a 22. hodinou kul-
tivace. Nejvetsi zastoupeni lipida (40,8 %) vykazoval dany kmen ve 72. hodin€ kultivace. Po
72. hodiné kultivace zacalo procentualni zastoupeni celkovych lipidi v biomase klesat.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo provedeni kultivaci vybranych kmenti kvasinek v laboratornich podmin-
kach se zaméfenim na vyuziti odpadnich substratl. V ramci experimentd bylo dokazano, ze
vybrané potravinaiské odpadni substraty jsou vhodné pro kultivaci vybranych kmena kvasinek.
Experimenty se provadely na nasledujicich kmenech: Rhodotorula kratochvilovae (CCY 20-2-
26), Rhodosporidium toruloides (CCY 62-2-4), Cystofilobasidium macerans (CCY 10-1-2),
Sporidiobolus pararoseus (CCY 19-9-6), Rhodotorula mucilaginosa (CCY 20-9-7), Rhodoto-
rula mucilaginosa (CCY 19-4-25), Sporidiobolus metaroseus (CCY 19-6-20). Kultivace pro-
bihaly na médiich s obsahem odpadniho kureciho tuku, glycerolu a bazického péfového hydro-
lyzatu.

Pt kultivaci na C/N poméru 25 u kmene Rhodotorula kratochvilovae (CCY 20-2-26) byly po-
zorované lepsi vysledky na médiich s pouzitim pérového hydrolyzatu a to jsou: produkce bio-
masy, ubichinonu a ergosterolu. Zastoupeni celkovych lipida a jednotlivych druhi mastnych
kyselin bylo vetsi pfi pouziti péfového hydrolyzatu jako zdroje dusiku. Bylo zjisténo, ze pro-
dukce lipidi danym kmenem piimo zavisi na koncentraci pouzitého kufeciho tuku. Pfi kultivaci
na C/N poméru 50 byla produkce biomasy vetsi na médiich bez ptfidavku hydrolyzatu. Ale
produkce ubichinonu a ergosterolu byla vyrazné vetsi na médiich s péfovym hydrolyzatem.

U kmene Rhodosporidium toruloides (CCY 62-2-4) pii pouziti C/N poméru 25 byla produkce
biomasy vetsi na médiich bez pfidavku hydrolyzatu. Také bylo zisténo, ze produkce biomasy
pfimo zavisi na koncentraci kufeciho tuku na médiich bez hydrolyzatu a obracené na médiich
s hydrolyzatem. Produkce celkovych lipida a jednotlivych druh mastnych kyselin byla témér
stejna na obou typech médii, vetsi ale byla pfi kultivaci na C/N poméru 50. Napodobné byla
pozorovana obracena zavislost produkce biomasy daného kmene na koncentraci kureciho tuku
pii kultivaci na C/N poméru 50. Ubichinon a ergosterol dany kmen produkoval ve vétsich
mnozstvich na médiich s péfovym hydrolyzatem a vétsim C/N pomérem.

Kmen Cystofilobasidium macerans (CCY 10-1-2) vykazoval lepsi vysledky pfi kultivaci na
C/N pomeéru 25. Produkce biomasy stoupala s klesajici koncentraci kuteciho tuku, a to na obou
typech médii, vétsi ale byla na médiich s pfidavkem péfového hydrolyzatu. Produkce
ubichinonu a ergosterolu byla vyrazné vetsi na médiich s pfidavkem hydrolyzatu. Produkce
celkovych karotenoidt byla vys$si na médiich bez hydrolyzatu.

U kmene Rhodotorula mucilaginosa (CCY 19-4-25) byly zaznamenany lepsi vysledky pro-
dukce biomasy na C/N poméru 50 a to na médiich s pfidavkem péfového hydrolyzatu. Ale pro-
dukce jednotlivych druhti mastnych kyselin a celkovych lipida byla lepsi na C/N poméru 25 u
obou typt médii. Dany kmen jako jediny produkoval lykopen na obou C/N pomérech a na v§ech
typech médii. Produkce celkovych karotenoidi byla vétsi na médiich bez hydrolyzatu pii kul-
tivaci na C/N pomeéru 25 a na médiich s pfidavkem péfového hydrolyzatu pfi kultivaci na C/N
pomeéru 50. Produkce ubichinonu a ergosterolu byla vétsi u médii bez hydrolyzatu na C/N po-
meéru 25 au médii s pridavkem hydrolyzatu na C/N poméru 50.
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Kmen Sporidiobolus metaroseus (CCY 19-6-20) vykazoval leps§i produkci biomasy a
ubichinonu a ergosterolu pii kultivaci na C/N poméru 50. Produkce celkovych lipidi a jednot-
livych druhi mastnych kyselin byla lepsi na obou C/N pomérech u médii s pfidavkem péfového
hydrolyzatu. Na C/N poméru 25 s klesajici koncentraci kuteciho tuku roste celkové zastoupeni
lipidd, naopak na C/N poméru 50 se zastoupeni celkovych lipidi snizuje s klesajici koncentraci
kuteciho tuku.

Kmen Sporidiobolus pararoseus (CCY 19-9-6) vykazoval lepsi vysledky produkce biomasy,
ubichinonu, ergosterolu a produkci celkovych karotenoidli na obou typech média pfi kultivaci
na C/N pomeéru 25. Produkce jednotlivych druhti mastnych kyselin a celkovych lipidi byla vetsi
na obou typech média a C/N poméru 50. Zaroven se zastoupeni lipida snizovalo s klesajici
koncentraci kureciho tuku na obou typech média. Na C/N pomeéru 25 byla produkce celkovych
lipida vétsi na médiich s piidavkem péfového hydrolyzatu.

U kmene Rhodotorula mucilaginosa (CCY 20-9-7) byly lepsi vysledky produkce biomasy,
ubichinonu a ergosterolu pii kultivaci na C/N poméru 25 a 50, ale pfi kultivaci na C/N poméru
25 byla produkce celkovych karotenoidu vyrazné vetsi, a to na médiich s ptidavkem péfového
hydrolyzatu. Procentualni zastoupeni celkovych lipidia a jednotlivych druhti mastnych kyselin
bylo vétsi na obou typech média pii kultivaci na C/N pomeru 50. Zarovei na médiich s ptidav-
kem pérového hydrolyzatu stoupala produkce lipidt s klesajici koncentraci kuteciho tuku.

Nejvétsi produkei biomasy (30,1 g/l) mél kmen Sporidiobolus pararoseus (CCY 19-9-6), ale
dany kmen nevykazoval dostateCné naristy biomasy na pevnych médiich (pfi ockovani z
Petriho misek). Proto byl pro fermentorovou kultivaci zvolen kmen Rhodosporidium toruloides
(CCY 62-2-4) a C/N pomér 50. Nejvétsi produkci biomasy (34,92 g/1) dany kmen vykazoval
na konci kultivace ve 144. hodiné, zaroven byla v tomto Case nejvétsi produkce ubichinonu
(12,1 mg/g biomasy). Produkce ergosterolu se po celou dobu fermentorové kultivace témet
nemeénila, stejné jako procentualni zastoupeni jednotlivych druhtt mastnych kyselin. Produkce
celkovych lipidii dosahla svych nevétsich hodnot (40,8 %) v 72. hodin¢ kultivace a potom za-
Cala mirné klesat.

Fermentorova kultivace by mohla slouzit jako model pro velkoobjemové vyuziti téchto odpadu
pii prumyslovych kultivacich karotenogennich kvasinek. Pro dikladnéjsi prozkoumani této
problematiky by bylo vhodné provést dalsi sérii experimentil v laboratornim bioreaktoru, for-
mou zdokonaleni a optimalizace kultivaci pro produkci biomasy a metabolitd na odpadnich
substratech ze zpracovani dribeze. Dale by bylo vhodné otestovat ve fermentorovych podmin-
kach vice kvasinkovych karotenogennich kment, zdali by dosahovaly srovnatelnych ¢i vyssich
vytézka sledovanych metaboliti a biomasy, nez tomu bylo u kvasinky Rhodosporidium
toruloides.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

FSA
GC
HPLC
MK
MUFA
PUFA
uv
C/N pomer
PDA
FID
CoA
GLY
TUK

P

VIS
ACP

nasycené mastné kyseliny
plynova chromatografie
vysokoucinna kapalinova chromatografie
mevalonat kinaza
mononenasycené mastné kyseliny
polynenasycené mastné kyseliny
ultrafialové zafeni

pomeér uhliku kdusiku

detektor diodového pole
plamenoveé ionizacni detektor
koenzym A

glycerol

kuteci tuk

pétovy hydrolyzat

viditelné zafeni

Acyl Carrier Protein
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