
T 
VYSOKÉ U C E N I TECHNICKÉ V B R N E 
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY 

F A K U L T A C H E M I C K Á 
FACULTY OF CHEMISTRY 

Ú S T A V F Y Z I K Á L N I ' A S P O T R E B N Í C H É M I E 

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY 

P R O D U K C E KAROTENOIDŮ A DALŠÍCH METABOLITŮ 
K V A S I N K A M I S VYUŽITÍM VYBRANÝCH POTRAVINÁŘSKÝCH 
ODPADŮ. 
PRODUCTION OF CAROTENOIDS AND OTHER METABOLITES BY YEAST USING SELECTED FOOD WASTES. 

BAKALÁŘSKÁ PRÁCE 

BACHELOR'S THESIS 

A U T O R PRÁCE O l e g C h u j a n o v 

AUTHOR 

VEDOUCÍ PRÁCE I n g . M a r t i n S z o t k o w s k i , P h . D . 

SUPERVISOR 

B R N O 2 0 2 2 



Z a d á n í b a k a l á ř s k é p r á c e 

Číslo práce: 

Ústav: Ústav fyzikální a spotřební c h e m i e 

Oleg Chujanov 

C h e m i e a chemické t e c h n o l o g i e 

C h e m i e p r o medicínské a p l i k a c e 

F C H - B A K 1 6 6 0 / 2 0 2 1 Akademický r o k : 2 0 2 1 / 2 2 

S t u d e n t : 

Studijní p r o g r a m 

Studijní o b o r : 

Vedoucí práce: Ing. Martin Szotkowski, Ph.D. 

Název bakalářské práce: 
P r o d u k c e karotenoidů a dalších metabolitů k v a s i n k a m i s využitím vybraných potravinářských 
odpadů. 

Zadání bakalářské práce: 
V rámci této práce b u d o u řešeny následující dílčí cíle: 
- Přehledná literární rešerše zaměřená n a vybrané k m e n y karotenogenních k v a s i n e k 
- O p t i m a l i z a c e úpravy vybraných odpadních substrátů potravinářského průmyslu. 
- K u l t i v a c e vybraných kmenů k v a s i n e k n a odpadních substrátech. 
- O p t i m a l i z a c e složení produkčních médií. 
- Příprava a i z o l a c e různých extraktů z kvasinkové b i o m a s y a j e j i c h c h a r a k t e r i z a c e . 
- Srovnání produkčních vlastností vybraných kmenů. 
- Vyhodnocení výsledků. 

Termín odevzdání bakalářské práce: 2 7 . 5 . 2 0 2 2 : 
Bakalářská práce s e odevzdává v děkanem stanoveném počtu exemplářů n a sekretariát ústavu. 
T o t o zadání j e součástí bakalářské práce. 

O l e g C h u j a n o v 
s t u d e n t 

I n g . M a r t i n S z o t k o w s k i , P h . D . 
vedoucí práce 

p r o f . I n g . M i l o s l a v Pekař, C S c . 
vedoucí ústavu 

V Brně d n e 1 . 2 . 2 0 2 2 p r o f . I n g . M i c h a l Veselý, C S c . 
děkan 

F a k u l t a chemická, Vysoké učení technické v Brně / Purkyňova 4 6 4 / 1 1 8 / 6 1 2 0 0 / B r n o 



Abstrakt 

T a t o bakalářská práce se zabývá p r o b l e m a t i k o u k u l t i v a c e k v a s i n e k s využitím potravinář
ských odpadních substrátů v laboratorním měřítku. Karotenogenní k v a s i n k y j s o u m i k r o o r g a 
n i s m y schopné spotřebovávat odpadní potravinářské substráty a využívat j e j a k o z d r o j e o r g a 
nických živin p r o růst. K e zkoumané p r o b l e m a t i c e b y l o přistupováno z praktického i t e o r e t i c 
kého h l e d i s k a . V praktické části b y l y popsány jednotlivé d r u h y k v a s i n e k , probírané m e t a b o l i t y 
a t y p y odpadních substrátů. M e z i hlavní zvolené substráty patřil kuřecí t u k a kuřecí peří. 
Během této práce b y l y využity kvasinkové d r u h y Rhodotorula kratochvilovae ( C C Y 2 0 - 2 - 2 6 ) , 
Rhodosporidium toruloides ( C C Y 6 2 - 2 - 4 ) , Cystofilobasidium macerans ( C C Y 1 0 - 1 - 2 ) , Spo-
ridiobolus pararoseus ( C C Y 1 9 - 9 - 6 ) , Rhodotorula mucilaginosa ( C C Y 2 0 - 9 - 7 ) , Rhodotorula 
mucilaginosa ( C C Y 1 9 - 4 - 2 5 ) a Sporidiobolus metaroseus ( C C Y 1 9 - 6 - 2 0 ) . Dané k m e n y v y k a 
z o v a l y dobré v l a s t n o s t i při p r o d u k c i sledovaných metabolitů. P r o p r o d u k c i sledovaných m e t a -
bolitů n a odpadních substrátech b y l y vybrány k m e n y s nejlepšími výsledky, a t o j s o u Rho
dosporidium toruloides ( C C Y 6 2 - 2 - 4 ) a Sporidiobolus metaroseus ( C C Y 1 9 - 6 - 2 0 ) . 

Klíčová slova: k a r o t e n o i d y , karotenogenní k v a s i n k y , péřový hydrolyzát, k u l t i v a c e , kuřecí t u k , 
mastné k y s e l i n y 
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Abstract 

T h i s b a c h e l o r t h e s i s i s f o c u s e d o n t h e i s s u e o f y e a s t c u l t i v a t i o n w i t h t h e u s a g e o f w a s t e s u b 
s t r a t e s f r o m t h e f o o d i n d u s t r y o n a l a b o r a t o r y l e v e l . C a r o t e n o g e n i c y e a s t s a r e m i c r o o r g a n i s m s 
c a p a b l e o f p r o c e s s i n g f o o d w a s t e s u b s t r a t e s a n d u s e t h e m as a s o u r c e o f o r g a n i c n u t r i e n t s f o r 
g r o w t h . T h i s t h e s i s c o n s i s t s o f a p r a c t i c a l as w e l l as t h e o r e t i c a l p a r t . T h e e x p e r i m e n t a l s e c t i o n 
f o c u s e s o n t h e d e s c r i p t i o n o f d i f f e r e n t s t r a i n s o f y e a s t s , m e t a b o l i t e s a n d t y p e s o f w a s t e s u b s t r a 
t e s . T h e t w o m a i n s u b s t r a t e s c h o s e n f o r t h i s r e s e a r c h w e r e c h i c k e n f a t a n d c h i c k e n f e a t h e r s . 
T h e y e a s t t y p e s u s e d i n t h i s t h e s i s w e r e Rhodotorula kratochvilovae ( C C Y 2 0 - 2 - 2 6 ) , Rhodospo-
ridium toruloides ( C C Y 6 2 - 2 - 4 ) , Cystofilobasidium macerans ( C C Y 1 0 - 1 - 2 ) , Sporidiobolus 
pararoseus ( C C Y 1 9 - 9 - 6 ) , Rhodotorula mucilaginosa ( C C Y 2 0 - 9 - 7 ) , Rhodotorula mucila-
ginosa ( C C Y 1 9 - 4 - 2 5 ) a n d Sporidiobolus metaroseus ( C C Y 1 9 - 6 - 2 0 ) . T h e s e s t r a i n s r e p o r t e d 
h i g h p r o d u c t i o n v a l u e s o f t h e m e t a b o l i t e s r e s e a r c h e d i n t h i s t h e s i s . T h e s t r a i n s Rhodosporidium 
toruloides ( C C Y 6 2 - 2 - 4 ) a n d Sporidiobolus metaroseus ( C C Y 1 9 - 6 - 2 0 ) w e r e c h o s e n f o r t h e 
p r o d u c t i o n o f m e t a b o l i t e s f r o m w a s t e s u b s t r a t e s , f o r t h o s e r e p o r t e d t h e m o s t p r o m i s i n g r e s u l t s , 

Key words: c a r o t e n o i d s , c a r o t e n o g e n i c y e a s t s , f e a t h e r h y d r o l y z a t e , c u l t i v a t i o n , c h i c k e n f a t , 
f a t t y a c i d s 
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1 ÚVOD 

V dnešní době se z důvodu rozšíření průmyslu p r o d u k u j e velké množství potravinářského o d 
p a d u . Z ekologických i ekonomických důvodů j e však m n o h e m lepší t e n t o o d p a d dále z p r a c o 
vávat k p r o d u k c i látek užitečných p r o l i d s k o u či živočišnou spotřebu. 

Karotenogenní k v a s i n k y j s o u ideální v o l b o u p r o zpracovávání organických potravinářských 
odpadů, jelikož j s o u s c h o p n y využívat t y t o substráty j a k o z d r o j e živin. Odpadní živočišný t u k , 
kuřecí peří a další substráty m o h o u být p r o karotenogenní k v a s i n k y bohatým z d r o j e m uhlíku a 
dusíku. Karotenogenní k v a s i n k y produkují m e t a b o l i t y ( k a r o t e n o i d y , mastné k y s e l i n y , k o e n z y m 
Q 1 0 a e r g o s t e r o l ) , jež nachází široké uplatnění v potravinářském, krmivářském a f a r m a c e u t i c 
kém průmyslu. K a r o t e n o i d y j s o u látky nezbytné p r o normální fungování lidského o r g a n i s m u . 
Živočichové však t y t o látky neumí s y n t e t i z o v a t , p r o t o j e musíme přijímat s k r z e p o t r a v u a n e b o 
v e formě výživových doplňků. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Kvasinky 
K v a s i n k y j s o u eukaryotické heterotrofní m i k r o o r g a n i s m y . Patří d o říše H o u b y (Fungi). V pří
rodě se v y s k y t u j i buď j a k o jednobuněčné o r g a n i s m y a n e b o v e t v a r u větvených vláken - kolonií. 
Díky své buněčné struktuře a s c h o p n o s t i zkvašovat m o n o s a c h a r i d y se v y s k y t u j i téměř všude. 
Buňky k v a s i n e k mají kulovitý až protáhlý t v a r a díky pevné buněčné stěně se j i c h t v a r s k o r o 
nemění během j e j i c h životního c y k l u [ 1 ] . 

2.1.1 Rozmnožování kvasinek 
K v a s i n k y j s o u schopné se rozmnožovat dvojím způsobem: pohlavním a nepohlavním. V e g e t a 
tivní rozmnožovaní může probíhat buď p o m o c i dělení n e b o p o m o c i pučení, pohlavní p a k p o 
mocí spájení d v o u mateřských buněk z a v z n i k u s p o r [ 1 ] . 

2 . 1 . 1 . 1 Vegetativní rozmnožování 
Při rozmnožování p o m o c i pučení n a mateřské buňce se vytvoří p u p e n , který se postupně zvět
šuje. P o dosažení dostatečné v e l i k o s t i , se p u p e n odděluje o d mateřské buňky, z a v z n i k u j i z v y . 
P o d l e t o h o , n a jakém místě se p u p e n oddělí o d mateřské buňky, můžeme rozdělit pučení n a 
monopolární, bipolární a multipolární [ 1 ] . 

2 . 1 . 1 . 2 Pohlavní rozmnožování 
Většina k v a s i n e k kromě vegetativního rozmnožování má ještě rozmnožování pohlavní, při k t e 
rém vznikají s p o r y . Při pohlavním rozmnožování s p o l u konjugují dvě haploidní buňky, u nichž 
p a k d o j d e k e spojení j e j i c h j a d e r ( t o m u t o p r o c e s u se říká k a r y o g a m i e ) . Konjugací d v o u k v a s i n 
kových buněk v z n i k n e z y g o t a , která následně s p o r u l u j e z a v z n i k u a s k n e b o bazidií, v nichž j s o u 
s p o r y uloženy. Může také n a s t a t mitotické dělení jádra a p o t o m d o j d e k e v z n i k u s p o r [ 1 ] . 

2.1.2 Struktura buňky kvasinek 
K v a s i n k y mají kulovitý, občas elipsoidní t v a r buněk. Buňka j e složena z c e l k e m pevné buněčné 
stěny. Buněčnou stěnu k v a s i n e k tvoří p o l y s a c h a r i d y , bílkoviny, l i p i d y a f o s f o l i p i d y . Uvnitř 
buňky se nacházejí c y t o p l a z m a a o r g a n e l y ohraničené c y t o p l a z m a t i c k o u membránou. Jelikož 
kvasinkové buňky patří d o s k u p i n y eukaryotických buněk, patří s e m p r o e u k a r y o t i c k o u buňku 
typické o r g a n e l y , například: G o l g i h o aparát, endoplazmatické r e t i k u l u m , m i t o c h o n d r i e a v a k u -
o l y (Obrázek 1 ) . Buněčná stěna j e pevná a elastická s t r u k t u r a schopná z a j i s t i t stálost t v a r u buňky 
a o d o l a t výraznému osmotickému t l a k u . Dále zajišťuje t r a n s p o r t živin d o buňky. Přes buněčnou 
stěnuje rovněž zajištěn výstup odpadních produktů buňky. Cytoplazmatická membrána se n a 
chází přímo p o d buněčnou stěnou. Její hlavní funkcí j e r e g u l a c e pronikání živin d o buňky a 
vylučování metabolických produktů d o extracelulárního p r o s t o r u . Vnitřní p r o s t o r buňky v y p l 
ňuje c y t o p l a z m a , což j e komplexní systém intracelulárních s t r u k t u r a o r g a n e l . V cytoplazmě 
probíhají n e j důležitější p r o c e s y biosyntézy a ukládá se z d e genetická i n f o r m a c e . M i t o c h o n d r i e 
j s o u kulovité n e b o protáhlé intracelulární o r g a n e l y obsahující enzymatické systémy, zejména 
p r o t r a n s p o r t elektronů. M e z i f u n k c e mitochondrií patří oxidační r e a k c e , které j s o u z d r o j e m 
e n e r g i e p r o syntézu A T P s k r z e přenos elektronů přes dýchací řetězec. Dále p a k o b s a h u j e vlastní 
g e n e t i c k o u i n f o r m a c i sloužící j a k o templát k syntéze mitochondriálních proteinů. 
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R i b o z o m y j s o u ultramikroskopické g r a n u l e v e formě nepravidelných kuliček, které se skládají 
z p r o t e i n u a R N A . R i b o z o m y syntetizují p r o t e i n y a e n z y m y . Jádro má t v a r kulaté a oválné 
b u b l i n y obklopené skořápkou. Funkcí jádra j e ukládání a přenos genetické i n f o r m a c e při dělení 
buněk. Endoplazmatické r e t i k u l u m j e komplexní membránová síť, která tvoří systém kanálů, 
jímž j e zprostředkován t r a n s p o r t v rámci intracelulárního p r o s t o r u . G o l g i h o aparát j e n a h r o m a 
děním nejmenších zploštělých tělísek spojených membránovým systémem endoplazmatického 
r e t i k u l a . R o l e G o l g i h o aparátu z a h r n u j e posttranslační m o d i f i k a c e proteinů či p r o d u k c i p r e k u r -
zorů p r o buněčnou stěnu. Kromě t o h o plní i o c h r a n n o u f u n k c i - k o n z e r v a c i a odstraňování 
produktů buněčné s e k r e c e . V a k u o l y zabírají centrální část buňky. J s o u naplněny buněčnou mí
z o u , která j e uzavřena v lipoproteinové membráně. V a k u o l y se podílejí n a osmotické r e g u l a c i 
a j s o u místem různých redoxních procesů. V a k u o l y se tvoří během stárnutí kvasinkové buňky; 
obsahují živiny, odpadní látky a g r a n u l e rezervních látek: g l y k o g e n , trehalóza, t u k [ 2 ] , [ 3 ] . 

Obrázek 1: Struktura kvasinkové buňky (1 - cytoplazmatická membrána, 2 - cytoplazma, 3,4 - endo
plazmatické retikulum, 5 - kapky tuku, 6 - mitochondrie, 7 -jádro, 8 - vakuola, 9 - ribozomy, 10 -

buněčná stěna) [4] 

2.1.3 Karotenogenní kvasinky 
Karotenogenní k v a s i n k y j s o u k v a s i n k y , které akumulují v e svých buněčných strukturách l i p o -
filní p i g m e n t y , jimiž j s o u například b e t a k a r o t e n , t o r u l e n a j . P r o syntézu karotenoidů j e potřeba 
přístup světla a kyslíku [ 3 ] . 

2 . 1 . 3 . 1 Rod Rhodotorula 
P r o t e n t o r o d j s o u charakteristické kulovité a oválné buňky. Produkují l i p i d y , mastné k y s e l i n y 
a p i g m e n t y . Mají červenou a n e b o žlutou b a r v u . Nemají fermentační s c h o p n o s t i . J s o u v e l m i 
rozšířené v půdě vodních p l o c h a v různých potravinách. N e j rozšířenější d r u h r o d u Rhodoto
rula j e Rhodotorula glutinis [ 3 ] [ 5 ] . 
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2 . 1 . 3 . 2 Rod Sporobolomyces 
P r o t e n t o r o d není typické kvašení. Mají žlutou až růžovou b a r v u . Buňky mají kulaté až protáh
nuté n e b o vřetenovité. Při pučeni můžou vytvářet přisedle a n e b o n a krátkých d e n t i k u l e c h p u 
p e n y . Některé d r u h y tvoři m y c e l i u m , některé p s e u d o m y c e l i u m . Produkují k a r o t e n o i d y j a k o 
b e t a k a r o t e n , t o r u l e n a j . N e j významnější d r u h y : Sporobolomyces pararoseus a Sporobolomyces 
salmonicolor [ 3 ] [ 5 ] . 

2 . 1 . 3 . 3 Rod Rhodosporidium 
P r o t e n t o r o d j e charakteristická žlutá, oranžová a červená b a r v a . Nemají fermentační s c h o p 
n o s t i . T e n t o r o d j e známý s v o u p r o d u k c i koenzymů Q 9 a Q 1 0 . Buňky mají kulovitý t v a r . N e j -
známější d r u h y t o h o t o r o d u j s o u Rhodosporidium toruloides, v i z Obrázek 2, Rhodosporidium 
babjevae a Rhodosporidium fluviale [ 5 ] . 

Obrázek 2: Rhodosporidium toruloides 

2 . 1 . 3 . 4 Rod Cystofilobasidium 
K v a s i n k y t o h o t o r o d u nejčastěji vytvářejí k o l o n i e oranžové, lososové až skořicové b a r v y . N e 
pohlavní rozmnožovaní probíhá pučením. Při pohlavním rozmnožovaní vytvářejí pravé m y c e 
l i u m se svorkovým spojením. Buňky mají kulovitý n e b o protáhlý t v a r . Zástupci t o h o t o r o d u 
j s o u s c h o p n y f e r m e n t a c e . M e z i zástupce t o h o t o r o d u patří například Cystofilobasidium capita-
tum, Cystofilobasidium infirmominiatum a Cystofilobasidium macerans [ 5 ] . 

2 . 1 . 3 . 5 Rod Sporidiobolus 
Buňky t o h o t o r o d u mají převážné elipsoidní n e b o v e j čitý t v a r . K o l o n i e j s o u vybarvené d o rů
žové až červené b a r v y díky přítomnosti karotenogenních pigmentů. Vegetativní rozmnožovaní 
probíhá pučením z a t v o r b y p s e u d o m y c e l i a a pravého m y c e l i a . Sexuální rozmnožovaní j e h o -
motalické a n e b o heterotalické. Zástupce t o h o t o r o d u j s o u známy přítomnosti k o e n z y m u Q 1 0 
v e svých buňkách. N e j s o u s c h o p n y f e r m e n t o v a t c u k r y . D o t o h o t o r o d u patří d r u h y Sporidiobo
lus pararoseus, Sporidiobolus johnsonii a j . [ 5 ] . 
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2.2 Metabolity 
M e t a b o l i t y j s o u p r o d u k t y látkové přeměny ( m e t a b o l i s m u ) . P o d l e účasti v lidském těle j e mů
žeme rozdělit n a primární a sekundární: Primární metabolity ( s a c h a r i d y , bílkoviny, l i p i d y , n u k 
leové k y s e l i n y ) j s o u látky nezbytné p r o správné fungování o r g a n i s m u , podílejí se n a růstu, vý
v o j i a rozmnožování. Sekundární metabolity se přímo nepodílejí n a vývinu o r g a n i s m u , j s o u 
však důležité p r o j e h o správné fungování. M e z i sekundární m e t a b o l i t y se řadí například k a r o 
t e n o i d y [ 6 ] . 

2.3 Karotenoidy 
M e z i k a r o t e n o i d y řadíme b a r v i v a r o s t l i n , řas, h u b a mikroorganismů. J s o u t o lipofilní látky, což 
znamená, že j s o u rozpustné v tucích, a l e n e j s o u rozpustné v e vodě. Díky přítomnosti systému 
konjugovaných dvojných v a z e b v j e j i c h struktuře j s o u barevné a můžou mít žlutou, oranžovou 
n e b o červenou b a r v u . Tvoří b a r v u m n o h a p o t r a v i n , p r o t o přímo souvisejí s vnímáním j e j i c h 
k v a l i t y , protože b a r v a ovlivňuje p r e f e r e n c e spotřebitelů. Díky své struktuře mají dobré a n t i o x i -
dační v l a s t n o s t i . J s o u přítomné v rostlinných c h r o m o p l a s t e c h , což j s o u p l a s t i d y , v nichž n e p r o 
bíhá fotosyntéza. S v o u přítomností chrání fotosyntetický aparát před poškozením. Mají f u n k c i 
a b s o r b o v a t světlo a předávat h o d o reakčního c e n t r a c h l o r o f y l u [ 7 ] [ 8 ] . 

2.3.1 Chemická struktura karotenoidů 
Z chemického h l e d i s k a patří k a r o t e n o i d y m e z i tetraterpenoidní m o l e k u l y , skládající se z o s m i 
pětiuhlíkatých zbytků i z o p r e n u (jedná se t e d y o o l i g o m e r y i z o p r e n u ) . Karotenoidové p i g m e n t y 
tvoří přirozeně žlutou, oranžovou n e b o červenou b a r v u m n o h a p o t r a v i n . M o l e k u l y karotenoidů 
j s o u tvořeny řetězci z e 4 0 atomů uhlíku. B a r v a karotenoidů závisí n a p o l o z e a k o n j u g a c i v a z e b 
v řetězci. V řetězci převažují t r a n s k o n f i g u r a c e . P o d l e složení j e můžeme rozdělit n a 2 základní 
s k u p i n y . 

a ) K a r o t e n y - k a r o t e n o i d y , které mají v e svém řetězci p o u z e uhlík a vodík. V e většině 
případů mají oranžové a červené zbarvení (např. l y k o p e n , v i z Obrázek 3 ) . 

Obrázek 3: Strukturní vzorec lykopenu 

b ) X a n t o f y l y - v řetězci těchto karotenoidů j e přítomen kyslík, o b v y k l e m a j í žluté zbarvení 
(např. l u t e i n , k a n t a x a n t i n ) . 

P o d l e přítomnosti cyklických částí řetězce můžeme k a r o t e n o i d y rozdělit n a : 

1 ) Acyklické - mají lineární řetězec ( l y k o p e n ) . 
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2 ) Monocyklické - řetězec j e zakončen c y k l i c k o u s t r u k t u r o u (např. t o r u l e n , v i z Obrázek 4 , 
y - k a r o t e n ) . 

Obrázek 4: Strukturní vzorec torulenu 

3 ) Dicyklické - řetězec o b s a h u j e 2 c y k l y . (např. P - k a r o t e n v i z Obrázek 5 ) . 

K a r o t e n o i d y mají řetězec s vysokým stupněm n e n a s y c e n o s t i , díky čemuž j s o u v e l m i účinnými 
a n t i o x i d a n t y . Například nejlepším a n t i o x i d a n t e m j e l y k o p e n [ 7 ] [ 9 ] [ 1 0 ] . 

Obrázek 5: Strukturní vzorec fí-karotenu 

2.3.2 Význam karotenoidů 
První z e d v o u hlavních funkcí karotenoidů j e a b s o r p c e světla p r o fotosyntézu, což pomáhá 
k efektívnej Šímu využití sluneční e n e r g i e . Předávají t u t o e n e r g i i n a c h l o r o f y l , p r o t o se j i m říká 
pomocné fotosyntetické p i g m e n t y . D r u h o u j e ochranná f u n k c e . Přeměňují přebytečnou e n e r g i i , 
k t e r o u přijaly c h l o r o f y l y , n a t e p l o . T a t o f u n k c e j e v e l i c e důležitá p r o r o s t l i n y , rovněž j e chrání 
před U V zářením. K a r o t e n o i d y přeměňují b a r v y listů n a p o d z i m , n e b o b a r v y o v o c e a z e l e n i n y 
při zraní. V buňkách k a r o t e n o i d y se vážou n a volné radikály a tím zabraňují mutacím n e b o 
úplné s m r t i buňky. K a r o t e n o i d y , jakožto dobré a n t i o x i d a n t y j s o u důležité p r o zdravé fungovaní 
lidského o r g a n i s m u , hlavně j e h o imunitního systému. Například při štěpeni (3 -ka ro tenu vznikají 
dvě m o l e k u l y r e t i n o l u ( v i t a m i n A ) který j e nezbytný p r o lidský z r a k a imunitní systém [ 1 1 ] [ 1 2 ] . 

2.4 Lipidy 
J s o u důležité přírodní látky ( t u k y , o l e j e , v o s k y , v i t a m i n y , h o r m o n y ) . Z chemického p o h l e d u t o 
j s o u převážné e s t e r y vyšších mastných k y s e l i n a a l k o h o l u (nejčastěji t r i a c y l g l y c e r o l y ) . O b e c 
n o u c h a r a k t e r i s t i k o u p r o všechny l i p i d y j e hydrofobní c h a r a k t e r , který j e způsoben nepolárním 
uhlovodíkovým řetězcem. 

N e j významnější f u n k c e lipidů: 

a ) Tvoří složku buněčných membrán, k d e j s o u v e formě membránové d v o j v r s t v y , která j e 
nepropustná p r o v o d u . 

b ) Rozpouštědlo p r o lipofilní v i t a m i n y A , D , E a K . 
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c ) Z d r o j e n e r g i e p r o o r g a n i s m u s 

d ) M e c h a n i c k y a tepelně chrání vnitřní orgány - izolační v r s t v a těla 

e ) J s o u součástí transportních lipoproteinů 

P o d l e složení l z e l i p i d y rozdělit n a : 

- Jednoduché ( a c y l g l y c e r o l y , v o s k y ) j s o u mastné k y s e l i n y vázané n a a l k o h o l . V případě 
tuků a olejů j s o u mastné k y s e l i n y vázané n a g l y c e r o l , u vosků p a k například n a c e t y a l -
k o h o l či m y r i a l k o h o l . 

- Složené ( s f i n g o l i p i d y , g l y k o l i p i d y , l i p o p r o t e i n y , f o s f o l i p i d y ) mají n a a l k o h o l naváza
n o u , kromě e s t e r u mastné k y s e l i n y , ještě nějakou další s k u p i n u . 

• F o s f o l i p i d y kromě mastné k y s e l i n y a a l k o h o l u v j e j i c h struktuře j e o b s a z e n z b y 
t e k k y s e l i n a fosforečné. Díky své struktuře mají polární a nepolární k o n e c . 

• G l y k o l i p i d y n a j e d n o m svém k o c i mají navázaný o l i g o - n e b o m o n o s a c h a r i d 

• S f i n g o l i p i d y mají sfingoidní bází součásti, které j e s f i n g o s i n 

- Odvozené lipidy ( s t e r o i d y , k a r o t e n o i d y , lipofilní v i t a m i n y a p r o s t a g l a n d i n y ) j s o u látky 
lipidické p o v a h y , které však n e m o h o u být svojí s t r u k t u r o u zařazeny m e z i l i p i d y [ 1 3 ] , 

2.4.1 Mastné kyseliny 
Mastné k y s e l i n y j s o u karboxylové k y s e l i n y se 4 až 2 6 uhlíky. Obsahují převážně sudý počet 
uhlíku v řetězci, protože j s o u syntetizované z dvouuhlíkatých a c e t y l - C o A . V živých soustavách 
se vyskytují převážně v e formě lipidů (vázané n a a l k o h o l ) měně p a k volně. N a základě přítom
n o s t i dvojné v a z b y j s o u rozdělené n a nasycené a nenasycené. Mají a m f i p a t i c k o u p o v a h u , pů
sobí j a k o t e n z i d y , j s o u relativně dobře rozpustné v nepolárních rozpouštědlech. P o d l e s t r u k t u r y 
řetězce l z e mastné k y s e l i n y rozdělit n a rozvětvené a nerozvětvené. Mastné k y s e l i n y s dvojnými 
v a z b a m i můžou mít c i s a t r a n s f o r m u , a t o p r o t o , že dvojná v a z b a nemá o s u r o t a c e . P o d l e t o h o , 
z d a j e lidské tělo umí s y n t e t i z o v a t , n e b o j e musí přijímat s k r z e p o t r a v u , můžeme mastné k y s e 
l i n y rozdělit n a esenciální a neesenciální ( v i z Obrázek 6 ) . 

[ 1 4 ] , [ 1 5 ] . 

O 

H O 
O 

H O 
Obrázek 6: Strukturní vzorce kyselin olejové a palmitové 
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Mastné k y s e l i n y j s o u z d r o j e m e n e r g i e p r o náš o r g a n i s m u s . E n e r g i e se získává v metabolické 
dráze, která j e pojmenovaná b e t a - o x i d a c e . A k t i v a c e j e katalyzována e n z y m e m a c y l - C o A - s y n -
tázou a j e umožněna p o u z e z a spotřeby e n e r g i e z A T P . [ 1 6 ] . 

2 . 4 . 1 . 1 Biosyntéza mastných kyselin 
Syntéza mastných k y s e l i n probíhá v cytoplazmě buněk, v endoplazmatickém r e t i k u l u . Syntéza 
mastných k y s e l i n j e složitý p r o c e s skládající se z řady r e a k c i jdoucích z a s e b o u . Výchozí látkou 
j s o u 2 m o l e k u l y a c e t y l - C o A . P o m o c i e n z y m u acetyl-CoA-ACP-transacetylázy j e j e d n a z m o 
l e k u l a c e t y l - C o A převedena n a m o l e k u l u a c e t y l - A C P . Dále d o r e a k c i v s t u p u j e e n z y m a c e t y l -
CoA-karboxyláza, který způsobuje v a z b u CO2 n a j i n o u m o l e k u l u a c e t y l - C o A a tím prodlužuje 
řetězec o j e d e n uhlík. T a k t o v z n i k n e m o l e k u l a m a l o n y l - C o A která j e následně p o m o c i e n z y m u 
malonyl-CoA-ACP-transacylázy převedena n a m a l o n y l - A C P . J a k o další k r o k j e k o n d e n z a c e a 
d e k a r b o x y l a c e a c e t y l - A C P s m o l e k u l o u m a l o n y l - A C P z a v z n i k u a c e t o a c e t y l - A C P . T e n t o r e 
akční k r o k j e katalyzovaná e n z y m e m P-oxoacyl-ACP-syntetázou. Následně a c e t o a c e t y l - A C P 
j e redukován n a P - h y d r o x y b u t y r y l - A C P p o m o c i e n z y m u P-ketoacyl-ACP-reduktázy. Následně 
z něho p o m o c i P-hydroxyacyl-dehydrogenázy v z n i k n e a , P - t r a n s - b u t e o n y l - A C P . J a k o další r e 
akční k r o k proběhne r e d u k c e a , P - t r a n s - b u t e o n y l - A C P n a b u t y r y l - A C P p o m o c i e n o y l - a , P - r e -
duktázy. J a k o výsledek těchto reakčních kroků j e prodloužení řetězce o d v a a t o m y uhlíku. 
T e n t o reakční c y k l u s proběhne několikrát, zaleží n a t o m , k o l i k a t o m u uhlíků má výsledná 
mastná k y s e l i n a . J a k o zakončení syntézy proběhne r e a k c e , která j e katalyzována acylsterázou 
a která přemění a c y l n a k y s e l i n u odštěpením A C P a navázáním H2O ( v i z Obrázek 7 ) [ 1 5 ] , [ 1 7 ] , 
[ 1 8 ] , [ 1 9 ] . 

2 . 4 . 1 . 2 P-oxidace mastných kyselin 
Odbourávaní mastných k y s e l i n probíhá v p e r o x i z o m e c h a mitochondriích. Z a v l i v u s p e c i f i c 
kých e n z y m u dochází k postupnému štěpení uhlíkatého řetězce mastné k y s e l i n y . Štěpení p o d 
léhá v a z b a m e z i a a P a t o m y uhlíku. Schéma P - o x i d a c e mastných k y s e l i n j e znázorněno n a 
Obrázku 8 [ 1 8 ] , [ 1 9 ] . 
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Obrázek 7: Schéma syntézy mastných kyselin, v danem případě kyseliny palmitové [19]. 
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Obrázek 8: Schémata fl-oxidace a biosyntézy mastných kyselin [20] 

2.4.2 Ergosterol 
E r g o s t e r o l j e lipidická látka nepolární p o v a h y ( e r g o s t a - 5 , 7 , 2 2 - t r i e n - 3 - b e t a - o l ) v i z Obrázek 9 , 
pojmenovaná „houbový s t e r o l " p o d l e námele - h o u b y , z e které b y l poprvé e r g o s t e r o l izolován. 
E r g o s t e r o l se nenachází v rostlinných a n i v živočišných buňkách. Nachází se v buněčných 
membránách k v a s i n e k a h u b a slouží obdobně j a k o c h o l e s t e r o l v živočišných buňkách. Jelikož 
se v y k y t u j e v plísních, l z e h o používat j a k o indikační látku při k o n t a m i n a c i p o t r a v i n . E r g o s t e r o l 
j e p r o v i t a m i n e m v i t a m i n u D 2 . U k v a s i n e k e r g o s t e r o l má f u n k c i regulátoru proteinkinázy ( e n 
z y m nezbytný p r o růst kvasinkových buněk) [ 2 1 ] , [ 1 9 ] , [ 2 2 ] , [ 2 3 ] . 

H 3 C 

H 3 C j& 3* ^ C H 3 

. l a " 3 ! , H 

16 

H O ' 

C H 3 . 
1 1 9 i 4 / i r H « 

Obrázek 9: Strukturní vzorec ergosterolu [19] 
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2.5 Lipofilní látky 
J s o u t o látky, které j s o u dobře rozpustné v tucích, r e s p . dobře mísitelné s t u k y a o l e j i . V lidském 
těle t o m o h o u být například l i p i d y . Někdy může být p o j e m lipofilní látka zaměňován z a p o j e m 
hydrofobní látka (nerozpustná v e vodě). 

2.5.1 Ubichinon (Koenzym Q10) 
Látky, kterým se říká K o e n z y m y Q j s o u látky, které n a benzochinonovém jádru mají navázaný 
izoprenový řetězec. Příkladem u b i c h i n o n u j e K o e n z y m Q 1 0 (Obrázek 1 0 ) , který má n a b e n z o 
chinonovém jádru navázány izoprenový řetězec složený z 1 0 izoprenoidních j e d n o t e k . K o e n 
z y m y Q se využívají v dýchacím řetězci j a k o přenašeče vodíku a elektronů, přičemž dochází k 
tvorbě A T P . Z a a b s e n c e kyslíku přecházejí n a c h i n o l y [ 2 4 ] . 

O 

Obrázek 10: Strukturní vzorec koenzymu Q10. 

2.6 Odpadní substráty 
Odpadní substráty j s o u používané j a k o z d r o j e n e r g i e a živin p r o růst mikroorganismů v t o m t o 
případě konkrétně k v a s i n e k , a p r o růst a p r o d u k c i metabolitů. K e kultivacím se využívají i o d 
padní materiály, protože j s o u dobrými z d r o j i organického uhlíku a ostatních m a k r o - a m i k r o 
e l e m e n t u . J e d n a se o skvělý způsob r e c y k l a c e a použití o d p a d u p r o další biologické a chemické 
účely. 

2.6.1 Živočišné odpadní tuky 
Živočišné t u k y j s o u většinou e s t e r y mastných k y s e l i n a g l y c e r o l u . J s o u rozpustné v nepolárních 
rozpouštědlech. J s o u t o p r o d u k t y zpracovaní organické h m o t y z těl zvířat. Složení živočišných 
tuků zaleží n a t o m , j a k o u mělo zvíře p o t r a v u , n a původu p o t r a v y a d r u h u zvířete. P r o další 
použití t u k nesmí být toxický a patogenní, jedině p a k může být využíván j a k o s u r o v i n a p r o 
p r o d u k c i látek, určených k e spotřebě l i d m i v potravě [ 2 5 ] . 
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2.6.2 Odpadní substráty při produkci karotenoidů 
Při k u l t i v a c i k v a s i n e k a následné p r o d u k c i karotenoidů l z e využít několika odpadních substrátů. 
Jedním z n i c h j e g l y c e r o l - bezbarvá viskózni k a p a l i n a b e z zápachu. V y s k y t u j e se v e s t e r i c k y 
vázané formě s vyššími mastnými k y s e l i n a m i . O d p a d n i g l y c e r o l l z e získat j a k o p r o d u k t z p r a 
covaní olejů a tuků [ 1 5 ] . 

Druhým z e substrátů může být syrovátka. J e t o mléčné sérum, které vzniká při odstraněni 
k a s e i n u z mléka. P o d l e průměrného složení syrovátka obsahují z h r u b a 9 3 % v o d y a o k o l o 
5 0 - 5 5 % celkové sušiny přítomné v mléce. Hlavní složkou sušiny j e laktóza ( 5 % ) Při o d s t r a 
nění k a s e i n u z mléka vznikají 2 složky: tuhá - k a s e i n , a tekutá - syrovátka. Dříve se syrovátka 
l i k v i d o v a l a j a k o o d p a d , a l e v dnešní době může být využita k e krmení zvířat n e b o k e k u l t i v a c i 
k v a s i n e k a následně p r o d u k c i karotenoidů. Obsahují s p o u s t u vitaminů a minerálních látek [ 2 6 ] . 

2 . 6 . 2 . 1 Kuřecí peří 
Kuřecí peří j e jedním z odpadních substrátu zkoumaných v rámci dané práce, jedná se o j e d e n 
z m n o h a vedlejších odpadních produktů při zpracovaní kuřat p r o výrobky z kuřecího m a s a . Při 
bazické úpravě kuřecího peří se uvolňuje značné množství oligopeptidů a volných a m i n o k y s e 
l i n , p r o t o l z e péřový hydrolyzát používat j a k o komplexní z d r o j dusíku p r o k u l t i v a c i k v a s i n e k . 
Další důležitou složkou péřového hydrolyzáru j e k e r a t i n . Značnou p r o d u k c i peptidů a a m i n o 
k y s e l i n p o s k y t u j e b a z i c k y hydrolyzát kuřecího peří [ 2 7 ] , [ 2 8 ] , [ 2 9 ] . 

2 . 6 . 2 . 2 Glycerol 
G l y c e r o l (Obrázek 1 1 ) j e jedním z odpadních substrátu při výrobě b i o n a f t y a také při z p r a c o 
vaní olejů a t u k u . Při výrobě b i o n a f t y j e část odpadního g l y c e r o l u přečištěna n a čistý g l y c e r o l , 
z b y t e k l z e použít při k u l t i v a c i k v a s i n e k . Díky své struktuře a nečistotám p o zpracovaní o b s a 
h u j e d o s t uhlíku, vápníku, sodíku a dalších užitečných látek p r o k u l t i v a c i k v a s i n e k . [ 3 0 ] . 

Obrázek 11: Strukturní vzorek glycerolu 

2.7 Kultivace kvasinek 
K u l t i v a c e k v a s i n e k probíhá v médiích, u nichž změnami v e složení l z e dosáhnout ideálních 
podmínek p r o p r o d u k c i b i o m a s y či kýžených metabolitů. V laboratoři se používá speciálně při
pravených médiích. Média se skládají z e složek, esenciálních p r o p r o p a g a c i k v a s i n e k . Jakékoliv 
médium musí o b s a h o v a t důležité organické a anorganické živiny p r o růst k u l t u r y . Při k u l t i v a c i 
k u l t u r se musí dodržovat s t e r i l i t a prostředí a všechny potřebné podmínky, jež k v a s i n k y p r o svůj 
růst vyžadují. J s o u t o t e p l o t a , míchaní, p H , množství kyslíku a dostatečné množství živin. 

O H 
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2.8 Bioreaktor 
B i o r e a k t o r j e umělé vytvořené zařízeni sloužící k e k u l t i v a c i mikroorganismů. B i o r e a k t o r y se 
aktivně využívají v průmyslu p r o k u l t i v a c i k u l t u r m i k r o o r g a n i s m u v e větším o b j e m u . Vnitřek 
b i o r e a k t o r u musí být v y r o b e n z materiálů které žádným způsobem neinteragují s uvnitř k u l t i 
v o v a n o u k u l t u r o u . Při k u l t i v a c i j e potřeba dodržovat optimální podmínky p r o růst k u l t u r y . J s o u 
t o : t e p l o t a , o s m o t i c k y t l a k , množství kyslíku, p H , k o n c e n t r a c e živin a t d . Přesně p r o t o musí být 
b i o r e a k t o r v y b a v e n speciálními s o n d a m i a snímači p r o sledovaní kultivačních podmínek. P r o 
sledovaní množství kyslíku se používá kyslíková e l e k t r o d a , p r o zvýšeni n e b o snížení j e h o o b 
s a h u b i o r e a k t o r j e v y b a v e n míchadlem, u kterého l z e r e g u l o v a t počet otáček z a m i n u t u . P r o 
sledovaní a r e g u l a c i p H se používá p H e l e k t r o d a a zásobní l a h v e s příslušnou k y s e l i n o u a zása
d o u vybavenými peristaltickými čerpadly, které t y t o látky dávkuji dovnitř b i o r e a k t o r u . 

P o d l e t y p u k u l t i v a c e b i o r e a k t o r y můžeme rozdělit n a : 

- B a t c h (vsádkový) - b i o r e a k t o r , který j e v e d e n j a k o uzavřená s o u s t a v a . 

- F e d - b a t c h - b i o r e a k t o r , který j e částečné otevřeným systémem - postupně přidáváme 
substrát. 

- Kontinuální - b i o r e a k t o r který j e otevřeným systémem, odvádíme médium a přidáváme 
substrát 

P o d l e v e l i k o s t i můžeme rozdělit b i o r e a k t o r y n a : 

- Laboratorní ( o b j e m d o 3 0 litrů) 

- Ctvrtprovozní ( o b j e m o d 3 0 d o 1 0 0 litrů) 

- Poloprovozní ( o b j e m o d 1 0 0 d o 5 0 0 0 litrů) 

- Provozní ( o b j e m n a d 5 0 0 0 litrů) 

Při k u l t i v a c i v rámci našeho e x p e r i m e n t u b y l použít laboratorní b i o r e a k t o r o o b j e m u 5 litrů, 
zvoleným t y p e m k u l t i v a c e se s t a l b a t c h [ 3 1 ] , [ 3 2 ] , [ 3 3 ] . 

2.9 Plynová chromatografie (GC) 
M e t o d a , která f u n g u j e n a p r i n c i p u i n t e r a k c i v z o r k u neseného mobilní fází s fází stacionární. 
J a k o mobilní fáze se používá inertní nosný p l y n , který n e s e zkoumaný v z o r e k přes c e l y systém, 
a hlavně přes k o l o n u se stacionární fázi. K o l o n y p r o p l y n o v o u c h r o m a t o g r a f i i s e vyrábějí n e j 
častěji z e s k l a n e b o křemíku, jedná se nejčastěji o k o l o n y kapilární s v e l m i malým vnitřním 
průměrem a značnou délkou (desítky metrů). Díky t o m u můžeme očekávat o d těchto k o l o n 
kvalitní s e p a r a c i při analýze v z o r k u . V našem případě b y l y v z o r k y detekovány plamenovým 
ionizačním d e t e k t o r e m ( F I D ) . F I D f u n g u j e n a p r i n c i p u spalovaní a n a l y t u v e vodíkovém p l a 
m e n u uprostřed d v o u e l e k t r o d . J a k o výsledek spalovaní v z n i k n o u iontové částice, jejichž množ
ství j e úměrné k o n c e n t r a c i zkoumaných látek v e v z o r k u [ 3 4 ] , [ 3 5 ] . 
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2.10 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie ( H P L C ) 
M e t o d a , která j e používaná k s e p a r a c i , i z o l a c i a zjištěni k o n c e n t r a c e látek (Obrázek 1 2 ) . V z o r e k 
j e unášen mobilní k a p a l n o u fází přes stacionární fázi z a zvýšeného t l a k u . S e p a r a c e n e b o i z o l a c e 
látek probíhá v chromatografické koloně prostřednictvím interakcí separovaných látek se s t a 
cionární fázi, k s e p a r a c i dochází n a základě rozdílné a f i n i t y a n a l y t u k jednotlivým fázím. K d e 
t e k c i j s o u použity fotometrické s e n z o r y , které měří a b s o r b a n c i eluátu vytékajícího z k o l o n y 
[ 3 4 ] , [ 3 6 ] . 

3 

5 

Obrázek 12: Schéma HPLC (1 - mobilní fáze, 2 - čerpadlo na dodávaní rozpouštědla, 3 - kapalný 
vzorek, 4 - kolona (stacionární fáze), 5 - oddělena složka směsi, 6 - převedení množství každé složky 

na elektrický signál) [37] 

2.11 Spektrofotometrická detekce 
Spektrofotometrická d e t e k c e j e t y p d e t e k c e , při které se měří a b s o r b a n c e eluátu v o b l a s t i v l n o 
vých délek o d 1 9 0 d o 8 0 0 n m . V z h l e d e m k velkému r o z s a h u vlnových délek musíme v o l i t 
správný materiál, z e kterého b u d e v y r o b e n a měrná c e l a (nádoba v e které se nachází v z o r e k při 
měřeni). Při průchodu světla látkou dochází k a b s o r p c i světla, děje se t o kvůli e x c i t a c i e l e k t r o n u 
v molekulových o r b i t a l e c h měřené látky. P r o z d r o j ultrafialového záření se používají d e u t e r i -
ové výbojky, n a o p a k p r o z d r o j viditelného světla se používají halogenové n e b o wolframové 
žárovky. D e t e k c e j e p o t o m způsobena fotoelektrickými d e t e k t o r y . Při kvantitativním s t a n o v e n i 
látek v e v z o r k u se využívá Lambert-Beerův zákon. M a t e m a t i c k y zápis t o h o t o zákonu j e násle
dující: 

A = e • c • l 

k d e A j e a b s o r b a n c e , £ j e molární absorpční k o e f i c i e n t [ 1 / m o l - c m ] , který j e vždycky konstantní 
p r o d a n e látky a d a n e vlnové délky, c j e molární k o n c e n t r a c e [ m o l / l ] , 1 j e délka k y v e t y [ c m ] , 
[ 3 4 ] , [ 3 5 ] , [ 3 6 ] . 
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3 CÍL PRÁCE 

Hlavním cílem práce j e z j i s t i t nejvhodnější podmínky k u l t i v a c e k v a s i n e k n a odpadním t u k u 
a kuřecím peří a následně z j i s t i t při jakých podmínkách k v a s i n k y p r o d u k u j i nejvíce s l e d o v a 
ných metabolitů. Průběh práce b y l řízen následujícími b o d y : 

- Přehledná literární rešerše zaměřená n a vybrané k m e n y karotenogenních k v a s i n e k 

- O p t i m a l i z a c e úpravy vybraných odpadních substrátů potravinářského průmyslu. 

- K u l t i v a c e vybraných kmenů k v a s i n e k n a odpadních substrátech. 

- O p t i m a l i z a c e složení produkčních médií. 

- Příprava a i z o l a c e různých extraktů z kvasinkové b i o m a s y a j e j i c h c h a r a k t e r i z a c e . 

- Srovnání produkčních vlastností vybraných kmenů. 

- Vyhodnocení výsledků. 
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4 E X P E R E M E N T A L N I ČÁST 

4.1 Použité chemikálie 

4.1.1 Chemikálie použité ke kultivaci kvasinek 

Kvasničný autolyzát, R o t h ( S R N ) 

D-glukóza monohydrát p . a . , L a c h - n e r (Česká R e p u b l i k a ) 

Bakteriologický p e p t o n , D u c h e f a B i o c h e m i e ( N i z o z e m s k o ) 

Síran amonný p . a . , P e n t a (Česká R e p u b l i k a ) 

Dihydrogenfosforečnan draselný p . a . , L a c h - n e r (Česká R e p u b l i k a ) 

Síran horečnatý heptahydrát p . a . , L a c h - n e r (Česká R e p u b l i k a ) 

G l y c e r o l , P e n t a (Česká R e p u b l i k a ) 

I z o p r o p y l a l k o h o l p . a . R o t h ( S R N ) 

H e x a n p . a . , ( L a c h - n e r , Česká r e p u b l i k a ) 

Odpadní t u k , N o r i l i a ( N o r s k o ) 

Kuřecí peří (ČR) 

4.1.2 Chemikálie použité k hydrolýze kuřecího peří 

H y d r o x i d draselný p . a . , L a c h - n e r , S . r . o . (ČR) 

K y s e l i n a sírová p . a . , L a c h - n e r , S . r . o . (ČR) 

4.1.3 Chemikálie použité pro přípravu vzorků a analýzu (HPLC, GC) 

M e t h a n o l p . a , P e n t a (Česká R e p u b l i k a ) 

C h l o r o f o m p . a . P e n t a (Česká R e p u b l i k a ) 

Ethylacetát p r o H P L C , R o t h ( S R N ) 

A c e t o n i t r i l p r o H P L C , C h e m - L a b ( B e l g i e ) 

Heptadekanová k y s e l i n a , S i g m a - A l d r i c h ( S R N ) 

K y s e l i n a sírová 9 6 % , L a c h - n e r (Česká R e p u b l i k a ) 

M e t h a n o l p r o H P L C , C h e m - L a b ( B e l g i e ) 

H y d r o x i d sodný, L a c h - n e r (Česká R e p u b l i k a ) 

H e x a n p r o H P L C , C a r l o E R B A ( F r a n c i e ) 

T r i s - H C l , P e n t a (Česká r e p u b l i k a ) 
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4.2 Použité pomůcky a přístroje 

4.2.1 Přístrojová technika a pomůcky pro kultivaci kvasinek 

Předvážky S c o u t , O h a u s 

Analytické váhy B o e c o 

Autokláv S y s t e c 

Laminární b o x A i r S t r e a m E S C O C l a s s I I B S C 

Skříňová třepačka Z W Y R - D 2 4 0 1 , L a b w i r t 

Třepačka W i s e S h a k e S H R - 2 D , W i t e g 

M i k r o s k o p L I I o o A , I n t r a c o M i c r o 

G K B C o l o r D i g i t a l C C D k a m e r a 

L u c i a I m a g e a c t i v e 5 . 0 , L a b o r a t o r y I m a g i n g s p o l . s r . o . 

C e n t r i f u g a Z 3 6 H K , H e r m l e 

C e n t r i f u g a M I K R O 1 2 0 , H e t t i c h 

Lyofilizátor F r e e Z o n e 4 . 5 1 F r e e z e D r y Systém, L a b c o n c o 

Vakuová p u m p a k lyofilizátoru V a k u u m b r a n d 

Homogenizátor B e a d B u g , B e n c h m a r k S c i e n t i f i c 

V o r t e x F i x e d S p e e d V o r t e x M i x e r , V X M N F S , O h a u s 

V o r t e x G e n i e 2 , P - L a b 

T e r m o b l o k D r y B l o c k H e a t e r , O h a u s 

F e r m e n t o r R A L F 3 , 5 1, B i O i N G E N i R i N G 

4.2.2 Přístrojová technika a pomůcky pro izolaci a analýzu karotenoidů a lipidů 

S t u a r t B l o c k H e a t e r S B H 2 0 0 D ( U K ) 

H P L C / P D A s e s t a v a : 

- S e s t a v a D i o n e x U l t i M a t e 3 0 0 0 ( T h e r m o F i s c h e r , U S A ) 

- D A D d e t e k t o r e m řady V a n q u i s h ( T h e r m o F i s c h e r , U S A ) 

- K o l o n a K i n e t e x C I 8 E V O 1 5 0 m m , 4 , 6 m m , 2 , 6 u r n ( P h e n o m e n e x ) 

- Držák předkolony - K J 0 - 4 2 8 2 , E C O M (ČR) 

- Předkol o n a - C l 8 , A J 0 - 4 2 8 7 , P h e n o m e n e x 
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G C / F I D s e s t a v a : 

- T R A C E 1 3 0 0 T M ( T h e r m o F i s c h e r , U S A ) 

- Kapilární k o l o n a L I O N G C F A M E , 3 0 m , 0 , 2 5 m m , 0 , 2 0 u m ( P h e n o m e n e x ) 

Vyhodnocovací s o f t w a r e C h r o m e l e o n 7 . 2 

4.3 Použité druhy kvasinek 

• Rhodotorula kratochvilovae C C Y 2 0 - 2 - 2 6 

• Rhodosporidium toruloides C C Y 6 2 - 2 - 4 

• Cystofilobasidium macerans C C Y 1 0 - 1 - 2 

• Sporidiobolus pararoseus C C Y 1 9 - 9 - 6 

• Rhodotorula mucilaginosa C C Y 2 0 - 9 - 7 

• Rhodotorula mucilaginosa C C Y 1 9 - 4 - 2 5 

• Sporidiobolus metaroseus C C Y 1 9 - 6 - 2 0 

4.4 Kultivace vybraných druhů kvasinek 

4.4.1 Vnější podmínky 

K v a s i n k y výše uvedených druhů j s o u aerobní k m e n y , p r o t o b y l y kultivovaný v submerzním 
médií při laboratorní teplotě z a neustálého míchaní n a reciprokých třepačkách. 

4.4.2 Inokulum I 

Médium p r o I n o k u l u m I b y l o vždy připraveno v množství 5 0 m l d o 2 5 0 m l Erlenmeyerových 
baněk. Inokulační médium b y l o připraveno p o d l e složení uvedeného v T a b u l c e 1 . E r l e n e m e y e -
r o v y baňky s médiem b y l y sterilovány v e vysokotlakých hrncích s otevřenými parními uzávěry 
p o d o b u 4 0 m i n u t při sterilační teplotě. Očkování k v a s i n k a m i z e zásobních P e t r i h o m i s e k s n a 
r o s t l o u k u l t u r o u probíhalo v sterilním očkovacím b o x u , který b y l předem vysterilován u l t r a f i a 
lovým světlem. Očkovaní b y l o p r o v e d e n o předem vysterilovanými očkovacími kličkami. K u l 
tivační d o b a p r o I n o k u l u m I t r v a l a 2 4 h o d . 

Tabulka 1: Složení inokulačního média 

Složka Množství 
Bakteriologický p e p t o n 2 0 g 

Kvasničný autolyzát 1 0 g 
G l y c e r o l 2 0 g 

V o d a (vodovodní) 1 0 0 0 m l 
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4.4.3 Inokulum I I 

Médium p r o I n o k u l u m I I mělo totožné složení j a k o médium p r o I n o k u l u m I ( v i z T a b u l k a 1 ) a 
b y l o připraveno v množství 1 2 5 m l d o 5 0 0 m l Erlenemeyerové baňky. S t e r i l a c e probíhala stejným 
způsobem j a k o u média p r o I n o k u l u m I . I n o k u l a c e probíhala v poměru 1 o b j . díl i n o k u l a I n a 5 o b j . 
dílu média p r o i n o k u l u m I I . K u l t i v a c e i n o k u l a I I t r v a l a 2 4 h o d i n . 

4.4.4 Produkční média 

Média se skládala z e d v o u složek: první anorganická, jež b y l a společná p r o všechna média ( v i z 
T a b u l k a 2 ) , a druhá organická, která o b s a h o v a l a specifický organický substrát ( v i z T a b u l k a 3 , 
4 , 5 , 6 ) . Média b y l a připravována v o b j e m e c h 5 0 m l . I n o k u l a c e 5 0 m l médií probíhala přidáním 
i n o k u l a I I přímo d o produkčního média v objemovém poměru 1 díl i n o k u l a I I k u 5 dílům p r o 
dukčního média. K u l t i v a c e k v a s i n e k v produkčních médiích probíhala 9 6 h o d i n . 

Tabulka 2: Společný anorganický základ všech produkčních médií 

Složka Množství 
KH2PO4 4 g 

M g S 0 4 • 7 H 2 0 0 , 6 9 6 g 
V o d a (vodovodní) 1 0 0 0 m l 

Tabulka 3: Specifický anorganický a organický substrát všech produkčních médií pro objem 1000 ml a 
C/N 25 (množství uhlíkatého substrátu (C) v poměru ke množství dusíku (N) v médiu). 

Složka G L Y 
( k o n t r o l a ) 

T u k 
1 0 0 % 

T u k + 1 0 % 
G L Y 

T u k + 2 5 % 
G L Y 

G L Y + 
P 

T u k ( g ) 0 1 7 , 6 6 1 5 , 8 9 1 3 , 2 4 0 
G l y c e r o l ( g ) 4 6 , 2 6 0 4 , 6 3 1 1 , 5 6 4 6 , 2 6 

Močovina ( g ) 1 , 8 1 1 , 8 1 1 , 8 1 1 , 8 1 0 
Péřový hydrolyzát ( m l ) 0 0 0 0 8 0 

Tabulka 4: Specifický anorganický a organický substrát všech produkčních médií pro objem 1000 ml a 
C/N 50 (množství uhlíkatého substrátu (C) v poměru ke množství dusíku (N) v médiu). 

Složka G L Y 
( k o n t r o l a ) 

T u k 
1 0 0 % 

T u k + 1 0 % 
G L Y 

T u k + 2 5 % 
G L Y 

G L Y + 
P 

T u k ( g ) 0 3 5 , 3 1 3 1 , 7 8 2 6 , 4 9 0 
G l y c e r o l ( g ) 9 2 , 5 1 0 9 , 2 5 2 3 , 1 3 9 2 , 5 1 

Močovina ( g ) 1 , 8 1 1 , 8 1 1 , 8 1 1 , 8 1 0 
Péřový hydrolyzát ( m l ) 0 0 0 0 8 0 

P r o porovnaní jednotlivých médií a jednotlivých C / N poměrů b y l o z v o l e n o produkční médium, 
k d e z d r o j dusíku (močovina) b y l a v e všech médiích, kromě kontrolního, n a h r a z e n a péřovým 
hydrolyzátem. Složení média ukazují T a b u l k a 5 a 6 . 
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Tabulka 5: Porovnávací médium s nahrazeným zdrojem dusíku ve všech produkčních médiích pro objem 
1000 ml a C/N 25 (množství uhlíkatého substrátu (C) v poměru ke množství dusíku (N) v médiu). 

Složka G L Y 
( k o n t r o l a ) 

T u k 
1 0 0 % + P 

T u k + 1 0 % 
G L Y + P 

T u k + 2 5 % 
G L Y + P 

G L Y + 
P 

T u k ( g ) 0 1 7 , 6 6 1 5 , 8 9 1 3 , 2 4 -

G l y c e r o l ( g ) 4 6 , 2 6 0 4 , 6 3 1 1 , 5 6 4 6 , 2 6 
Močovina ( g ) 1 , 8 1 0 0 0 0 

Péřový hydrolyzát ( m l ) 0 8 0 8 0 8 0 8 0 

Tabulka 6: Porovnávací médium s nahrazeným zdrojem dusíku ve všech produkčních médiích pro objem 
1000 ml a C/N 50 (množství uhlíkatého substrátu (C) v poměru ke množství dusíku (N) v médiu). 

Složka G L Y 
( k o n t r o l a ) 

T u k 
1 0 0 % + P 

T u k + 1 0 % 
G L Y + P 

T u k + 2 5 % 
G L Y + P 

G L Y + 
P 

T u k ( g ) 0 3 5 , 3 1 3 1 , 7 8 2 6 , 4 9 0 
G l y c e r o l ( g ) 9 2 , 5 1 0 9 , 2 5 2 3 , 1 3 9 2 , 5 1 

Močovina ( g ) 1 , 8 1 0 0 0 0 
Péřový hydrolyzát ( m l ) 0 8 0 8 0 8 0 8 0 

4.4.5 Hydrolýza odpadního kuřecího peří 

K e k u l t i v a c i karotenogenních k v a s i n e k b y l použít b a z i c k y hydrolyzát kuřecího peří. 

4 . 4 . 5 . 1 Bazický hydrolyzát 

Navážené množství ( 8 0 g ) kuřecího peří b y l o rozpuštěno v 8 0 0 m l 1 M N a O H . Následně b y l 
hydrolyzát vysterilován v h r n c i při sterilační teplotě. Bazický hydrolyzát měl p H k o l e m 1 4 . 

4.4.6 Fermentor 

4 . 4 . 6 . 1 Podmínky 

K u l t i v a c e b y l a p r o v e d e n a v laboratorním f e r m e n t o r u o o b j e m u 3 , 5 1, který b y l naplněn 2 1 p r o 
dukčního média. P o přidání k u l t u r y o o b j e m u 2 0 0 m l výsledný o b j e m média činil 2 , 2 1. Před 
k u l t i v a c i b y l f e r m e n t o r vysterilován v autoklávu při teplotě 1 2 1 °C p o d o b u 15 m i n u t . P o z a p o 
jení f e r m e n t o r u b y l o u p r a v e n o p H n a h o d n o t u v h o d n o u p r o k u l t i v a c i . H o d n o t a p H b y l a s l e d o 
vaná p o m o c i p H e l e k t r o d y a ustálena pumpováním 1 0 % h y d r o x i d u draselného a k y s e l i n y sírové 
prostřednictvím peristaltických čerpadel napojených n a zásobníky výše uvedených látek. 

4.4.6.2 Příprava produkčního média 

J a k o produkční médium p r o k u l t i v a c i v e f e r m e n t o r u b y l o z v o l e n o médium se 1 0 0 % g l y c e r o l u 
s přidáním péřového hydrolyzátu j a k o z d r o j e dusíku. Zmíněné médium b y l o vybráno n a zá
kladě nejlepších produkčních výsledků zjištěných p o analýze v z o r k u . P r o k u l t i v a c i b y l z v o l e n 
C / N poměr 5 0 . Přesnější složení produkčního média v i z T a b u l k a 7 . P o navážení všech složek, 
uvedených v T a b u l c e 7 b y l o b j e m média doplněn vodovodní v o d o u n a 2 0 0 0 m l . 
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Tabulka 7: Složeni produkčního média (2000 ml) pro kultivace ve fermentoru 

Složka Množství 

KH2PO4 8 g 

M g S 0 4 • 7 H 2 0 1 , 3 9 2 g 
G l y c e r o l ( g ) 9 2 , 5 1 g 

Péřový hydrolyzát 1 6 0 m l 

4.4.6.3 Kultivace a odběry 

K u l t i v a c e t r v a l a 4 8 h a v průběhu b y l y odebírány v z o r k y p r o analýzu. Pokaždé b y l o odebráno 
1 5 m l média, 5 m l n a proplachovaní odběrového zařízení a 1 0 m l p r o analýzu. V z o r k y b y l y 
odebíraný d o 1 5 m l plastových z k u m a v e k , v e kterých i h n e d b y l a b i o m a s a zpracována. Odběry 
probíhaly v několika časových i n t e r v a l e c h : 0 h , 3 h , 5 h , 2 4 až 1 4 4 h . 

4.5 Zpracování biomasy 

4.5.1 Uskladnění vzorků a stanoveni koncentrace biomasy 

Z narostlých produkčních médií b y l o odebráno 4 0 m l k u l t u r y a přelito d o centrifugačních z k u 
m a v e k o o b j e m u 5 0 m l . Následně b y l y z k u m a v k y se v z o r k y odstředěny při 7 0 0 0 o t / m i n p o 
d o b u 3 m i n u t . S u p e r n a t a n t b y l s l i t , k o b s a h u z k u m a v k y b y l o přidáno 2 0 m l destilované v o d y , 
o b s a h z k u m a v k y b y l protřepán n a v o r t e x u a následně opět zcentrifugován z a stejného nastavení 
c e n t r i f u g y . P o odstranění s u p e r n a t a n t u b y l a získaná b i o m a s a s minimálním o b s a h e m v o d y , 
která následně b y l a uchovávána v mrazicím b o x u p o d o b u několika h o d i n při teplotě - 8 0 °C. 
P o úplném zmrazení v z o r k u b y l y z k u m a v k y dány d o lyofilizátoru a lyofilizovány d o úplného 
odstraněni v o d y z b i o m a s y ( c c a 2 4 h o d i n ) . Následně b y l a b i o m a s a z e z k u m a v e k zvážena n a 
analytických vahách a b y l a s t a n o v e n a k o n c e n t r a c e b i o m a s y v g / l . 

4.5.2 Extrakce pro H P L C analýzu 

N a začátku n a analytických vahách b y l o zváženo 1 0 - 2 0 m g b i o m a s y d o plastových šroubova
cích v i a l e k o o b j e m u 2 m l . K zamraženému v z o r k u b i o m a s y v e z k u m a v c e b y l a přidána d e s t i 
lovaná v o d a ( 1 m l ) a směs b y l a nechána h y d r a t o v a t p o d o b u 2 5 - 3 0 m i n . Poté b y l a b i o m a s a 
zcentrifugována při 1 2 0 0 0 o t / m i n p o d o b u 3 m i n u t a s u p e r n a t a n t b y l v y l i t . K s e d i m e n t u b y l o 
přidáno c c a 1 m l skleněných kuliček a 1 m l m e t h a n o l u p . a . k v a l i t y . Následně b y l y v i a l k y p r o -
třepány n a dezintegrátoru p o d o b u 1 m i n u t y . P o úplném rozmělnění b i o m a s y b y l o b s a h v i a l e k 
kvantitativně přelit d o 1 5 m l z k u m a v e k . Následně b y l o přidáno 2 m l c h l o r o f o r m u p . a . k v a l i t y a 
z k u m a v k y b y l y umístěny n a 1 0 m i n u t n a multipoziční v o r t e x . P o protřepaní b y l k o b s a h u z k u 
m a v e k přidán 1 m l destilované v o d y a z k u m a v k y z n o v u b y l y umístěny n a multipoziční v o r t e x 
p o d o b u 1 0 m i n u t . 
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V dalším k r o k u b y l y z k u m a v k y zcentrifugovány při 4 5 0 0 o t / m i n p o d o b u 1 m i n u t y p r o lepší 
rozděleni fází. Spodní (chloroformová) fáze b y l a odpipetovaná d o skleněné šroubovací z k u 
m a v k y a c h l o r o f o r m b y l odpařen p o m o c i dusíku n a t e r m o b l o k u vyhřátém n a 4 5 °C. O d p a r e k 
b y l rozpuštěn v e 2 m l směsi rozpouštědel p r o analýzu n a H P L C (acetonitrikethylacetát v p o 
měru 1 : 2 ) . Následná směs b y l a přefiltrovaná přes P T F E filtr d o šroubovací v i a l k y . T a k t o při
pravený v z o r e k b y l zanalyzován. 

4.5.3 Analýza vzorků metodou HPLC/PDA 

V z o r k y b y l y analyzované n a H P L C sestavě značky T h e r m o F i s c h e r S c i e n t i f i c , b y l a použita 
k o l o n a k i n e t e x E V O C l 8 o rozměrech 1 5 0 x 4 , 6 x 2 , 6 . E l u c e probíhala v gradientovém módu o 
průtoku mobilní fáze 1,2 m l / m i n , d o b a analýzy činila 2 5 m i n u t . Složeni mobilních fází ( A , B ) 
j e u v e d e n o v T a b u l c e 8 . Změna g r a d i e n t u mobilní fáze n a koloně j e u v e d e n a v T a b u l c e 9 . D e 
t e k c e probíhala n a P D A d e t e k t o r u při vlnových délkách 4 5 0 n m a 2 8 5 n m . Při vlnové délce 4 5 0 
n m b y l y detekovány k a r o t e n o i d y a při vlnové délce 2 8 5 n m b y l y detekovány u b i c h i n o n a e r g o -
s t e r o l . I d e n t i f i k a c e a kvantitativní stanovení výsledku b y l o p r o v e d e n o n a základě předem n a 
měřených standardů a j e j i c h kalibračních křivek. Vyhodnocení p a k probíhalo v p r o g r a m u C h r o -
m e l e o n . 

Tabulka 8: Složení mobilních fází pro HPLC. 

Mobilní fáze Složka o b j . díly 
A c e t o n i t r i l 8 4 

A l O O m M t r i s H C l p u f r o p H 8 1 4 
M e t h a n o l 2 

B 
M e t h a n o l 6 0 

B 
E t h y l acetát 4 0 

Tabulka 9: Změna gradientu mobilní fáze vyjádřená v časových intervalech. 

Čas analýzy [ m i n ] M F A [ % ] M F B [ % ] 
0 1 0 0 0 

1 3 0 1 0 0 
1 9 0 1 0 0 
2 0 1 0 0 0 
2 5 1 0 0 0 

4.5.4 Transesterifikace a extrakce mastných kyselin pro G C 

D o krimpovacích v i a l e k b y l o naváženo 1 0 - 2 0 m g b i o m a s y a přidáno 1,8 m l transesterifikační 
směsi (složení směsi v i z T a b u l k a 1 0 ) . Připravené v i a l k y se směsí b y l y zakrimpovány a vloženy 
d o t e r m o b l o k u vyhřátého n a 8 5 °C, k d e b y l y inkubovány p o d o b u 2 h o d i n P o i n k u b a c i b y l y 
v i a l k y v y j m u t y z t e r m o b l o k u a ponechány k vychladnutí n a okolní t e p l o t u . O b s a h krimpovacích 
v i a l e k se p o vychladnutí v y l i l d o 5 m l v i a l e k , d o nichž b y l předem napipetováno 0 , 5 m l 0 , 5 M 
vodného r o z t o k u h y d r o x i d u sodného a 1 m l h e x a n u H P L C k v a l i t y . 
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Nově vzniklá směs b y l a intenzivně protřepána n a multipozičním v o r t e x u p o d o b u 1 0 m i n u t a 
p o oddělení fází b y l o z horní hexanové fáze odpipetováno 0 , 1 m l d o v i a l e k se závitem p r o G C . 
O b s a h v i a l e k b y l doplněn 0 , 9 m l h e x a n u . V i a l k y b y l y uzavřeny víčkem se s e p t e m p r o G C a 
o b s a h b y l analyzován n a G C . 

Tabulka lO.Složení trans esterifikační směsi. 

Složka K o n c e n t r a c e Rozpouštědlo 
K y s e l i n a sírová 1 5 % 

M e t h a n o l 
K y s e l i n a heptadecylová 0 , 5 m g / m l 

M e t h a n o l 

4.5.5 Analýza lipidů na G C 

V z o r k y b y l y zanalyzované n a plynovém c h r o m a t o g r a f u T h e r m o S c i e n t i f i c T R A C E T M G a s 
C h r o m a t o g r a p h , s a u t o s a m p l e r e m T h e r m o S c i e n t i f i c A I 1 3 1 0 , automatickým dávkovačem se 
s p l i t t e r e m . P r o analýzu b y l a použita k o l o n a L I O N G C - F A M E o rozměrech 3 0 m x 0 , 2 5 m m x 
0 , 2 5 u m a plamenově ionizační d e t e k t o r ( F I D ) . Analýza probíhala z a těchto podmínek: 

1 ) T e p l o t a i n j e k t o r u 2 4 0 °C 

2 ) Poměř děliče t o k u 1 0 

3 ) Mobilní fáze - vodík o stálém průtoku 1 m l / m i n 

4 ) T e p l o t a n a d e t e k t o r u 2 4 0 °C s průtoky plynů 3 5 0 m l / m i n u v z d u c h u , 3 5 m l / m i n u vodíku 
a 3 0 m l / m i n u dusíku 

5 ) O b j e m nástřiku v z o r k u 1 u l 

6 ) Teplotní p r o g r a m : 8 0 °C udržováno 1 m i n u t u ( í r = 1 m i n ) , poté zvýšení t e p l o t y n a 1 4 0 
°C s g r a d i e n t e m 15 °C/min ( t R = 5 m i n ) , následované dalším zvýšením n a 1 9 0 °C s g r a 
d i e n t e m 3 °C/min ( t R = 2 1 , 7 m i n ) , dále zvýšení n a t e p l o t u 2 6 0 °C s teplotním g r a d i e n t e m 
2 5 °C/min a udržením t e p l o t y p o d o b u 1 m i n u t y ( í r = 2 5 , 5 m i n ) ; celková d o b a analýzy 
2 5 , 5 m i n u t 

3 1 



5 VÝSLEDKY A D I S K U Z E 

5.1 Stanovení produkčních vlastností biomasy u bankových kultivací 
Hlavním úkolem bankových kultivací b y l a o p t i m a l i z a c e složení produkčních médií, C / N p o 
měrů, a hlavně vybrání k m e n u , který b y p o s k y t n u l nejlepší výsledky a produkční v l a s t n o s t i n a 
daném t y p u média. P r o porovnaní b y l y z v o l e n y 2 t y p y média. Rozdíl v e složení spočíval v 
produkčních médiích, k d e j e d n a s a d a měla j a k o z d r o j dusíku močovinu a druhá s a d a bazický 
péřový hydrolyzát. Složení jednotlivých médií j e popsáno v T a b u l c e 1 1 . 

Tabulka 11: Použita média 

Specifická složka Médium Z k r a t k a 

Žádná 

G l y c e r o l (kontrolní) G L Y 

Žádná 
Kuřecí t u k 1 0 0 % T U K 

Žádná Kuřecí t u k + 1 0 % G l y c e r o l 0 , 1 G L Y Žádná 
Kuřecí t u k + 2 5 % G l y c e r o l 0 , 2 5 G L Y 

Žádná 

G l y c e r o l + péřový hydrolyzát G L Y + P 

Péřový Hydrolyzát 

Glycerol(kontrolní) G L Y ( P ) 

Péřový Hydrolyzát 
Kuřecí t u k 1 0 0 % + péřový hydrolyzát T U K + P 

Péřový Hydrolyzát Kuřecí t u k + 1 0 % G l y c e r o l + péřový hydrolyzát 0 , 1 G L Y + P Péřový Hydrolyzát 
Kuřecí t u k + 2 5 % G l y c e r o l + péřový hydrolyzát 0 , 2 5 G L Y + P 

Péřový Hydrolyzát 

G l y c e r o l + péřový hydrolyzát G L Y + P 

Množství b i o m a s y b y l o s t a n o v e n o p o d l e p o s t u p u v experimentální části. Dále b y l y s t a n o v e n y 
jednotlivé m e t a b o l i t y p o m o c i H P L C a G C . Prostřednictvím H P L C b y l y s t a n o v e n y k a r o t e n o i d y , 
u b i c h i n o n a e r g o s t e r o l . P o m o c i G C b y l o s t a n o v e n o množství a složeni mastných k y s e l i n v e 
vzorcích. 

3 2 



5.1.1 Porovnaní produkčních vlastnosti biomasy na médiu bez a s přidáním péřového 
hydrolyzátu o C/N poměru 25 

5.1.1.1 Produkční vlastnosti kmene Rhodotorula kratochvilovae 

Rhodotorula kratochvilovae 
2 0 

1 5 

G L Y T U K 0 , 1 G L Y 0 , 2 5 G L Y G L Y + P G L Y ( P ) T U K + P 0 , 1 G L Y + P 0 , 2 5 G L Y + P G L Y + P 

• t o r u l a r h o d i n [ m g / g ] • t o r u l e n [ m g / g ] • l y k o p e n [ m g / g ] 

• b e t a k a r o t e n [ m g / g ] • celkové k a r o t e n o i d y [ m g / g ] n u b i c h i n o n [ m g / g ] 

• e r g o s t e r o l [ m g / g ] • b i o m a s a [g/l ] 

Graf 1: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitíí v závislosti na typu média 

Z G r a f u 1 můžeme u s o u d i t , že n e j větší p r o d u k c i b i o m a s y ( 1 9 , 2 g / l ) měl daný k m e n při k u l t i v a c i 
n a médiu s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 2 5 : 7 5 b e z přídavku péřového hydrolyzátu 
j a k o z d r o j e dusíku. N a o p a k nejmenší p r o d u k c i b i o m a s y ( 3 , 1 g / l ) n a glycerolovém médiu s pří
d a v k e m péřového hydrolyzátu. 

Celkové k a r o t e n o i d y měly n e j vyšší h o d n o t u ( 1 , 6 m g / g b i o m a s y ) n a Glycerolovém médiu b e z 
přídavku péřového hydrolyzátu, k d e také můžeme s l e d o v a t nevyšší p r o d u k c i u b i c h i n o n u 
( 1 0 , 5 m g / g b i o m a s y ) , d r u h o u největší h o d n o t u p r o d u k c e celkových karotenoidů ( 1 , 4 m g / g b i o 
m a s y ) můžeme p o z o r o v a t n a glycerolovém médiu s přídavkem péřového hydrolyzátu. Také l z e 
vidět, že p r o d u k c e e r g o s t e r o l u s t o u p a l a s klesající koncentrací kuřecího t u k u . Přídavek péřo
vého hydrolyzátu měl z a následek stabilnější p r o d u k c i b i o m a s y n a všech t y p e c h médií 
o p r o t i médiím b e z přídavku hydrolyzátu. 
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Graf 2: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselín v biomase 

N a G r a f u 2 můžeme s l e d o v a t zastoupení jednotlivých t y p u mastných k y s e l i n v b i o m a s e . N e j -
menší p r o d u k c i nasycených mastných k y s e l i n (dále S F A ) v y k a z o v a l daný k m e n k v a s i n e k n a 
glycerolovém médiu s přídavkem péřového hydrolyzátu ( 2 4 , 6 % ) a n a médiu s g l y c e r o l e m a 
kuřecím t u k e m v poměru 1 0 : 9 0 s přídavkem péřového hydrolyzátu ( 2 6 , 9 % ) . Největší z a s t o u 
pení polynenasycených (dále P U F A ) mastných k y s e l i n měl daný k m e n n a glycerolovém médiu 
s přídavkem péřového hydrolyzátu ( 3 6 , 4 % ) , který zároveň měl značné zastoupení m o n o n e n a -
sycených (dále M U F A ) mastných k y s e l i n ( 3 9 , 0 % ) . Největší a k u m u l a c e M U F A b y l a p o z o r o 
vána při k u l t i v a c i n a médiu s 9 0 % zastoupením t u k u j a k o uhlíkatého substrátu b e z přídavku 
péřového hydrolyzátu, s h o d n o t o u 4 6 , 4 %. 

O ' 
• Procentuální zastoupení lipidů v b i o m a s e • B i o m a s a [ g / l ] 

Graf 3: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 
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G r a f 3 nám u k a z u j e procentuální zastoupení lipidů v b i o m a s e . Z g r a f u můžeme p o z o r o v a t , že 
největší zastoupení lipidů ( 4 0 , 8 % ) měl t e n t o k m e n n a tukovém médiu s přídavkem péřového 
hydrolyzátu. N a o p a k n e j menší h o d n o t y nám v y k a z o v a l y k u l t i v a c e n a médiích s glycerolovým 
základem. U druhé s a d y médií ( s přídavkem péřového hydrolyzátu) můžeme vidět klesající 
t r e n d s klesající k o n c e n t r a c i kuřecího t u k u v médiu. Dále l z e vidět t r e n d snížení procentuálního 
zastoupení lipidů v b i o m a s e s klesající koncentrací kuřecího t u k u , který můžeme p o z o r o v a t 
p o u z e n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu. 

5.1.1.2 Produkční vlastnosti kmene Rhodosporidium toruloides 

Rhodosporidium toruloides 
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• e r g o s t e r o l [ m g / g ] • b i o m a s a [g/l ] 

Graf 4: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na typu média 

N a G r a f u 4 můžeme vidět, že největší narůst b i o m a s y ( 2 0 , 4 g / l ) měl daný k m e n n a médiu s k u 
řecím t u k e m b e z přídavku péřového hydrolyzátu. C o se týče celkových karotenoidů, t a k nevětší 
p r o d u k c i ( 5 , 7 m g / g b i o m a s y ) měl daný k m e n n a médiu s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 
1 0 : 9 0 b e z přídavku péřového hydrolyzátu. K o n c e n t r a c e t o r u l a r h o d i n u klesá s klesající k o n c e n 
trací kuřecího t u k u n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu. Největší p r o d u k c i 
u b i c h i n o n u ( 9 , 7 m g / g b i o m a s y ) p r o d u k o v a l daný k m e n n a médiu s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m 
v poměru 1 0 : 9 0 s přídavkem péřového hydrolyzátu. 
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Graf 5: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselin v biomase 

Z G r a f u 5 můžeme p o s o u d i t , že největší zastoupení P U F A ( 3 2 , 2 % ) měl daný k m e n n a tukovém 
médiu s přídavkem péřového hydrolyzátu, zároveň n a t o m t o t y p u média b y l o velké zastoupení 
M U F A ( 4 0 , 3 % ) . Zastoupení P U F A k l e s a l o s klesající koncentrací kuřecího t u k u v médiích. 
N e j menší zastoupení P U F A v y k a z o v a l daný k m e n n a glycerolovém médiu s a b e z přídavku 
péřového hydrolyzátu, ovšem z a největších zastoupení S F A . Média s přídavkem péřového h y d 
rolyzátu v y k a z o v a l y m n o h e m větší procentuální zastoupení P U F A a M U F A . 
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Graf 6: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 

Z G r a f u 6 můžeme p o s o u d i t , že b i o m a s a kultivovaná n a médiích s přídavkem péřového h y d r o 
lyzátu měla větší zastoupení celkových lipidů, a l e n a o p a k menší p r o d u k c i b i o m a s y . S e snížením 
k o n c e n t r a c e kuřecího t u k u s t o u p a l a p r o d u k c e b i o m a s y n a médiích s přídavkem péřového h y d 
rolyzátu. U první série ( b e z přídavku péřového hydrolyzátu) l z e p o z o r o v a t opačný t r e n d , k d e 
se zvyšující se koncentrací kuřecího t u k u v médiu r o s t e p r o d u k c e b i o m a s y . 
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5.1.1.3 Produkční vlastnosti kmene Cystofilobasidium macerans 

Cystofilobasidium macerans 
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Graf 7: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na typu média 

Z G r a f u 7 p l y n e , že p r o d u k c e b i o m a s y s t o u p a l a s klesající koncentrací kuřecího t u k u n a médi
ích b e z přídavku péřového hydrolyzátu. N a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu mů
žeme vidět p o d o b n y t r e n d . N e j větší p r o d u k c i u b i c h i n o n u ( 1 0 , 9 m g / g b i o m a s y ) měl daný k m e n 
n a glycerolovém médiu. Daný k m e n n e v y k a z u j e v e l k o u p r o d u k c i celkových karotenoidů, avšak 
v y k a z u j e značnou p r o d u k c i u b i c h i n o n u n a všech t y p e c h médií. Média n a kuřecím t u k u s pří
d a v k e m péřového hydrolyzátu měla větší p r o d u k c i e r g o s t e r o l u než média b e z přídavku péřo
vého hydrolyzátu. 
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Graf 8: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselin v biomase 
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Z G r a f u 8 p l y n e že n e j větší zastoupení P U F A ( 4 6 , 1 % ) měl daný k m e n n a glycerolovém médiu 
b e z přídavku péřového hydrolyzátu. Procentuální zastoupení P U F A k l e s a l o s klesající k o n c e n 
t r a c i kuřecího t u k u n a médiích b e z přídavku péřového hydrolyzátu. Největší zastoupení S F A 
( 5 7 , 6 % ) měl daný k m e n n a médiu s kuřecím t u k e m s přídavkem péřového hydrolyzátu. U mé
dií s přídavkem péřového hydrolyzátu k l e s a l o procentuální zastoupení s klesající koncentrací 
kuřecího t u k u . 

• Procentuální zastoupení lipidů v b i o m a s e • B i o m a s a [ g / l ] 

Graf 9: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 

N a G r a f u 9 můžeme vidět, že zastoupení lipidů v b i o m a s e s t o u p a l o s klesající koncentrací k u 
řecího t u k u n a médiích b e z přídavku péřového hydrolyzátu, a n a o p a k k l e s a l o s klesající k o n 
c e n t r a c i kuřecího t u k u n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu. Největší zastoupení l i 
pidů v b i o m a s e ( 2 9 , 7 % ) měl daný k m e n n a médiu s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 
2 5 : 7 5 b e z přídavku péřového hydrolyzátu a n a médiu s kuřecím t u k e m s přídavkem péřového 
hydrolyzátu ( 3 1 , 9 % ) . 
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5 . 1 . 1 . 4 Produkční vlastnosti kmene Rhodotorula mucilaginosa ( C C Y 1 9 - 4 - 2 5 ) 
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Graf 10: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na typu média 

Z G r a f u 1 0 můžeme u s o u d i t , že p r o d u k c e b i o m a s y k l e s a l a s klesající koncentrací kuřecího t u k u 
n a médiích b e z přídavku péřového hydrolyzátu. P r o d u k c e celkových karotenoidů b y l a značně 
větší n a médiích b e z přídavku péřového hydrolyzátů než n a médiích s přídavkem péřového 
hydrolyzátu. Daný k m e n v y k a z o v a l větší p r o d u k c i l y k o p e n u o p r o t i kmenům již zmiňovaným. 
Celkově lepší výsledky daný k m e n v y k a z o v a l n a médiích b e z přídavku péřového hydrolyzátu. 
U médií b e z přídavku péřového hydrolyzátu můžeme s l e d o v a t přibližně s t e j n o u p r o d u k c i 
u b i c h i n o n u . N a o p a k u médií s přídavkem péřového hydrolyzátu l z e p o z o r o v a t klesající t r e n d 
v p r o d u k c i u b i c h i n o n u s klesající k o n c e n t r a c i kuřecího t u k u . 
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Graf 11: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselin v biomase 
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Z G r a f u 1 1 p l y n e , že nejmenší p r o d u k c i P U F A měl daný k m e n n a glycerolových médiích s i 
b e z přídavku péřového hydrolyzátu, a l e zároveň největší p r o d u k c i M U F A . Obecně j e vidět, že 
daný k m e n p r o d u k o v a l n a všech t y p e c h médií větší množství M U F A . K u l t i v a c e n a médiích 
s přídavkem péřového hydrolyzátu v y k a z o v a l y v b i o m a s e větší procentuální zastoupení P U F A 
než t o m u b y l o u médií b e z hydrolyzátu. 
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Graf 12: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 

Z G r a f u 1 2 p l y n e , že procentuální zastoupení celkových lipidů v b i o m a s e s t o u p a l o s klesající 
k o n c e n t r a c i kuřecího t u k u n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu. U médií b e z přídavku 
hydrolyzátu žádný t r e n d pozorován n e b y l . Největší zastoupení lipidů ( 2 5 , 5 % ) v y k a z o v a l daný 
k m e n n a médiu s kuřecím t u k e m b e z přídavku péřového hydrolyzátu. 

5.1.1.5 Produkční vlastnosti kmene Sporidiobolus metaroseus 

Sporidiobolus metaroseus 
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Graf 13: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na typu média 
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N a G r a f u 1 3 l z e jednoznačně p o z o r o v a t , že p r o d u k c i b i o m a s y měl daný k m e n m n o h e m větší 
n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu. Zároveň j e vidět stoupající t r e n d s klesající k o n 
c e n t r a c i kuřecího t u k u v e zmíněných médiích. P r o d u k c e u b i c h i n o n u b y l a n a všech t y p e c h médií 
přibližně stejná. Můžeme také u s o u d i t , že p r o d u k c e e r g o s t e r o l u b y l a větší o p r o t i k m e n u 
Rhodotorula kratochvilovae. P r o d u k c e celkových karotenoidů b y l a také m n o h e m větší n a mé
diích s přídavkem péřového hydrolyzátu. Také l z e t v r d i t , že daný k m e n s k o r o n e p r o d u k u j e l y -
k o p e n . Největší p r o d u k c i b i o m a s y ( 1 5 , 2 g / l ) měl daný k m e n n a médiu s g l y c e r o l e m a kuřecím 
t u k e m v poměru 2 5 : 7 5 s přídavkem péřového hydrolyzátu. 

G L Y T U K 0 , 1 G L Y 0 , 2 5 G L Y G L Y + P G L Y ( P ) T U K + P 0 , 1 G L Y + P 0 , 2 5 G L Y + P G L Y + P 
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Graf 14: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselín v biomase 

N a G r a f u 1 4 můžeme vidět daný k m e n měl značné zastoupení P U F A . N a médiích s přídavkem 
péřového hydrolyzátu můžeme p o z o r o v a t t r e n d klesajícího zastoupení P U F A a M U F A s k l e s a 
jící koncentrací kuřecího t u k u n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu. N a o p a k můžeme 
vidět stoupaní zastoupení S F A s klesající k o n c e n t r a c i kuřecího t u k u n a médiích s přídavkem 
hydrolyzátu. Největší zastoupení P U F A ( 4 9 , 3 % ) měl daný k m e n n a glycerolovém médiu b e z 
přídavku peřového hydrolyzátu. 
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• Procentuální zastoupení lipidů v b i o m a s e • B i o m a s a [ g / l ] 

Graf 15: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 

Z G r a f u 1 5 p l y n e , že procentuální zastoupení lipidů má stejný t r e n d j a k o p r o d u k c e b i o m a s y : 
s klesající k o n c e n t r a c i kuřecího t u k u s t o u p a zastoupení celkových lipidů, a t o j e n n a médiích 
s přídavkem péřového hydrolyzátu. Z G r a f u 1 5 můžeme také p o s o u d i t , že zastoupení celkových 
lipidů b y l o větší n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu. Největší zastoupení lipidů 
( 3 6 , 4 % ) měl daný k m e n n a médiu s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 2 5 : 7 5 s přídavkem 
péřového hydrolyzátu. 

5.1.1.6 Produkční vlastnosti kmene Sporidiobolus pararoseus 

Sporidiobolus pararoseus 
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• e r g o s t e r o l [ m g / g ] • b i o m a s a [g/l ] 

Graf 16: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na typu média 

Z G r a f u 1 6 můžeme p o s o u d i t , že daný k m e n n a všech t y p e c h médií kromě glycerolových ( b e z 
přídavku péřového hydrolyzátu) v y k a z o v a l značnou p r o d u k c i b i o m a s y . Z e všech k m e n u n a C / N 
poměru 2 5 měl daný k m e n největší p r o d u k c e u b i c h i n o n u . 
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Nejvýznamněj ší p r o d u k c e u b i c h i n o n u ( 1 5 , 3 m g / g b i o m a s y ) b y l a pozorována n a médiu s g l y c e -
r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 1 0 : 9 0 s přídavkem péřového hydrolyzátu. Z G r a f u 1 6 p l y n e , 
že p r o d u k c e e r g o s t e r o l u k l e s a l a s klesající koncentrací kuřecího t u k u n a médiích s přídavkem 
péřového hydrolyzátu. 
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Graf 17: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselín v biomase 

N a G r a f u 1 7 vidíme, že n e j větší p r o d u k c i P U F A měl daný k m e n n a glycerolových médiích ( b e z 
přídavku péřového hydrolyzátu). N a o p a k n a glycerolových médiích s přídavkem péřového h y d 
rolyzátu b y l a zjištěna n e j větší p r o d u k c e M U F A . P r o d u k c e P U F A k l e s a l a s klesající k o n c e n t r a c i 
kuřecího t u k u n a médiích s přídavkem hydrolyzátu, nápodobně s t o u p a l a k o n c e n t r a c e M U F A . 
Největší zastoupení P U F A ( 3 9 , 2 % ) měl daný k m e n n a glycerolovém médiu b e z přídavku pé
řového hydrolyzátu. 

• Procentuální zastoupení lipidů v b i o m a s e • B i o m a s a [ g / l ] 

Graf 18: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 
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N a G r a f u 1 8 můžeme vidět, že zastoupení celkových lipidů měl daný k m e n větší n a médiích 
s přídavkem péřového hydrolyzátu. Zároveň u celkových lipidů můžeme p o z o r o v a t klesající 
t r e n d s klesající koncentrací kuřecího t u k u n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu. N e -
jmenší zastoupení celkových lipidů v b i o m a s e b y l o n a kontrolních glycerolových médiích ( 6 , 4 
a 5 , 2 % ) b e z přídavku péřového hydrolyzátu. 

5 . 1 . 1 . 7 Produkční vlastnosti kmene Rhodotorula mucilaginosa ( C C Y 2 0 - 9 - 7 ) 

Rhodotorulo mucilaginosa (CCY 20-9-7) 
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Graf 19: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na typu média 

Z G r a f u 1 9 můžeme p o s o u d i t , že daný k m e n p r o d u k o v a l m n o h e m více b i o m a s y n a médiích 
s přídavkem péřového hydrolyzátu než n a médiích b e z něho. Zároveň n a médiích s hydrolyzá-
t e m b y l a větší p r o d u k c e u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u . P r o d u k c i celkových karotenoidů měl daný 
k m e n větší n a médiích b e z přídavku péřového hydrolyzátu. P r o d u k c e u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u 
b y l a také větší n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu. Největší p r o d u k c i u b i c h i n o n u 
( 6 m g / g b i o m a s y ) b y l o n a glycerolovém médiu s přídavkem péřového hydrolyzátu. 

• i l i l l h h 
G L Y T U K 0 , 1 G L Y 0 , 2 5 G L Y G L Y + P G L Y ( P ) T U K + P 0 , 1 G L Y + P 0 , 2 5 G L Y + P G L Y + P 

P U F A M U F A S F A 

Graf 20: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselin v biomase 
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Z G r a f u 2 0 můžeme p o s o u d i t , že daný k m e n v y k a z o v a l téměř stejné procentuální zastoupení 
P U F A n a médiích s přídavkem i b e z přídavku péřového hydrolyzátu. Výjimkou b y l a k u l t i v a c e 
n a glycerolovém médiu s péřovým hydrolyzátem ( 6 % ) . Největší zastoupení P U F A ( 3 9 , 8 % ) 
b y l o pozorováno n a glycerolovém médiu b e z péřového hydrolyzátu. Procentuální zastoupení 
M U F A b y l o větší n a médiích b e z přídavku péřového hydrolyzátu. N a o p a k u S F A t o m u b y l o n a 
médiích s hydrolyzátem. Největší zastoupení S F A měl daný k m e n n a glycerolovém médiu b e z 
péřového hydrolyzátu. 

• Procentuální zastoupení lipidů v b i o m a s e • B i o m a s a [ g / l ] 

Graf 21: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 

G r a f 2 1 nám naznačuje, že celkové l i p i d y b y l y více z a s t o u p e n y n a médiích b e z péřového h y d 
rolyzátu. U médií s přídavkem péřového hydrolyzátu b y l o procentuální zastoupení celkových 
lipidů v b i o m a s e téměř stejné. Největší p r o d u k c i lipidů ( 4 6 , 8 % ) v y k a z o v a l daný k m e n n a mé
d i u s kuřecím t u k e m b e z přídavku hydrolyzátu. N a o p a k nejmenší p r o d u k c i lipidů ( 1 0 , 3 % ) měl 
daný k m e n n a glycerolovém médiu b e z přídavku péřového hydrolyzátu. 
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5.1.2 Porovnaní produkčních vlastnosti biomasy na médiu bez a s přidáním péřového 
hydrolyzátu o C / N poměru 50 

5.1.2.1 Produkční vlastnosti kmene Rhodotorula kratochvilovae 

Rhodotorulo kratochvilovae 
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Graf 22: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na typu média 

Z G r a f u 2 2 můžeme p o s o u d i t , že daný k m e n v y k a z o v a l větší p r o d u k c e b i o m a s y n a médiích b e z 
přídavku péřového hydrolyzátu. N a o p a k větší p r o d u k c e u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u b y l a n a mé
diích s přídavkem péřového hydrolyzátu. P r o d u k c e celkových karotenoidů b y l a větší n a g l y c e 
r o l ovém médiu b e z hydrolyzátu ( 1 , 2 a 1,3 m g / g b i o m a s y ) . Zároveň můžeme vidět, že p r o d u k c e 
b i o m a s y s t o u p a l a s klesající koncentrací kuřecího t u k u n a médiích s přídavkem péřového h y d 
rolyzátu. 
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Graf 23: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselin v biomase 

4 6 



G r a f 2 3 nám u k a z u j e , že větší zastoupení M U F A měl daný k m e n n a médiích s přídavkem pé
řového hydrolyzátu. Největší zastoupení M U F A ( 5 8 , 7 % ) b y l o akumulováno daným k m e n e m 
n a glycerolovém médiu b e z hydrolyzátu. Největší p r o d u k c e F U F A b y l a pozorována n a médiu 
s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 1 0 : 9 0 s přídavkem hydrolyzátu. Zastoupení S F A n a 
médiích s hydrolyzátem b y l o menší než n a médiích b e z hydrolyzátu. 

• Procentuální zastoupení lipidů v b i o m a s e • B i o m a s a [ g / l ] 

Graf 24: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 

Z G r a f u 2 4 můžeme vidět, že největší zastoupení celkových lipidů ( 3 7 , 9 % ) b y l o n a médiu 
s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 2 5 : 7 5 s přídavkem péřového hydrolyzátu. N a o p a k n e -
jmenší zastoupení lipidů b y l o zjištěno n a glycerolových médiích s přídavkem i b e z přídavku 
hydrolyzátu. Také můžeme p o s o u d i t , že v přepočtu daný k m e n p r o d u k o v a l m n o h e m více lipidů 
n a médiích b e z přídavku péřového hydrolyzátu. 

4 7 



5.1.2.2 Produkční vlastnosti kmene Rhodosporidium toruloides 
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Graf 25: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na typu média 

N a G r a f u 2 5 můžeme vidět, že p r o d u k c e b i o m a s y s t o u p a l a s klesající koncentrací kuřecího t u k u 
n a o b o u t y p e c h média. Největší p r o d u k c i b i o m a s y v y k a z o v a l daný k m e n n a glycerolových mé
diích s přídavkem i b e z přídavku péřového hydrolyzátu. P r o d u k c e u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u 
b y l a větší n a médiích s hydrolyzátem. P r o d u k c e celkových karotenoidů b y l a větší n a médiích 
b e z přídavku hydrolyzátu. Největší p r o d u k c e u b i c h i n o n u ( 1 1 , 6 m g / g b i o m a s y ) b y l a pozorována 
n a glycerolovém médiu s přídavkem hydrolyzátu. Největší p r o d u k c e e r g o s t e r o l u ( 8 , 4 m g / g b i 
o m a s y ) b y l a k m e n e m produkována n a médiu s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 1 0 : 9 0 
s přídavkem péřového hydrolyzátu. 
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Graf 26: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselin v biomase 
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Z G r a f u 2 6 p l y n e , že p r o d u k c e M T J F A n a všech t y p e c h médií b y l a téměř stejná. Zastoupení 
P U F A v y k a z o v a l a nižší h o d n o t y u kultivací n a glycerolových mediích a t o j a k s přídavkem, t a k 
i b e z přídavku péřového hydrolyzátu. Zastoupení S F A n a o p a k b y l o nejmenší n a médiích k o m 
binující t u k s g l y c e r o l e m či p o u z e n a tukových mediích. 

• Procentuální zastoupení lipidů v b i o m a s e • B i o m a s a [ g / l ] 

Graf 27: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 

Z G r a f u 2 7 můžeme p o s o u d i t , že celkové l i p i d y b y l y b i o m a s o u kumulovány v e větších množ
stvích n a médiích b e z přídavku péřového hydrolyzátu. N a médiích s přídavkem péřového h y d 
rolyzátu můžeme vidět klesající t r e n d o b s a h u lipidů s klesající koncentrací kuřecího t u k u . N e j -
větší zastoupení celkových lipidů ( 3 1 , 1 % ) b y l o n a médiu s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v p o 
měru 1 0 : 9 0 b e z přídavku hydrolyzátu. N a glycerolových médiích s přídavkem i b e z přídavku 
hydrolyzátu b y l o zastoupení celkových lipidů menší než n a ostatních médiích. 

5.1.2.3 Produkční vlastnosti kmene Cystofilobasidium macerans 
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Graf 28: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na typu média 
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N a G r a f u 2 8 můžeme vidět stoupající p r o d u k c i b i o m a s y s klesající k o n c e n t r a c i kuřecího t u k u 
n a médiích s přídavkem i b e z přídavku péřového hydrolyzátu. P r o d u k c e u b i c h i n o n u n a všech 
t y p e c h médií b y l a téměř stejné, a l e n e j větší p r o d u k c i u b i c h i n o n u ( 9 , 9 m g / g b i o m a s y ) měl daný 
k m e n n a glycerolovém médiu s přídavkem hydrolyzátu. C o se týče celkových karotenoidů, t a k 
l z e p o z o r o v a t , že j e j i c h p r o d u k c e b y l a větší n a médiích b e z přídavku péřového hydrolyzátu. 
Nevetší p r o d u k c e b i o m a s y ( 2 1 , 3 g / l ) b y l a n a glycerolovém médiu b e z hydrolyzátu. 

• • • • • • • • • • 
G L Y T U K 0 , 1 G L Y 0 , 2 5 G L Y G L Y + P G L Y ( P ) T U K + P 0 , 1 G L Y + P 0 , 2 5 G L Y + P G L Y + P 

S F A M U F A P U F A 

Graf 29: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselín v biomase 

Z G r a f u 2 9 můžeme p o s o u d i t , že největší k o n c e n t r a c e P U F A v y k a z o v a l daný k m e n n a všech 
t y p e c h médií kombinující g l y c e r o l s t u k e m či n a médiích s čistým t u k e m . N a o p a k nejmenší n a 
glycerolových médiích. Největší p r o d u k c e M U F A b y l a n a glycerolových médiích s přídavkem 
i b e z přídavku péřového hydrolyzátu. N a médiích s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m b y l o z a s t o u 
pení M U F A téměř stejné. Největší zastoupení M U F A ( 5 8 % ) b y l o n a glycerolovém médiu b e z 
přídavku péřového hydrolyzátu. Největší zastoupení S F A ( 4 5 , 5 % ) v y k a z o v a l daný k m e n n a 
glycerolovém médiu s přídavkem péřového hydrolyzátu. 

9 0 % 

8 0 % 

7 0 % 

6 0 % 

5 0 % 

4 0 % 

3 0 % -

2 0 % 

1 0 % 

0 % -



Z G r a f u 3 0 p l y n e že, n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu b y l o zastoupení celkových 
lipidů v b i o m a s e větší než n a médiích b e z hydrolyzátu. Největší zastoupení celkových lipidů 
( 2 6 , 5 % ) v y k a z o v a l daný k m e n n a médiu s kuřecím t u k e m a přídavkem péřového hydrolyzátu. 
N a o p a k nejmenší zastoupení lipidů ( 1 3 , 4 % ) měl daný k m e n n a glycerolovém médiu b e z pří
d a v k u péřového hydrolyzátu. 

5 . 1 . 2 . 4 Produkční vlastnosti kmene Rhodotorula mucilaginosa ( C C Y 1 9 - 4 - 2 5 ) 

Rhodotorula mucilaginosa (CCY 19-4-25) 
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Graf 31: Grafické znázornění produkce vybraných metabolítů v závislosti na typu média 

N a G r a f u 3 1 můžeme vidět, že daný k m e n p r o d u k o v a l m n o h e m více b i o m a s y n a médiích s pří
d a v k e m péřového hydrolyzátu než n a médiích b e z něho. P r o d u k c e celkových karotenoidů b y l a 
m n o h e m větší n a médiích s přídavkem hydrolyzátu. Narozdíl o d předchozích kmenů, p r o d u k o 
v a l daný k m e n značné množství l y k o p e n u . vyšších produkcí l y k o p e n u b y l o dosaženo n a médi
ích s přídavkem péřového hydrolyzátu. P r o d u k c e u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u b y l a také větší n a 
médiích s přídavkem hydrolyzátu. Největší p r o d u k c e b i o m a s y ( 2 8 , 3 g / l ) dosáhl daný k m e n n a 
médiu s kuřecím t u k e m s přídavkem hydrolyzátu a n a médiu s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m 
v poměru 2 5 : 7 5 s hydrolyzátem. 
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Graf 32: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselin v biomase 

Z G r a f u 3 2 p l y n e , že zastoupení M U F A b y l o větší u kultivací n a médiích b e z přídavku péřo
vého hydrolyzátu, k d e b y l o zároveň pozorováno menší zastoupení S F A . Můžeme také vidět, že 
s klesající koncentrací kuřecího t u k u k l e s a l o zastoupení M U F A n a médiích s přídavkem péřo
vého hydrolyzátu. Největší zastoupení P U F A ( 2 8 , 3 % ) v y k a z o v a l daný k m e n n a médiu s kuře
cím t u k e m a péřovým hydrolyzátem. Největší zastoupení S F A ( 5 6 % ) b y l o n a médiu s g l y c e -
r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 2 5 : 7 5 a s přídavkem péřového hydrolyzátu. 

• Procentuální zastoupení lipidů v b i o m a s e • B i o m a s a [ g / l ] 

Graf 33: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 

N a G r a f u 3 3 můžeme vidět klesající zastoupení celkových lipidů se stoupající k o n c e n t r a c i g l y -
c e r o l u n a médiích b e z přídavku péřového hydrolyzátu. Celkové zastoupení lipidů b y l o větší n a 
médiích s přídavkem hydrolyzátu. Největší h o d n o t u ( 3 8 , 8 % ) v y k a z o v a l daný k m e n n a médiu 
s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 1 0 : 9 0 a s péřovým hydrolyzátem. Nejmenší zastoupení 
lipidů b y l o zjištěno n a glycerolových médiích s přídavkem i b e z přídavku hydrolyzátu. 
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2.5 Produkční vlastnosti kmene Sporidiobolus metaroseus 

Sporidiobolus metaroseus 
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Graf 34: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na typu média 

Z G r a f u 3 4 p l y n e , že větší p r o d u k c i b i o m a s y daný k m e n v y k a z o v a l n a médiích s přídavkem 
péřového hydrolyzátu. Také můžeme vidět stoupající p r o d u k c i b i o m a s y s klesající koncentrací 
kuřecího t u k u n a médiích s přídavkem hydrolyzátu. Největší p r o d u k c e b i o m a s y ( 1 5 , 7 g / l ) b y l a 
n a médiu s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 2 5 : 7 5 a s péřovým hydrolyzátem. P r o d u k c e 
u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u b y l a větší n a médiích s péřovým hydrolyzátem. Celkové k a r o t e n o i d y 
daný k m e n p r o d u k o v a l více n a médiích s péřovým hydrolyzátem než n a médiích b e z něho. 

1 1 
G L Y T U K 0 , 1 G L Y 0 , 2 5 G L Y G L Y + P G L Y ( P ) T U K + P 0 , 1 G L Y + P 0 , 2 5 G L Y + P G L Y + P 

S F A M U F A P U F A 

Graf 35: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselin v biomase 

V G r a f u 3 5 můžeme vidět, že n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu b y l a p r o d u k c e 
P U F A větší než n a médiích b e z hydrolyzátu, zároveň b y l o pozorováno menší zastoupení S F A 
n a médiích s přídavkem hydrolyzátu. Největší zastoupení P U F A ( 4 1 , 7 % ) b y l o zaznamenáno 
n a glycerolovém médiu s přídavkem hydrolyzátu. Nevetší zastoupení S F A ( 6 7 , 5 % ) v y k a z o v a l 
daný k m e n n a glycerolovém médiu b e z přídavku péřového hydrolyzátu. 
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• Procentuální zastoupení lipidů v b i o m a s e • B i o m a s a [ g / l ] 

Graf 36: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 

Z G r a f u 3 6 můžeme p o s o u d i t , že zastoupení celkových lipidů b y l o větší n a médiích s přídav
k e m péřového hydrolyzátu. Také můžeme vidět, že zastoupení celkových lipidů k l e s a l o s k l e 
sající k o n c e n t r a c i kuřecího t u k u n a médiích s přídavkem hydrolyzátu. N e j větší zastoupení c e l 
kových lipidů b y l o zjištěno n a médiu s kuřecím t u k e m a péřovým hydrolyzátem. N a o p a k n e j -
menší zastoupení lipidů v y k a z o v a l daný k m e n n a glycerolových médiích s přídavkem i b e z 
přídavku hydrolyzátu. 

5.1.2.6 Produkční vlastnosti kmene Sporidiobolus pararoseus 

Sporidiobolus pararoseus 
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Graf 37: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na typu média 
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Z G r a f u 3 7 p l y n e , že p r o d u k c e b i o m a s y b y l a větší n a médiích s přídavkem péřového h y d r o l y -
zátu než n a médiích b e z hydrolyzátu. N e j větší p r o d u k c i b i o m a s y ( 3 0 , 1 g / l ) v y k a z o v a l daný 
k m e n n a médiu s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 1 0 : 9 0 a s péřovým hydrolyzátem. N a 
o p a k n e j menší narůst b i o m a s y můžeme vidět n a glycerolových médiích b e z přídavku péřového 
hydrolyzátu. Největší p r o d u k c e e r g o s t e r o l u b y l a n a glycerolových médiích b e z přídavku h y d 
rolyzátu. P r o d u k c e u b i c h i n o n u b y l a větší n a médiích s péřovým hydrolyzátem. Celkové k a r o 
t e n o i d y také b y l y produkovaný v e větší míře n a médiích s hydrolyzátem. U médií b e z přídavku 
péřového hydrolyzátu můžeme p o z o r o v a t t r e n d klesající p r o d u k c e b i o m a s y s klesající k o n c e n 
trací kuřecího t u k u . 

G L Y T U K 0 , 1 G L Y 0 , 2 5 G L Y G L Y + P G L Y ( P ) T U K + P 0 , 1 G L Y + P 0 , 2 5 G L Y + P G L Y + P 

• P U F A M U F A • S F A 

Graf 38: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselin v biomase 

N a G r a f u 3 8 můžeme p o z o r o v a t , že zastoupení P U F A b y l o větší n a médiích s g l y c e r o l e m a 
kuřecím t u k e m b e z péřového hydrolyzátu. Největší p r o d u k c e P U F A ( 4 1 % ) v y k a z o v a l daný 
k m e n n a glycerolovém médiu b e z přídavku hydrolyzátu. N a o p a k n e j menší zastoupení P U F A 
b y l o n a glycerolovém médiu s přídavkem péřového hydrolyzátu. P r o d u k c e M U F A n a všech 
t y p e c h médií b y l o téměř stejné až n a glycerolové médium s přídavkem péřového hydrolyzátu a 
n a médium s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 2 5 : 7 5 a péřovým hydrolyzátem. Největší 
zastoupení S F A ( 4 7 , 4 % ) v y k a z o v a l daný k m e n n a glycerolovém médiu s hydrolyzátem. 
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Graf 39: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 

Z G r a f u 3 9 p l y n e , že zastoupení celkových lipidů n a médiích s i b e z péřového hydrolyzátu j e 
téměř stejné. N e j menší p r o d u k c e celkových lipidů b y l y n a glycerolových médiích b e z přídavku 
péřového hydrolyzátu. U médií s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m b e z přídavku i s přídavkem h y d 
rolyzátu můžeme p o z o r o v a t klesající t r e n d celkového zastoupení lipidů v b i o m a s e s klesající 
k o n c e n t r a c i kuřecího t u k u . N e j větší zastoupení celkových lipidů ( 3 5 , 1 % ) b y l o n a médiu s k u 
řecím t u k e m b e z péřového hydrolyzátu. 

5 . 1 . 2 . 7 Produkční vlastnosti kmene Rhodotorula mucilaginosa ( C C Y 2 0 - 9 - 7) 
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Graf 40: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na typu média 

Z G r a f u 4 0 p l y n e , že p r o d u k c e b i o m a s y b y l a větší n a médiích s přídavkem péřového h y d r o l y 
zátu než n a médiích b e z něho. N e j větší p r o d u k c e b i o m a s y ( 2 6 , 1 ) b y l a n a médiu s kuřecím t u 
k e m a přídavkem péřového hydrolyzátu. P r o d u k c e u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u b y l a také větší n a 
médiích s hydrolyzátem. P r o d u k c e celkových karotenoidů n a o p a k b y l a větší n a médiích b e z 
péřového hydrolyzátu. U médií b e z přídavku péřového hydrolyzátu můžeme p o z o r o v a t p r o 
d u k c i t o r u l e n u . 
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Graf 41: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselin v biomase 

N a G r a f u 4 1 můžeme vidět, že p r o d u k c e P U F A b y l a větší n a médiích b e z přídavku péřového 
hydrolyzátu. N e j větší zastoupení P U F A ( 3 0 , 1 % ) v y k a z o v a l daný k m e n n a médiu s g l y c e r o l e m 
a kuřecím t u k e m v poměru 2 5 : 7 5 b e z péřového hydrolyzátu. C o se týče M U F A , t a k můžeme 
p o z o r o v a t klesající t r e n d s klesající koncentrací kuřecího t u k u n a médiích s přídavkem h y d r o 
lyzátu. Největší zastoupení M U F A ( 6 6 , 2 % a 6 4 , 7 % ) b y l y n a glycerolových médiích b e z a 
s péřovým hydrolyzátem. Procentuální zastoupení S F A b y l o větší n a médiích s přídavkem pé
řového hydrolyzátu (největší h o d n o t a 5 4 , 3 % n a médiu g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m v poměru 
2 5 : 7 5 ) . 

• Procentuální zastoupení lipidů v b i o m a s e • B i o m a s a [ g / l ] 

Graf 42: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase 

5 7 



Z G r a f u 4 2 p l y n e , že zastoupení celkových lipidů j e větší u médií s přídavkem péřového h y d -
rolyzátu. Také z d e můžeme p o z o r o v a t stoupající t r e n d celkových lipidů s klesající koncentrací 
kuřecího t u k u v médiích s hydrolyzátem. Nejmenší zastoupení celkových lipidů b y l o n a g l y c e 
r o l ových médiích b e z přídavku i s přídavkem péřového hydrolyzátu. Nejmenší h o d n o t u ( 6 , 8 % ) 
v y k a z o v a l daný k m e n n a glycerolovém médiu s přídavkem hydrolyzátu. N a o p a k největší h o d 
n o t a zastoupení celkových karotenoidů ( 3 4 , 6 % ) b y l a n a médiu s g l y c e r o l e m a kuřecím t u k e m 
v poměru 2 5 : 7 5 a s péřovým hydrolyzátem. 

5.2 Stanoveni produkčních vlastností biomasy u fermentorové kultivace kmene 
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Graf 43: Grafické znázornění produkce vybraných metabolitů v závislosti na čase 

Z G r a f u 4 3 p l y n e , že výrazná změna v p r o d u k c i b i o m a s y , u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u n a s t a l a m e z i 
5 . a 2 2 . h o d i n o u . N e j vyšší h o d n o t a ( 3 4 , 9 2 g / l ) p r o d u k c e b i o m a s y b y l a zaznamenána v e 1 4 4 . h o 
dině k u l t i v a c e . Můžeme vidět, že v průběhu k u l t i v a c e se téměř neměnily p r o d u k c e celkových 
karotenoidů. Nejvyšší p r o d u k c e e r g o s t e r o l u b y l a pozorována m e z i 2 2 . a 2 8 . h o d i n o u k u l t i v a c e . 
N e j vyšší h o d n o t a ( 8 , 3 m g / g b i o m a s y ) b y l a zaznamenána v e 2 8 . hodině k u l t i v a c e . Největší p r o 
d u k c e u b i c h i n o n u ( 1 2 , 1 m g / g b i o m a s y ) b y l a pozorována v e 1 4 4 . hodině k u l t i v a c e . 
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Graf 44: Grafické znázornění procentuálního zastoupení mastných kyselin v biomase v závislostí na case 

Z G r a f u 4 4 můžeme p o s o u d i t , že o d 2 2 . h o d i n y k u l t i v a c e se téměř neměnilo procentuální z a 
stoupení mastných k y s e l i n v b i o m a s e . 

O h 3 h 5 h 2 2 h 2 4 h 2 8 h 4 4 h 4 8 h 5 5 h 7 2 h 9 6 h 1 4 4 h 

• Procentuální zastoupení lipidů v b i o m a s e B i o m a s a [ g / l ] 

Graf 45: Grafické znázornění procentuálního zastoupení lipidů v biomase v závislostí na čase 

Z G r a f u 4 5 p l y n e , že procentuální zastoupení celkových lipidů se zvyšovalo s časem a se s t o u 
pající produkcí b i o m a s y . Výrazná změna v k u m u l a c i lipidů n a s t a l a m e z i 5 . a 2 2 . h o d i n o u k u l 
t i v a c e . Největší zastoupení lipidů ( 4 0 , 8 % ) v y k a z o v a l daný k m e n v e 7 2 . hodině k u l t i v a c e . P o 
7 2 . hodině k u l t i v a c e začalo procentuální zastoupení celkových lipidů v b i o m a s e k l e s a t . 
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6 ZÁVĚR 

Cílem této práce b y l o provedení kultivací vybraných kmenů k v a s i n e k v laboratorních podmín
kách se zaměřením n a využití odpadních substrátů. V rámci experimentů b y l o dokázáno, že 
vybrané potravinářské odpadní substráty j s o u vhodné p r o k u l t i v a c i vybraných kmenů k v a s i n e k . 
E x p e r i m e n t y se prováděly n a následujících k m e n e c h : Rhodotorula kratochvilovae ( C C Y 2 0 - 2 -
2 6 ) , Rhodosporidium toruloides ( C C Y 6 2 - 2 - 4 ) , Cystofilobasidium macerans ( C C Y 1 0 - 1 - 2 ) , 
Sporidiobolus pararoseus ( C C Y 1 9 - 9 - 6 ) , Rhodotorula mucilaginosa ( C C Y 2 0 - 9 - 7 ) , Rhodoto
rula mucilaginosa ( C C Y 1 9 - 4 - 2 5 ) , Sporidiobolus metaroseus ( C C Y 1 9 - 6 - 2 0 ) . K u l t i v a c e p r o 
bíhaly n a médiích s o b s a h e m odpadního kuřecího t u k u , g l y c e r o l u a bazického péřového h y d r o -
lyzátu. 

Při k u l t i v a c i n a C / N poměru 2 5 u k m e n e Rhodotorula kratochvilovae ( C C Y 2 0 - 2 - 2 6 ) b y l y p o 
zorované lepší výsledky n a médiích s použitím péřového hydrolyzátu a t o j s o u : p r o d u k c e b i o -
m a s y , u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u . Zastoupení celkových lipidů a j ednotlivých druhů mastných 
k y s e l i n b y l o vetší při použití péřového hydrolyzátu j a k o z d r o j e dusíku. B y l o zjištěno, že p r o 
d u k c e lipidů daným k m e n e m přímo závisí n a k o n c e n t r a c i použitého kuřecího t u k u . Při k u l t i v a c i 
n a C / N poměru 5 0 b y l a p r o d u k c e b i o m a s y vetší n a médiích b e z přídavku hydrolyzátu. A l e 
p r o d u k c e u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u b y l a výrazně vetší n a médiích s péřovým hydrolyzátem. 

U k m e n e Rhodosporidium toruloides ( C C Y 6 2 - 2 - 4 ) při použití C / N poměru 2 5 b y l a p r o d u k c e 
b i o m a s y vetší n a médiích b e z přídavku hydrolyzátu. Také b y l o zjištěno, že p r o d u k c e b i o m a s y 
přímo závisí n a k o n c e n t r a c i kuřecího t u k u n a médiích b e z hydrolyzátu a obráceně n a médiích 
s hydrolyzátem. P r o d u k c e celkových lipidů a jednotlivých druhů mastných k y s e l i n b y l a téměř 
stejná n a o b o u t y p e c h médií, vetší a l e b y l a při k u l t i v a c i n a C / N poměru 5 0 . Nápodobně b y l a 
pozorovaná obrácená závislost p r o d u k c e b i o m a s y daného k m e n e n a k o n c e n t r a c i kuřecího t u k u 
při k u l t i v a c i n a C / N poměru 5 0 . U b i c h i n o n a e r g o s t e r o l daný k m e n p r o d u k o v a l v e větších 
množstvích n a médiích s péřovým hydrolyzátem a větším C / N poměrem. 

K m e n Cystofilobasidium macerans ( C C Y 1 0 - 1 - 2 ) v y k a z o v a l lepší výsledky při k u l t i v a c i n a 
C / N poměru 2 5 . P r o d u k c e b i o m a s y s t o u p a l a s klesající koncentrací kuřecího t u k u , a t o n a o b o u 
t y p e c h médií, větší a l e b y l a n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu. P r o d u k c e 
u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u b y l a výrazně vetší n a médiích s přídavkem hydrolyzátu. P r o d u k c e 
celkových karotenoidů b y l a vyšší n a médiích b e z hydrolyzátu. 

U k m e n e Rhodotorula mucilaginosa ( C C Y 1 9 - 4 - 2 5 ) b y l y zaznamenány lepší výsledky p r o 
d u k c e b i o m a s y n a C / N poměru 5 0 a t o n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu. A l e p r o 
d u k c e jednotlivých druhů mastných k y s e l i n a celkových lipidů b y l a lepší n a C / N poměru 2 5 u 
o b o u typů médií. Daný k m e n j a k o jediný p r o d u k o v a l l y k o p e n n a o b o u C / N poměrech a n a všech 
t y p e c h médií. P r o d u k c e celkových karotenoidů b y l a větší n a médiích b e z hydrolyzátu při k u l 
t i v a c i n a C / N poměru 2 5 a n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu při k u l t i v a c i n a C / N 
poměru 5 0 . P r o d u k c e u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u b y l a větší u médií b e z hydrolyzátu n a C / N p o 
měru 2 5 a u médií s přídavkem hydrolyzátu n a C / N poměru 5 0 . 
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K m e n Sporidiobolus metařoseus ( C C Y 1 9 - 6 - 2 0 ) v y k a z o v a l lepší p r o d u k c i b i o m a s y a 
u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u při k u l t i v a c i n a C / N poměru 5 0 . P r o d u k c e celkových lipidů a j e d n o t 
livých druhů mastných k y s e l i n b y l a lepší n a o b o u C / N poměrech u médií s přídavkem péřového 
hydrolyzátu. N a C / N poměru 2 5 s klesající koncentrací kuřecího t u k u r o s t e celkové zastoupení 
lipidů, n a o p a k n a C / N poměru 5 0 se zastoupení celkových lipidů snižuje s klesající koncentrací 
kuřecího t u k u . 

K m e n Sporidiobolus pararoseus ( C C Y 1 9 - 9 - 6 ) v y k a z o v a l lepší výsledky p r o d u k c e b i o m a s y , 
u b i c h i n o n u , e r g o s t e r o l u a p r o d u k c i celkových karotenoidů n a o b o u t y p e c h média při k u l t i v a c i 
n a C / N poměru 2 5 . P r o d u k c e jednotlivých druhů mastných k y s e l i n a celkových lipidů b y l a vetší 
n a o b o u t y p e c h média a C / N poměru 5 0 . Zároveň se zastoupení lipidů snižovalo s klesající 
koncentrací kuřecího t u k u n a o b o u t y p e c h média. N a C / N poměru 2 5 b y l a p r o d u k c e celkových 
lipidů větší n a médiích s přídavkem péřového hydrolyzátu. 

U k m e n e Rhodotorula mucilaginosa ( C C Y 2 0 - 9 - 7 ) b y l y lepší výsledky p r o d u k c e b i o m a s y , 
u b i c h i n o n u a e r g o s t e r o l u při k u l t i v a c i n a C / N poměru 2 5 a 5 0 , a l e při k u l t i v a c i n a C / N poměru 
2 5 b y l a p r o d u k c e celkových karotenoidů výrazně vetší, a t o n a médiích s přídavkem péřového 
hydrolyzátu. Procentuální zastoupení celkových lipidů a jednotlivých druhů mastných k y s e l i n 
b y l o větší n a o b o u t y p e c h média při k u l t i v a c i n a C / N poměru 5 0 . Zároveň n a médiích s přídav
k e m péřového hydrolyzátu s t o u p a l a p r o d u k c e lipidů s klesající koncentrací kuřecího t u k u . 

Největší p r o d u k c i b i o m a s y ( 3 0 , 1 g / l ) měl k m e n Sporidiobolus pararoseus ( C C Y 1 9 - 9 - 6 ) , a l e 
daný k m e n n e v y k a z o v a l dostatečné nárůsty b i o m a s y n a pevných médiích (při očkování z 
P e t r i h o m i s e k ) . P r o t o b y l p r o f e r m e n t o r o v o u k u l t i v a c i z v o l e n k m e n Rhodosporidium toruloides 
( C C Y 6 2 - 2 - 4 ) a C / N poměr 5 0 . Největší p r o d u k c i b i o m a s y ( 3 4 , 9 2 g / l ) daný k m e n v y k a z o v a l 
n a k o n c i k u l t i v a c e v e 1 4 4 . hodině, zároveň b y l a v t o m t o čase největší p r o d u k c e u b i c h i n o n u 
( 1 2 , 1 m g / g b i o m a s y ) . P r o d u k c e e r g o s t e r o l u se p o c e l o u d o b u fermentorové k u l t i v a c e téměř 
neměnila, stejně j a k o procentuální zastoupení jednotlivých druhů mastných k y s e l i n . P r o d u k c e 
celkových lipidů dosáhla svých nevětších h o d n o t ( 4 0 , 8 % ) v 7 2 . hodině k u l t i v a c e a p o t o m z a 
čala mírně k l e s a t . 

Fermentorová k u l t i v a c e b y m o h l a sloužit j a k o m o d e l p r o velkoobjemové využití těchto odpadů 
při průmyslových kultivacích karotenogenních k v a s i n e k . P r o důkladnější prozkoumání této 
p r o b l e m a t i k y b y b y l o vhodné provést další sérii experimentů v laboratorním b i o r e a k t o r u , f o r 
m o u zdokonalení a o p t i m a l i z a c e kultivací p r o p r o d u k c i b i o m a s y a metabolitů n a odpadních 
substrátech z e zpracování drůbeže. Dále b y b y l o vhodné o t e s t o v a t v e fermentorových podmín
kách více kvasinkových karotenogenních kmenů, z d a l i b y d o s a h o v a l y srovnatelných či vyšších 
výtěžků sledovaných metabolitů a b i o m a s y , než t o m u b y l o u k v a s i n k y Rhodosporidium 
toruloides. 
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8 S E Z N A M POUŽITÝCH Z K R A T E K 

F S A nasycené mastné k y s e l i n y 
G C plynová c h r o m a t o g r a f i e 
H P L C vysokoúčinná kapalinová c h r o m a t o g r a f i e 
M K mevalonát kináza 
M U F A mononenasycené mastné k y s e l i n y 
P U F A polynenasycené mastné k y s e l i n y 
U V ultrafialové záření 
C / N poměr poměr uhlíku kdusíku 
P D A d e t e k t o r diodového p o l e 
F I D plamenově ionizační d e t e k t o r 
C o A k o e n z y m A 
G L Y g l y c e r o l 
T U K kuřecí t u k 
P péřový hydrolyzát 
V I S viditelné záření 
A C P A c y l C a r r i e r P r o t e i n 
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