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ABSTRAKT

»Semi-solid fermentation™ je Coraz viac vyuzivanou technikou k produkcii vyznamnych
metabolitov, ¢i obohatenej biomasy za nizkych financnych nakladov, nizkej spotreby
kultivacnej vody a zaroven s malou zatazou na zivotné prostredie. Problémom tejto techniky
ale moZze byt’ vol'ba vhodného mikroorganizmu, ktory je schopny rast’ a produkovat’ pri nizke;j
aktivite vody.

Predlozena praca je ponata ako pilotna Studia troch kvasinkovych kmenov Rhodotorula
glutinis, Cystofilobasidium capitatum a Sporobomomyces roseus kultivovanych technikou
,»semi-solid state fermentation (semi-SSF). Kvasinky boli kultivované v séridch produkénych
médii s postupnym znizovanim obsahu kultivacnej vody. Ako uhlikaty zdroj sacharidov boli
pouzité cestoviny a hydrolyzované cestoviny, v kontrolnych médiach glukoza.

Vsetky Studované kmene boli schopné rast’ a produkovat’ sledované lipidické metabolity 1
pri nizkych obsahoch vody. Produkcie karotenoidov a sterolovych latok boli vySSie prave
v médiach s nizkou aktivitou vody. Bunky sa tak pravdepodobne chranili pred vicSim
osmotickym tlakom. Ako najleps$i producent karotenoidov i biomasy sa ukdzal kmen
Cystofilobasidium capitatum, kultivovany na médiu s hydrolyzovanymi cestovinami
a obsahom vody 40%.

Semi-SSF sa javi ako dobra technika pre selekciu kmenov s nadprodukénymi
vlastnostami. Vyberom vhodného produkéného média akoncentracie vody sa da
optimalizovat’ stimulédcia produkcie sledovanych metabolitov v kvasinkovych bunkéch.

Krlacdové slova: karotenoidy, Rhodotorula glitinis, Cystofilobasidium capitatum,
Sporobomomycesroseus, solid-state fermentation, fyziologicky stres

SUMMARY

Semi-solid fermentation is an eco - friendly technique more and more used for production
of significant metabolites or enriched biomass at low entrance cost and low comsumption of
water. The problem of this technique might be the right choice of microorganism able to grow
and produce at low water activity.

This work is a pilot study of three red yeast strains — Rhodotorula glutinis,
Cystofilobasidium capitatum and Sporobomomyces roseus cultivated by semi-solid state
fermentation (semi-SSF). Yeasts were cultivated in series of production media with gradual
reduction of cultivation water content.

Pasta and hydrolyzed pasta were used as source of sacharides, glucose served as the carbon
source in control media. All studied strains we able to grow and produce observed lipidic
metabolites also at low water contents. Production of carotenoids and sterols was higher in
semi-solid media.

Cystofilobasidium capitatum strain was identified as the best producer of carotenoids and
biomass. This strain was cultivated on hydrolyzed pasta

media with 40% water content. Semi-SSF seems to be an adequate technique for selection
of strains having over-productive properties. Observed metabolites production in yeast cells
can be optimized by choosing the appropriate production media and water activity.

Keywords: carotenoids,  Rhodotorula  glitinis, Cystofilobasidium  capitatum,
Sporobomomycesroseus, solid-state fermentation, physiological stress
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1 UVOD

Karotenoidy tvoria vyznamnu skupinu prirodnych pigmentov s délezitymi biologickymi
vlastnostami. Vol'ne sa vyskytuji u vacsiny rastlin ako sucast’ fotosyntetického aparatu. Ich
pritomnost’ bola dokdzana aj u niektorych druhov kvasiniek. Ich pritomnost’ je zretelna aj
Vv ovoci a zelenine a najcastejSie je signalizovana ZItym, oranzovym, az ¢ervenym zafarbenim.
Tam su sucastou bunkove] membrany a plnia tu fotoprotekéni funkciu. Karotenoidy sa
vyskytuji aj Vv Iudskom organizme, kde plnia funkciu biologickych antioxidantov
a ovplyviiuji imunitny systém. S zdrojom provitaminu A, dblezité pre dobry zrak, ako
prevencia proti kardiovaskuldrnym ochoreniam a znizuju riziko vzniku rakoviny. Pre ich
Siroké uplatnenie sa vyuzivaji vo farmaceutickom, potravinarskom a pol'nohospodarskom
priemysle.

Hlavny vyznam karotenoidov ako vel'mi ucinnych antioxidantov vychadza z ich Struktury,

ktord podmiefiuje ich schopnost reagovat’ s kyslikom. To znamend, Ze moézu vracat
excitované molekuly kyslika do ich zakladného energetického stavu.

V sucasnej dobe je ziskavanie karotenoidov extrakciou z rastlinnych materidlov naro¢na
a drahd zélezitost. Preto je dovod skiimat nové moznosti mikrobiologickej produkcie
karotenoidov na roznych odpadnych substratoch.

V stidasnosti sa vi¢§ina fermentacii robi submerznym spdsobom. Dalou variantou je
menej vyuzivany druh fermentacie — tzv. ,,solid-state fermentation®. Tento druh kultivacie je
znamy uz dlho, ale od vyndlezu penicilinu sa rozvoj kultivécii ststredil na submerznti metdodu.
Vv dnesnej dobe sa opit’ objavuju vyhody SSF aje zaujem o jej rozvoj. Pomocou SSF je
mozné produkovat’ enzymy, antibiotikd arozne d’alSie sekunddrne metabolity sltiziace ako
biologicky aktivne latky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kuvasinky

Kvasinky st heterotrofné eukaryotné mikroorganizmy, radiace sa do riSe hub (fungi).
Nazov dostali pre fermentacnti schopnost’ vac¢Siny druhov skvasovat’ mososacharidy, niektoré
disacharidy, pripadne aj trisacharidy na ethanol a oxid uhli¢ity. Tvar buniek kvasiniek suvisi
so spdsobom vegetativneho rozmnozovania, vlastnou funkciou bunky a meni sa aj v zavislosti
na vonkajSich podmienkach. Kvasinky maji najcastejsSie elipsoidny, popripade vajcovity az
gulovity tvar [1, 2, 3].

2.1.1 Cytologia kvasiniek

Zakladnymi Castami vegetativnej kvasinkovej bunky st bunkova stena, cytoplazmaticka
membrana, cytoplazma, ktord obsahuje radu d’alSich membranovych Struktir, a jadro, ktoré je
od cytoplazmy oddelena dvojitou jadrovou membranou. Bic¢ik, ako pohybovy organ, sa
u kvasiniek nevyskytuje. Niektoré druhy kvasiniek tvoria spdry, ktoré v§ak maju fyziologické
vlastnosti odlisné od vlastnosti endospor u baktérii [1, 3].

Na povrchu bunky sa nachadza silna a pevna bunkova stena. Jej tlohou je chranit’ bunku
pred mechanickymi vplyvmi a osmotickym Sokom a zaroven ddva bunke tvar. Jej hlavnou
zloZkou st polysacharidy (80 %), prevazne glukany. Maja Struktiru vldken tvoriacich husti
pevnu splet’. Ostatnymi zlozkami su bielkoviny, lipidy a fosfolipidy a d’alej fosfore¢nany,
viazané esterovymi vizbami na polysacharidové zvysky. Tieto fosfatové zvysky spolu so
skupinami —COOH na bielkovinach udavaji bunkam kvasiniek negativny naboj. Tento naboj
ovplyviiuje adsorpciu latok z prostredia [1, 3].

Cytoplazmatickd membrana (Casto nazyvana plazmalema) je pomerne tenka. Je zloZena
z lipidov a proteinov, volne priepustna len pre malé molekuly bez naboja atvori teda
osmotické rozhranie medzi bunkou a vonkaj$im prostredim. v nej sa nachadzaji transportné
mechanizmy zabezpec€ujicich prijem urcitych latok bunkou a transport latok z bunky do
prostredia. Na rozdiel od baktérii sa v cytoplazmatickd membrana neobsahuje dychacie
enzymy a systém oxidacnej fosforilacie. Bunka ohranicend len cytoplazmatickou membranou
bez bunkovej steny ¢i puzdra sa nazyva protoplast [1].

Cytoplazma sa umladych buniek javi ako priehl'adnd homogénna hmota, u starSich
buniek sa objavuji zrnieCka ajemnd alebo vidcSia vakuolizdcia. vnej sa nachadza
endoplazmatické retikulum, viditelné pod -elektronovym mikroskopom ako systém
dvojitych membran. Obsahuje rozne enzymy arezervné latky. Medzi dalSie tUtvary
nachadzajuce sa v cytoplazme patria mitochondrie. Si zloZzené hlavne z bielkovin, lipidov
a fosfolipidov. Maju rozmanity tvar (gul'ovity, valcovity az vlaknity, alebo lalo¢naty), ktory sa
1i$i aj vramci jednej bunky. St obklopené dvomi membranami. VonkajSia ma bradavcity
povrch a vnutorna tvori hlboké vychlipeniny smerom dnu (kristy). Mitochondrie su sidlom
dychacich enzymov a systému oxidacnej fosforylacie [1].

Medzi najnapadnejSie organy v cytoplazme patri vakuola. Je to vd¢Sinou gul'ovity Utvar
obklopeny jednoduchou membranou. Vnutri st uloZené hydrolytické enzymy, ako proteinazy,
ribonukledzy a esterazy a teda dochddza tu k rozpadu tych Struktar bunky, ktoré sa neustéle
obnovuju a maju kratky pol€as rozpadu (mRNA, enzymy a pod.). Okrem toho obsahuju
fosfatazy, velkl zasobu draselnych i6nov, aminokyselin a purinov, takze st rezervoarom tych
latok, ktoré sa prave nezucastiiujii metabolizmu [1].



Dal§im membranovym ttvarom v cytoplazme kvasiniek je Golgyho aparat, ktory ma tvar
jedného alebo viacerych plochych mechurikov alebo cisterien ulozenych tesne vedl'a seba.
Ulohou tohto aparatu je transport prekurzorov bunkovej steny z cytoplazmy cez
cytoplazmaticki membranu [1].

Jadro je umiestnené priblizne v strede bunky. U kvasiniek ho od cytoplazmy ho oddel'uje
dvojita jadrovd membrana s velkymi pormi. v haploidnom jadre kvasiniek bolo zistenych 16
chromozémov, u diploidnych buniek je tento pocet potom dvojnasobny. v jadre sa dalej
nachadza jadierko srbkovitého tvaru (uloZené tesne pod jadrovou membranou), poélové
teliesko vretienka diskovitého tvaru s vystupujicimi vldknami mikrotubtl. Mikrotubuly
s vetienkovitym telieskom hraja déleziti rolu behom rozmnoZzovania buniek [1].

1- bunkova stena

2- jazva zrodu

3- cytoplazmatickd membrana
4- jadro

5- jaderna membrana

6- vakuola

7- endoplazmatické retikulum
8- mitochondria

9- glykogén

10- volutin

11- lipidy

12- Golgiho aparat

Obrazok 1: Prierez bunky kvasinky [1]

2.1.2 RozmnoZovanie

Kvasinky sa mézu rozmnozovat’ vegetativne a pohlavne. Pri vegetativnom rozmnoZovani
sa vdcSina rodov kvasiniek rozmnozuje pu¢anim. Pred samotnym pucanim ddjde k splynutiu
membran endoplazmatického retikula a jeho ndslednému deleniu, zndsobeniu poctu vakuol,
pociatku tvorby pupenu a zmene tvaru mitochondrii na dlhy pretiahnuty tvar. Po zaciatku
tvorby pupenu sa do neho presuvaji novo vzniknuté drobné vakuoly a mitochondrie. Sucasne
zacne prebiehat mitotické delenie jadra ajeho presun k pupenu. Spolu sjadrom do
vytvorené¢ho pupenu migruju aj dalSie zlozky cytoplazmy. Po migracii vSetkych organel
cytoplazmatickd membrana uzatvori kanalik medzi materskou a dcérskou bunkou. v pupene
sa intenzivne syntetizuje arozSiruje endoplazmatické retikulum. Pucanie je ukoncené po
vytvoreni bunkovej steny, naraste vel'kosti pupenu a spojeni malych vakuol v jednu velku.
Cely cyklus bunecného delenia od vzniku malého pupenu az po oddelenie bunky trva
u kvasiniek za optimalnych podmienok priblizne dve hodiny.

U niektorych rodov alebo kmenov kvasiniek dochadza k tvorbe buniek pretiahnutého
tvaru, ktoré pucia len na poloch aaj po niekolkondsobnom deleni ostavaju spojené. Tak
dochadza k tvorbe dlhych zaskrcovanych vlaken, tzv. pseudomycéliu. v uréitych miestach
pseudomycelia vznikaju zvézky kratSich elipsoidnych buniek blastospdr. U niektorych rodov



sa vytvara tzv. pravé mycélium, to je vldkno vznikajice priecnym delenim pretiahnutych
buniek. Rozmnozovanie delenim, avsak bez tvorby mycélia, sa vyskytuje u rodu
Schizosaccharomyces.

1- jadro

2- mitochondria

3- vakuola

4- endoplazmatické retikulum
5- polové teliesko vretienka
6- mikrotubuly

7- vretienko

Obrazok 2: Schéma pucania kvasiniek [1]

Mimo vegetativneho rozmnozovania je u mnohych druhov kvasiniek zndma schopnost’
pohlavného rozmnozovania. Vysledkom pohlavného rozmnozZovania su pohlavné spory.
Vicsina kvasiniek tvori ako pohlavné spory askospoéry, ¢o su endospory, umiestnené vo vacku
alebo asku. Tieto kvasinky sa preto radia medzi Ascomycotina. Iné rody kvasiniek tvoria
spory, ktoré si umiestnené na vonkajSej strane sporotvornych buniek. Takéto spoéry sa
nazyvaju expospory a tieto rody kvasiniek radime medzi Basidiomycotina.

Pri pohlavhom rozmnoZovani dochddza ku konjugécii dvoch haploidnych buniek
(kopulacii) a karyogamiou (spdjaniu jadier) za vzniku diploidného jadra. Diploidné jadro sa
d’alej deli meidzou, tj. redukénym delenim, na $tyri haploidné jadra, ktoré su potom zédkladom
pohlavnych spor alebo sa delia d’alSou mitézou a az potom vznikaji spory (sporulécia).V
zivotnom cykle bunky kvasinky sa tak pravidelne strieda haploidna a diploidna faza bunky
[1].
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Obrazok 3: Striedanie haploidnej a diploidnej faze rastu u kvasiniek [1]

2.2 Kvasinky v priemysle

Technologicky najvyznamnej$im rodom kvasiniek je rod Saccharomyces, i ked obsahuje
len sedem druhov. Tieto druhy st schopné skvasovat niekolko druhov cukrov, nikdy
nevyuzivaju ako zdroj uhlika laktézu a dusi¢nany ako zdroj dusika. Najvyznamnej$im z tohto
rodu je druh Saccharomyces cerevisiae, ktory sa vyuziva ako pivovarskd, liechovarnicka,
vinarska a pekarenska kvasinka. Tento rod je charakteristicky vyrovnanost'ou tvaru a velkosti
buniek a stalostou jeho technologickych vlastnosti. S. cerevisiae slizi aj ako modelovy
mikroorganizmus pre biochemické a genetické prace a je preto najStudovanejSou kvasinkou
[1].

Z d’alSich druhov priemyselne vyuzivanych kvasiniek je mozné menovat druhy Yarrovia
a Pichia (produkcia biomasy z n-alkanov), Saccharomycades (silné kvasné schopnosti),
Schizosaccharomyces (vyroba alkoholického napoja ,,pombe* a odkyslovanie vina). Pre
vyrobu kfmneho drozdia z melasy a réznych odpadovych materidlov sa pouziva najcastejSie
rod Candida. Druh Candida boidinii vyuZiva ako zdroj uhlika metanol, ktory sa ziskava
chemickou oxidaciou zemného plynu alebo bioplynu [1].

2.3 Karotenoidné kvasinky

Niektoré kvasinky si zndme schopnostou akumulovat' karotenoidné pigmenty ako
sekundarne metabolity. Rast tychto mikroorganizmov je spojeny sich produkciou
karotenoidov. Maximalna akumulécia karotenoidov bola pozorovana v stacionarnej faze ich
rastu v suvislosti so starnutim buniek. Ich produkcia je hlavnym mechanizmom ochrany proti
oxidativnemu stresu. Medzi vyznamnych producentov karotenoidov patria rody
Sporobolomyces, Rhodotorula a Cystofylobasidium [1].

2.3.1 Rod Sporobolomyces

Rod Sporobolomyces je imperfektnd forma rodu Sporidiobolus. Patria do celade
Basidiomycetes a vytvaraji asymetrické balistokonidie. Rozmnozuju sa teda vegetativne.
Niektoré druhy vytvaraji mycélium alebo pseudomycélium. Rod Sporobolomyces nemé
fermenta¢né vlastnosti ale vyznacuju sa silnou karotenogenézou [1, 2, 4].

Do tohto rodu pari druh Sporobolomyces roseus. Maji gul'até, elipsoidné az pretiahnuté
bunky o velkosti 3 az 8 x 5az 13 um. Koldénie na agare su slabo drsné, hladké a okolo nateru
sa vytvaraji sekundarne koldnie vznikajuce z odstrel'ovanych balistokonidii. Farba nateru je
ruzova, pomarancova az koralovocervena. v kvapalnom prostredi vytvara sediment a vel'mi
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hruby prstenec. Sporobolomyces roseus produkuje f—karotén, torulén a torularhodin. ZvySena
produkcia torularhodinu bola pozorovana pri vystaveni tejto kvasinky stresovym faktorom.
vyskytuje vo fytosfére a atmosfére kde je Castym zdrojom vyzivy dusikom nitrat alebo
redukované formy dusikatych zla¢enin. Casto sa vyskytuju aj ako kontaminanty réznych
potravin rastlinného materialu, vinarenskych zariadeni a pod [3, 4, 8].

Obrazok 4: Nater a kolonia rodu Sporobolomyces [7]

2.3.2 Rod Rhodotorula

Rod Rhodotorula je imperfektna forma rodu Rhodosporidium. Ma malé gul'até aZ ovalne
bunky, ktoré netvoria spory alen zriedka vytvéaraji primitivne mycélium. v kvapalnom
prostredi vytvara Rhodotorula sediment a prstenec krémovej az svetlooranzovej farby. Nater
na agare je hladky, leskly, slizovity, riedky aj cestovity a sfarbenie byva koralovocervené,
pomarancové alebo lososové. Ich farba a vzhl'ad sa Casto meni s réznym zloZenim substratu,
na ktorom su kultivované [3, 4].

Vyskyt druhov kvasiniek rodu Rhodotorula je rozsireny po celom svete. Nachadzaju sa
vo vzduchu, v pode, slanej aj sladkej vode, na povrchu rastlin ale aj vréznych organoch
zivocichov, kde sposobuje rdézne ochorenia. Tento rod je nenarocny na zivotné podmienky
a prisposobuje sa Sirokému spektru uhlikatych zluc¢enin. Na svoje rozmnoZovanie vyZzaduju
malo dusikatych latok a mozu tak rast’ aj v podach bez zdroja dusika. Ich pritomnost’ je 'ahko
dokazatel'na vd’aka ich sfarbeniu [3].

Vsetky druhy tohto rodu sa vyznacuju tym, Ze za urcitych Zivotnych podmienok vytvaraju
nadmerné mnozstvo lipidickych latok, ktoré sa hromadia Vv bunkach. Akumulacia
intracelularnych lipidov karotenogénnymi kvasinkami mdze vychadzat z réznych zdrojov
uhlika. AvSak pomer koncentracie zdrojov uhlika k dusiku ma vyznamny vplyv na thto
syntézu. Bunky vyrazne produkuju lipidy v médiach chudobnych na dusik, kde obsah lipidov
moze dosiahnut az okolo 80% bunecnej suSiny. Hlavné zastipenie mastnych kyselin
v akumulovanych lipidoch maju kyselina palmitova, kyselina stearova, kyselina olejova,
kyselina linolenova a kyselina gama-linolenova. Tieto kyseliny maju velky vyznam
zZ viacerych dovodov, medzi inymi i vo vyuZiti v kimnom priemysle ako alternativne prirodne
zdroje na vyzivu zivocichov. Po extrakcii lipidov moze byt biomasa pouzita i ako zdroj
proteinov dolezitych na vyzivu vdaka obsahu zikladnych aminokyselin. NajcastejSie
vyskytujucim sa druhom v prirode je Rhodotorula glutinis, bohata hlavne na karotenogénne
pigmenty torulen a torularhodin [4, 5, 6].

12



Obrazok 5: Nater a kolonia rodu Rhodotorula [7]

2.3.3 Rod Cystofilobasidium

Tento rod sa vyznacuje tvorbou filobazidii, ¢o su holobazidia s tizkou centralnou oblastou
a zvacSenym vrcholom. v sucasnej dobe zahriiuje rod Cystofilobasidium Styri kvasinkové
druhy, ztoho tri maji oranzovu farbu (C. bisporidi, C. capitatum, C. informominiatum)
ajeden krémovu (C. ferigulai). VSetky tieto Styri druhy obsahuji v bunkovej stene xylozu,
dokazu utilizovat’ glukuronat a produkujt skrobu podobné latky [2, 9].

Kolénie rodu C. capitatum maja hladky leskly povrch a ich oranzovocervené az skoricové
sfarbenie je spdsobené pritomnost'ou karotenoidov. Tvar buniek je vajcovito pretiahnuty.
v kvapalnych médiach vytvaraja tenki kozu asediment. Tento druhje homotalicky,
vytvarajici jednojadrové mycélium. Vv hyfach sa produkujii endokonidie. Teliospory po
napucani kli¢ia na bezprichradkové metabazidium. Sporidie su jednotlivo alebo Vv paroch s
jednou alebo dvoma bazidiospoérami. Tento druh vytvara aj teliospory, ktoré klicia na
metabazidium s maximalnou dizkou 17 pm. Niekedy sa z bazidii vytvaraji drsné, suché
kolonie, v ktorych prevladaju teliospory. Kvasinkova kultura sa vyvinie az po niekolkych
tyzdnoch. Vsetky generacie sa pokladaju za diploidné [3, 4].

Obrazok 6: Krizovy rozter druhu Cystofilobasidium capitatum
2.4 Rast mikroorganizmov
2.4.1 Zivné média

V laboratériu st mikroorganizmy kultivované na sterilnych zivnych médiach a v sterilnych

13



zariadeniach. Spravne zlozenie média zéalezi na poziadavkach daného mikroorganizmu a musi
byt volené tak, aby ¢o najviac odpovedalo jeho prirodzenym podmienkam [13].

Zlozenie zivnych médii sa u réoznych mikroorganizmov vel'mi liSi. Spravne porozumenie
nutricnych poziadaviek mikroorganizmov je zarukou uspesnych kultivacii alebo
vel'koobjemovych fermentécii. U vacSiny heterotrofnych mikroorganizmov musi kultivacné
médium okrem biogénnych prvkov arastovych faktorov obsahovat vhodny zdroj uhliku,
vacsinou vo forme jednoduchych cukrov alebo polysacharidov. Tie su zaroven zdrojom
vodiku a kysliku. Pri zostavovani média je nutné dbat’ na to, aby jednotlivé komponenty
média spolu nereagovali alebo sa procesom sterilizacie nerozkladali. Vznikali by tak tazko
utilizovateI'né alebo inhibi¢né latky. NajvhodnejSim zdrojom dusiku pre mikroorganizmy su
amonne soli. Ako d’alSie zdroje mozu vyuzivat vzduSny dusik, dusitany, dusi¢nany alebo
organicky dusik viazany v aminokyselinach, peptidoch, peptonoch az v nativnych
bielkovinach. Dalfou zlozkou Zivnych médii su rastové faktory. Mozu to byt vitaminy,
aminokyseliny, purinové a pyrimidinové zasady, vySSie mastné kyseliny alebo aminy.
Vyzaduju ich hlavne auxotrofné mikroorganizmy, ktoré nie st schopné si ich syntetizovat.
Dolezitymi zlozkami Zivného média su fosfor a horcik, ktoré sa zacastiiuji prenosu energie
pomocou reakcii sprostredkovanych adenozintrifosfatom (ATP).Ako zdroj fosforu sa
pouzivajui soli kyseliny fosfore¢nej. Ich nedostatok spdsobuje spomalenie rastu, pripadne
fermenta¢nych procesov mikroorganizmov. Medzi dalSie biogénne prvky paria draslik,
vapnik, zelezo, chlér, molybdén, zinok, med’, kobalt, bor a nikel sa pridavaju do Zivného
média vo forme soli v malych koncentraciach [13].

Nami vyuzivané kvasinky st chemoorganotrofné organizmy, ktoré vyuzivaju organické
zluceniny ako hlavné zdroje uhlika. Znizenim dostupnosti jedného substratu moze byt rast
casto kompenzovany utilizaciou iného substratu, pretoze kvasinky dokdzu vyuzivat Siroku
Skalu latok ako zdroje zivin [14].

NajdolezitejSou zlozkou média pre rast, vyvoj a preZitie mikroorganizmov je voda.
Dodrziavat vysoky stupent akosti pouzitej vody je velmi dolezit€é. Pri priprave
polosyntetickych médii sa do nich pridavajii peptony, rdzne extrakty a hydrolyzaty, ktoré
zabezpecuju optimalnu vyZivu mikroorganizmov [13].

2.4.2 Rastova krivka

Mikroorganizmy mdzu v danom prostredi rast’ a rozmnoZovat’ sa, pokial’ maju dostatocny
zdroj zivin, vhodny parcidlny tlak kysliku, odpovedajice hodnoty pH a teploty. Rast
a mnozenie su tiez limitované koncentraciou metabolitov, ktoré bunka vylucila do prostredia.
Normalne sa rast mikroorganizmov spomal’uje so spotrebou Zivin, zvySovanim koncentracie
toxickych produktov alebo kombinaciou oboch faktorov [10].

Rast jednobunkovej mikrobidlnej populacie prebieha postupne v niekolkych fazach.
Grafickym znazornenim nameranych hodnét tak, Ze na os X sa nanesie ¢as ana osy sa
nanesie logaritmus poctu zivych buniek v 1 ml. Vysledkom je tzv. rastova krivka, ktord ma
niekol’ko tsekov [13, 15].

Lag — faza nastdva po naockovani média. Bunky sa dostavaju do odlisSného prostredia
v porovnani s tym, z ktorého boli odobrané, nerozmnozuji sa, ale zviac¢Suju svoj objem,
aktivuje sa enzymovy systém. Di’ka lag—fize zavisi nadruhu mikroorganizmu,
fyziologickom stave buniek, vel'kosti inokula a na zloZeni rastového prostredia.

Faza zrychleného rastu tvori prechodnt fazu medzi lag-fazou a exponenciialnou fazou.
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Exponencialna faza je charakteristicka najkratSou genera¢nou dobou buniek, ktord je behom
celej tejto faze konsStantna. Konstantnti velkost’ nadobtida aj Specifickd rychlost’ rastu. Rychle
rozmnozovanie buniek ma niekedy za nésledok, ze priemerna velkost’ buniek kultiry byva na
konci tejto faze najmensia. v tejto faze st vSetky bunky zivé, ich pocet exponencialne narasté
ateda aj mnozstvo biomasy. Bunky, ktoré su v exponencidlnej fdze mdzeme preniest do
nového média o rovnakom zlozeni a buda sa rozmnozovat’ s rovnakou generacnou dobou bez
zretelnej lag-faze.

Po exponencialnej faze rastu nastava faza spomaleného rastu az jeho postupné
zastavenie. Zastavenie prirastku zivych buniek je oznacované ako stacionarna fiza rastu
a Casto pri nom dochéadza este k pomalému rozmnozovaniu, ktorym sa kompenzuje pocet
odumierajucich buniek. Maximalna dizka stacionarnej faze je rdzna a zavisi na citlivosti
mikroorganizmov k hladovaniu.

Ked’ sa jeden zo zdkladnych esencialnych prvkov stane v médiu limitujicim, az nakoniec
uplne chyba, bunky spomalia svoj metabolizmus a prepnu sa do fize prezivania, staciondrnej
faze. Pritomnost’ nizkeho obsahu uhlika a nedostatok dusika vyvol4 v bunkach sporulaciu.

Poslednou fazou je faza postupného odumierania buniek, ktord méze trvat’ aj niekol’ko
tyzdnov ¢i mesiacov.

7 - doba (h)
X - pocet zivych buniek v 1 ml
| 4 S 1 -lag —faza
6 2 - faza zrychl'ujiceho sa rastu
3 - exponencialna faza rastu

4 - faza spomal’ujiceho sa rastu

—=|n X
)

6 - faza odumierania

|
I
|
|
|
|
| 5 - stacionarna faza
|
|
l
|

N

——————— -

Obrazok 7: Rastova krivka [1].

Fyziologické vlastnosti buniek st v roznych fazach rastovej krivky zna¢ne odliSné. Bunky
stacionarnej fazy a lag—faze st na pociatku ovel'a menej citlivé ku nepriaznivym podmienkam
ako bunky neskorSej lag—fdze arastovych faz. Vznikajice splodiny metabolizmu, ktoré
inhibuji rozmnozovanie ¢i vyCerpanie Zivin, mdZu viest k spomaleniu rozmnoZovania na
konci exponencialnej faze rastu, pripadne 1 k jeho Gplnému zastaveniu [1].

2.5 Stresové faktory vplyvajuce na rast mikroorganizmov

Zivotna ¢innost’ mikroorganizmov a ich vyvoj st zavislé na vonkaj$om prostredi. Aby sa
mikroorganizmy mohli rozmnoZovat, musia byt v prostredi s dostatocnym mnoZstvom
surovin pre syntézu bunkovej hmoty, musia mat’ vyuZzitelny zdroj energie, vhodné fyzikalne,
chemické a biologické podmienky. Mikroorganizmy tiez disponuju schopnost'ou prispdsobit’
sa vonkajSim podmienkam a to zmenou enzymového vybavenia, zlozenia a tvaru bunky aby
boli vo¢i nepriaznivym podmienkam odolné. VSetky tieto schopnosti st v§ak obmedzené
urcitym limitom, za ktorym dochéadza k zastaveniu rastu alebo usmrteniu bunky [1].
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Karotenogénne kvasinky su tzv. vSadepritomne kvasinky, pretoZze dokazu kolonizovat’
rozne substraty. Su schopné rast v Sirokom rozmedzi pociatocnych pH podmienok i
v Sirokom rozmedzi teplot. VyznamnejSie dosledky environmentalneho stresu u ¢ervenych
kvasiniek st casto vyuzivané ako stimuldcia nadprodukénych schopnosti sekundarnych
metabolitov — karotenoidov.[1].

251 Teplota

Prvym z rady faktorov vyrazne ovplyvitujucich rychlost’ rozmnozovania mikroorganizmov
amoznost ich Zivota je teplota vonkajSieho prostredia. U kazdého mikroorganizmu
rozoznavame tri zékladné druhy teploty:

evwve

- minimdlna teplota, tj. najnizSia teplota, pri ktorej sa dany druh rozmnozuje eSte
zistiteI'nou rychlostou,

- optimalna teplota, pri ktorej sa rozmnozuje najvyssou rychlostou,

- maximalna teplota, tj. najvyssia teplota, pri ktorej je schopny sa eSte rozmnoZovat'.

Kratkodobé zvysenie teploty nad maximalnu teplotu vyvoldva u mikroorganizmu tepelny
Sok, ktory vedie kréznym vykyvom metabolizmu. Pre tvorbu niektorych produktov
metabolizmu je optimalna teplota ind ako pre tvorbu bunkovej hmoty, rovnako tak aj
optimalna teplota pre rozmnozovanie sa nemusi vzdy zhodovat’ s optimalnou teplotou pre
ostatné zivotné procesy [1].

252 pH

Cinnost' mikroorganizmov je silno ovplyviiovand pH prostredia, kedze kazdy druh
vyzaduje pre svoj optimalny rast a rozmnozovanie jeho iné rozmedzie. Pre optimdlny rast
u vacsiny baktérii a kvasiniek tento rozsah pomerne maly, zatial ¢o u vacSiny plesni je
podstatne Sir$i. Kvasinky vyzaduju pre svoj optimalny rast pH z kyslej oblasti 4,2 — 5,5 [1].

2.5.3 Vodna aktivita

Voda tvori 75 az 90 % hmotnosti mikrobialnej bunky. VSetky chemické reakcie v Zivej
bunke prebiehaji vyhradne vo vodnom prostredi ateda voda tu musi byt pritomna
v dostatoénom mnozstve a v kvapalnom stave.

Potreba vody mo6Ze byt u mikroorganizmov kvantitativne vyjadrend rozmedzim vodnych
aktivit prostredia, pri ktorych sa dané mikroorganizmy moézu rozmnozovat. Vodna aktivita
(an20 alebo ay) uréitého roztoku sa rovna pomeru tlaku vodnych par nad tymto roztokom
k tlaku vodnych par nad destilovanou vodou za rovnakych podmienok. Vztah vodnej aktivity
ku koncentracii rozpustenej latky je vo vel'mi zriedenych roztokov priblizne dany vzorcom

N

W

a,=—"—,
N, + N,

Kde Ny je pocet molov vody aNs je pocet molov rozpustenej latky. Minimalna ay
u kvasiniek je 0,91 az 0,88. Kvasinky schopné rozmnozovat’ sa pri vodnej aktivite nizsej ako
0,73 radime medzi osmotolerantné druhy [1, 10].

2.5.4 Oxidoredukény potencial

Kazdé¢ prostredie vykazuje urCity redoxny potencial dany pritomnostou oxida¢nych alebo
redukénych Cinidiel. Silno oxidaéné latky (kyslik, peroxidy) vytvaraji pozitivny
oxidoreduk¢ny potencial a silno redukujuce latky (zZeleznaté i6ny, vodik) spdsobuju jeho
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negativnu hodnotu. Vd'aka r6znemu vzt'ahu mikroorganizmov ku kysliku ich primarne delime
na aerobne mikroorganizmy, ktoré pre spravne fungovanie metabolizmu potrebuju kyslik
ateda pozitivny redoxpotencidl, a anaerobne, na ktoré pritomnost’ kysliku a pozitivny
redoxny potencial posobia Skodlivo az letalne [1, 11].

2.5.5 Solny stres

Zvysena salinita prostredia vedie k produkcii dvoch typov stresovych faktorov vyvolanych
rastom intraceluldrnej koncentracie sodnych katiénov. Jednak st to osmotické komponenty
zvysujuce turgor bunky a d’alej toxické latky inhibujuce radu bunkovych funkcii. Adaptacia
kvasinkovych buniek na tieto stresové podmienky je obvykle sprevadzand akumulaciou
osmoticky aktivnych latok, ktoré sluzia k vyrovnaniu rasticeho externého osmotického tlaku
amenia membranovy transportny systém, tak aby doSlo k vylueniu Na’ zbunky do
prostredia [12].

2.5.6 Ziarenie

Fyziologicky ucinok elektromagnetického vlnenia na mikroorganizmy sa pri réznych
vinovych dizkach znaé¢ne lisi. Viditelna &ast’ svetelného spektra (380 — 760 nm) sa uplatiiuje
predovsetkym ako zdroj energie u fotortofnych organizmov. U d’alSich mikroorganizmov ma
radu ako pozitivnych tak aj negativnych ucinkov na ich aktivitu. U karotenogénnych
mikroorganizmov je nim indukovana tvorba karotenoidov.

Naopak ziarenie z ultrafialovej oblasti spektra ma na mikroorganizmy silno mutagénne
a letalne ucinky. Tento efekt sa vyuZziva pri sterilizacii UV Ziarenim. Jeho prenikavost’ je vSak
velmi mald apouziva sa len k povrchovej sterilizacii predmetov, pracovnych ploch,
prevadzkovych zariadeni, vzduchu a pod [1].

2.6 Karotenoidy

2.6.1 Charakteristika

Karotenoidy predstavuji jednu z najrozSirenejSich a najpocetnejSich tried prirodzenych
pigmentov s vyznamnymi biologickymi U¢inkami aradou priemyselnych aplikacii. Su
produkované fotosyntetizujlicimi mikroorganizmami poc¢inajiic anaerobnymi fotosyntetickymi
baktériami, cyanobaktériami, hubami aZ po vysSie organizmy ale aj nefotosysntetizujucimi
baktériami, kvasinkami a plesnami. v bunkidch maji ucinok membranovo—ochrannych
antioxidantov, ktoré ucinne zhaSaju singletovy kyslik a pdsobia inhibi¢ne voci peroxidacii
v lipidickych membranach. Uginnost tychto antioxidantov je zavisla na ich Struktire.
Karotenoidné pigmenty sa vSeobecne vyskytuji vo fotosyntetickom systéme u vysSich rastlin,
rias a fototrofnych baktérii. v nefotosyntetizujucich mikroorganizmoch su karotenoidy
dodlezitou ochranou proti poskodeniu svetelnym Ziarenim, obzvlast pri ich raste na svetle a za
pristupu vzduchu [16, 17, 19].

AZ na niekolko vynimiek patria karotenoidy medzi lipofilné pigmenty rozpustné
v organickych rozpusStadlach (acetdn, diethylether a pod.). Ich krystalické formy sa dobre
rozpustaji v benzéne a dichlormetane. Zvycajne st to 40-ulikaté tetraterpény poskladané
z patuhlikatych izoprenovych jednotiek. Zakladna linedrna a symetrickd kostra ich molekul,
ktora moze byt cyklické bud’ na jednom alebo oboch koncoch. Podla cyklickej alebo
acyklickej Struktiry na koncoch molekuly mézeme rozdelit’ karotenoidy do troch skupin:

- acyklické (fytoén, fytofluén, d-karotén, neurosporén, lykopén)
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- monocyklické (y-karotén, torulén, torularodin)
- dicyklické (B-karotén) [18].

Lykopén

Obrizok 8: Struktura niektorych necyklickych karotenoidov [19]

o-karotén

B-karotén

a-karotén

Obrizok 9: Struktura niektorych cyklickych karotenoidov [20]
Kombinaciou cyklizacie a d’alSich modifikacii ako hydrogenacia, dehydrogenécia,
presuvanie dvojitych vizieb, skracovanie alebo predlzovanie retazca, moZeme dostat’ vel'ké
mnozstvo réznych Struktir. Systém dvojitych vézieb v karotenoidoch umoziuje absorbovat
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svetlo vo viditelnej oblasti svetelného spektra, ¢o umoznuje aj ich identifikaciu
a kvantifikaciu. Spektralne vlastnosti jednotlivych karotenoidov st determinované hlavne
poétom dvojitych vizieb. Vlnova dizka, v ktorej karotenoidy majii absorpéné maximum, sa
pohybuje v rozmedzi 400 — 500 nm [19, 20].

2.6.2 Vyznam karotenoidov

Hlavny vyznam karotenoidov spoc¢iva v ich prispevku k prenosu energie vo fotosyntéze,
funguju ako doplnkové fotoaktivne pigmenty, a v ochrane prokaryot proti zhubnym u¢inkom
svetla. U cicavcov su niektoré karotenoidy provitaminom A [21].

2.6.3 Biosyntéza

Biosyntéza karotenoidov vychadza z acetyl-CoA, ktory kondenzuje s medziproduktom
biosyntézy  mastnych  kyselin  acetoacetyl-CoA  za  tvorby B-hydroxy—p—
methylglutarylkoenzymu A (HMG-CoA), ktorého redukciou vznikd mevalonova kyselina.
Tato kyselina je postupne fosforylovana a dekarboxylovana za vzniku isopentenyldifosfatu
(IPDP = tzv. aktivny izoprén, Co je stavebny material terpénova steroidov), z ktorého
naslednou izomerdciou vznikd dimetylallyldifostat (DMADP). Kondenzéciou hlava - péta
jednotiek IPDP a DMADP vznika geranyldifosfat (GDP — prekurzor monoterpénov), ktory
potom podlieha d’alSej kondenzacii hlava - pita s jednotkou IPDP za vzniku farnesyldifosfatu
(FDP). Tu sa oddel'uje bo¢na draha, ktora vedie k tvorbe steroidov. Pri naslednej kondenzacii
hlava - pita jednotieck FDP a IPDP vznikad geranylgeranyldifosfat (GGDP). Nakoniec dojde
ku kondenzécii hlava - pata dvoch molekal GGDP, pri ktorej vznika fytoén, bezfarebny
prekurzor karotenoidov [18, 19, 22].
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Obrazok 10: Schéma syntézy izoprenoidov [23]
Fytoén je priamym prekurzorom pre syntézu karotenoidov. Podlieha rade desaturaénych
a cyklizacnych reakcii, pri ktorych dochddza k vzniku cyklickych a acyklickych foriem
karoténov a xantofylov. Pociatoénym necyklickym karoténom pre tvorbu dalSich
acyklickych, mono— aj bicyklickych derivatov je lykopén [18, 19].
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2.7 Kaultivacie na tuhych povrchoch; polosuché kultivacie (SSF)

2.7.1 Princip

Produkcia niektorych vyznamnych latok mikrobiologickou cestou je neustidle sa
rozvijajuca oblast’ biotechnologii. Vacsina takychto latok je dnes produkovana technikou
submerznej fermentacie. v poslednych desatrociach vSak bol zaznamenany zvySujuci sa
zaujem o vyuzivanie kultivacii na tuhych povrchoch alebo tzv. polosuchych kultivacii (Solid-
state fermentation; SSF) [24, 25].

Princip SSF je znamy uz od antickych ¢ias v azijskych krajinach, ale bol takmer uplne
ignorovany zapadnymi krajinami od roku 1940 vdaka velkému rozvoju submerznej
fermentacie pre produkciu penicilinu. Typickymi prikladmi vyuzitia SSF je tradicna
fermentacia japonského ,,koji, indonézskeho ,,tempeh* a francuzskeho ,,bluecheese*.

Technika SSF zahfna rast a metabolizmus mikroorganizmov na vlhkych latkach bez
akejkol'vek volne prudiacej vody. Substrdt vSak musi mat’ dostatoénii vlhkost, aby
podporoval rast a metabolizmus mikroorganizmov. Pevné latky tu funguju ako nosice, na
ktorych mikroorganizmy rastl a vyuzité moze byt pevné zivné médium alebo inertny nosic.
Uspech fermentacie zavisi na volbe vhodného nosica, velkosti jeho &astic, porozite
a chemickom zlozeni. Toto usporiadanie ma mnozstvo vyhod pre fermentacie, Specidlne
v oblastiach s nedostatkom vody. Medzi d’alSie vyhody patria nizke kapitidlové investicie,
mensia spotreba energie, mensie prevadzkové naklady a rovnako tak menej tekutého odpadu,
ktory sa musi zlikvidovat’, teda niZSie zneCistenie prostredia. SSF ma vSak aj mnoZstvo
obmedzeni. Medzi hlavné patri obmedzeny vyber mikroorganizmov, ktoré su schopné rast’ za
zniZzenych vlhkostnych podmienok, zhorSenie monitorovanie parametrov ako je teplota, pH,
vlhkost’ a prietok vzduchu [24, 25, 31].

Tuhé substratové materialy pouzivané pri SSF sa rozdel'uju do dvoch hlavnych kategorii:
inertné materialy, na ktorych sa proces fermentacie uskutociiuje, a neinertné materialy,
ktoré mikroorganizmom dodavaju niektoré Ziviny. Takymito neinertnymi materialmi mozu
byt Skrobnaté alebo lignocelul6zové pol'nohospodarske produkty alebo obilniny a vedlajSie
obilné produkty. Vyhodou vyuZivania takychto typov substratov je efektivne rieSenie
ekonomickych a environmentalnych problémov spoésobenych ich likvidaciou [24, 25].

Proces SSF Casto zahriiuje vyuZivanie mikroorganizmov rychlo rasticich v podmienkach
nizkeho obsahu vody. Ak je inokulum takejto kultiry pridané do pripravené¢ho substratu, tak
rast kontaminujucich mikroorganizmov bude kompetitivne potlaceny. To znamena, Ze nie je
nutné dodrzovat’ striktne aseptické podmienky bioreaktorového systému, avSak fermentacia
by mala prebiehat’ v o najcistejSich podmienkach.

Pri vol'be medzi submerznou fermentaciou a SSF rozhoduje niekol’ko faktorov. Vyhodou
submerznej fermentécie oproti SSF je homogenita média a prenos tepla. Na druht stranu SSF
volime, ked” Ziadany produkt vznika len za tychto podmienok, alebo vznik4 vo vysSej miere
(napr. produkcia niektorych biopesticidov) [25, 26].

2.7.2 Vyutzitie SSF

V priemyselnych aplikacidch moze byt SSF pouzitd ako kontrolovany sposob produkcie
poZadovanych latok. SSF doteraz zaznamenal zaujimané vysledky napr. v oblastiach
biokonverzie biomasy, biotransformacie rastlinnych odpadov na obohatenie Zivinami,
produkcie enzymov, antibiotik, biologicky aktivnych sekundarnych metabolitov, organickych
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kyselin, biopesticidov, biopaliv a pod.

SSF sa velmi cCasto vyuziva na produkciu bioethanolu pomocou termotolerantnych
kvasiniek. Ako hlavny nosi¢ a zarovenn fermentany substrdt sa pouzivaju rdzne druhy
potravinarskych a pol'nohospodarskych odpadnych materidlov (hydrolyzované muky,
zemiakové a ovocné Supy a iné).[24, 26].

2.8 Metodické postupy

2.8.1 Absorpénaspektrofotometria

Podstatou absorpcnej spektrofotometrie je absorpcia ultrafialového a viditeI'ného Ziarenia
zriedenymi roztokmi molektl v rozsahu vinovych dizok 200 az 800 nm, nado molekuly
prechadzaju do excitovaného stavu. Tato metdda byva pouzivana ku identifikacii pigmentov,
kvantitativnej analyze anorganickych a organickych zlucenin, stanoveniu mnozstva a Cistoty
DNA, dokaz chromofornych skupin, ale aj stanoveniu poc¢tu mikroorganizmov vo vzorke
alebo ich susinu.

Absorbance
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300 350 400 450 500 550
A [nm]

Obrazok 11: Absorpéné spektrum pf—karoténu [20]

Zdrojom spojitého ziarenia V spektrofotometroch byvaji vodikové a deutériové vybojky
pre ultrafialova oblast’ a volframové alebo halogénové ziarovky pre viditenu Cast’ spektra.
Meranie v ultrafialovej oblasti sa musi robit’ vV kyvetach zhotovenych z UV-transparentného
materialu. Ako analyzatory sliiZia potom fotoelektrické detektory.

Pre kvantitativne stanovenie plati Lambert-Beerov zdkon. Vyjadruje, Ze absorbancia je
priamoumerné koncentracii ¢ absorbujucej latky a hrubke absorbujtcej vrstvy 1
A=¢g,-c-l,
kde &, je molarny absorpcny koeficient (konStanta pre dant latku za danych podmienok pri
uritej vlnovej dizke, dm’.mol”.cm™), ¢ je latkova koncentracia (mol.dm™) a/ je hrubka
absorbujucej vrstvy (cm) [1, 27].

2.8.2 Extrakcia

Extrakcia je najcastejSou metddou izolacie karotenoidov biologického materidlu. Aceton sa
najCastejSie pouziva ako extrakéné Cinidlo na izoldciu karotenoidov zo vzoriek s vysokym
obsahom vody. Nakolko st vSak karotenoidy viazané v lipoproteinovej frakcii membran,
kvasiniek je potrebné este ku acetonu pridat’ alkoholicky roztok KOH alebo NaOH, aby doslo
ku zmydelneniu auvolneniu pigmentov. Nasledne sa potom karotenoidy niekolkokrat

22



extrahuju v nepolarnych organickych rozpustadlach, ako je napr. petroléter a dietyléter [28].

2.8.3 Vysokoucdinna kvapalinova chromatografia —- HPLC

Chromatografia je separatna metdda, pri ktorej sa oddeluju latky nachadzajuce sa vo
vzorke a pouziva sa na kvalitativnu aj kvantitativnu analyzu.

Metdda je zalozena na opakovanom vytvarani rovnovaznych stavov zloziek medzi dvomi
navzajom nemieSateInymi fdzami — mobilnou a stacionarnou. Pri kvapalinovej chromatografii
je mobilnou fazou kvapalina, ktora preteka kolonou medzi ¢asticami, ktoré tvoria stacionarnu
fazu — sorbent. Vzorka sa umiestituje na zaciatok stacionarnej fdzy. Pohybom mobilnej fazy
cez stacionarnu je potom unasana a jednotlivé zlozky vzorky st postupne zachycované alebo
zdrzované stacionarnou fazou, ¢im nastéva ich separacia. Ako prvé sa na koniec stacionarnej
faze sa dostanu tie zlozky, ktoré boli fazou zadrzované najmenej. Zdrzanie sa jednotlivych
zloziek v stacionarnej faze je tym dlhsie, ¢im silnejsie su danou fazou putané [27, 29].

Klasické kolénové prevedenie sice nemd potrebni ucinnost, ale sa stalo zakladom
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie — HPLC. Pre G¢innl separaciu je treba pouZzit’
dostato¢ne malych zrnie¢ok sorbentu. Tie kladu prestupujicej kvapaline znacny odpor a je
teda nutné pracovat’ pri vysokom tlaku (az 50 MPa).Delenie prebieha v kratkych napliovych
nerezovych kolénach o dizke 15— 30 cm, odolnym voéi vysokym tlakom. Vzorka sa do
kolony davkuje pomocou viaccestnych dévkovacich kohutov, do ktorych sa vpravuje
pomomocou injekénej striekacky. Na detekciu separovanych zloziek su najcastejsie pouzivané
fotometrické detektory stanovujice absorbanciu mobilnej fazy vychadzajucej z kolony [1,
30].

A zlozka A
Start
=
8 inert
4
2
S
= pik
} =
a1 ¥ zékladnd
linia
EtM I : tr
\§
e
tr

Obrazok 12: Popis chromatogramu [1].

Chromatogram je graficky zaznam zavislosti signalu detektoru na case. Pociatok
predstavuje okamih nastreku vzorky na kolonu akazdd vlna, tzv. pik, odpovedd jednej
oddelenej zlozke. Jednotlivé piky st charakterizované svojou polohou a plochou. Poloha
vrcholu udava retencny Cas tg a ide o dobu za ktoru latka prejde celou kolonou. Tato doba sa
deli medzi mobilnt fazu — tzv. mftvy retencny c¢as tn, a staciondrnu fdzu — tzv. redukovany
retencny Cas t’g. Sucin retencného Casu a objemového prietoku mobilnej fazy Vyr udava
retenény objem. Spominané charakteristiky sa pouzivaji ku kvalitativnej analyze zloZiek vo
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vzorke. Zakladom pre ich identifikaciu je zhoda retencnej veli¢iny nezndmej zlozky vzorku
a zndmeho Standardu. Kvantitativnu charakteristiku separovanych zloziek udava plocha piku
[27, 29].

Medzi vyhody tejto metdody patria praca s menSim mnoZzstvom analyzovanej vzorky,

kratSia doba separacie, moznost' prace s termolabilnymi latkami pevného aj kvapalného
skupenstva [29, 30].
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3 CIEL PRACE

Cielom predlozenej bakalarskej prace zameranej na sledovanie produkcie biomasy
a vybranych lipidickych latok vybranymi kmenmi karotenogénnych kvasiniek je rieSenie
nasledujtcich dielcich uloh:

e Posudit moznosti vyuzitia kultivaicie na pevnej faze (SSF) k pestovaniu
karotenogénnych kvasiniek na odpadnych substratoch.

e Optimalizacia kultivanych podmienok pre SSF kultivaciu karotenogénnych
kvasiniek s vyuzitim vybranych druhov odpadnych substratov.

o Uprava odpadového substratu vediica k lepSej utilizacii sacharidovych zdrojov
uhlika kvasinkami.

e Porovnanie vytazkov vybranych metabolitov pomocou kultivacie v kvapalnom
médiu a s vyuZzitim SSF kultivécie.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4,1 Material a chemikalie

Vajecné cestoviny Ideal

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (India)
D-glukézamonohydratp.a., Lach-Ner s r.o. (CR)
Siran amonnyp.a., Lachema (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema (CR)
Siran hore¢natyheptahydratp.a., Chemapol (CR)
Aceton p.a., Lachema (CR)

Hydroxid draselny p.a., Lachema (CR)
Diethyléterp.a., Lachema (CR)

Ethanol pre UV-VIS, Lachema (CR)

Methanol pre HPLC, Sigma — Aldrich (SRN)
Ethanol pre HPLC, Sigma — Aldrich (SRN)

Ostatné pouzité chemikalie boli Cistoty p.a. a boli ziskané od beznych dodavatélov.

4.2 Pristroje a pomocky

Spektrofotometer VIS, Helios 6, Unicam (UK)
Mikroskop L II 00A, IntracoMicro (SRN)
GKB ColorDigital CCD kamera (Taiwan)
Lucia Imageactive 5.0, Laboratorylmaging spol. s r.o. (CR)
Trepacka Yellowline, (SRN)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)
Analytické vahy Boeco (SRN)

laminarny box Aura mini

Filtry pre HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)
Viékuova odparka RV 06, IKA (SRN)

Vodna lazenTW2, JulaboLabortechnik (SRN)

Sustava na HPLC/PDA:

Stustava HPLC/MS (Thermo Fisher Scientific, USA)
Termostat — LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)

Pumpa — MS Pump plus, Finnigan SURVEYOR

Detektor PDA — PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR

Vhodnocovaci systém Xcalibur



Chromatograficka koléna Kinetex C18, 2,6 um, 4,6 x 150 mm, Phenomex

4.3 Pouzité kmene mikroorganizmov
Kvasinkové kmene pouzivané pri kultivaciach boli ziskané zo zbierky kultur kvasiniek
Yeast Culture Collection (Chemicky ustav SAV Bratislava, SR).

Pouzité kultary: Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1, Rhodotorula glutinis CCY 20-
2-33, Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4

4.4  Metédy kultivacie mikroorganizmov

Pouzité kvasinkové kmene Cystofilobasidium capitatum, Rhodotorula  glutinis
a Sporobolomyces roseus sa zarad'uju medzi mezofilné aerdbne mikroorganizmy s navzajom
podobnymi narokmi na kultivaciu vo vicsSine pripadov.

Kvasinkové kmene boli kultivované pri teplote 28 °C za neustdleho pretrepavania
a osvetlenia z dévodu produkcie karotenoidov. Vsetky média boli sterilizované v tlakovom
hrnci s otvorenym ventilom po dobu 30 minut pri bode varu.

441 Inokulum I

Pre jednotlivé druhy kvasiniek bolo pripravené jedno inokulum I so zlozenim uvedenym
v tabul’ke 1. Ako rozpustadlo bola pouzitd vodovodnd voda. Inokuld o objeme 50 ml boli
vysterilizované a nasledne zaockované tromi klickami jednotlivych kultir uchovavanych
v Petriho miskéch. Kultivacia inokula I prebiehala 24 hodin.

Tabul’ka 1: Zlozenie inokula I

Inokulum I
zlozka Koncentracia (g/1)
Glukéza 40
(NH4)2SO4 5
KH,PO4 5
MgSO4 0,34
Kvasni¢ny autolyzat 7

4.4.2 Inokulum I1

Pre jednotlivé druhy kvasiniek pripravené inokulum II o rovnakom zloZeni ako inokulum I,
uvedenom v tabulke 1. Takto pripravené inokulum II bolo vysterilizované rovnakym
sposobom ako inokulum I a nasledne za aseptickych podmienok zaockované inokulom I tak
aby pomer objemov ino I :ino II bol 1 :5 akultivicia prebiehala 24 hodin. Toto inokulum
bolo zdkladom pre nésledné kultivacie produkénych médii.

4.4.3 Produkéné média

Pre kazdé inokulum II bola pripravend prva séria troch zdkladnych produkénych médii na
zéklade glukdzy, cestovin a hydrolyzovanych cestovin o zlozeni uvedenom v tabulke 2.
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Tabulka 2: Zlozenie zakladného produkéného média

) Zakladna séria 100 % vody
Produk¢né médium - -
glukéza cestoviny | Hydrolyzované cestoviny
Zlozky Hmotnost’ (g) | Hmotnost’ (g) Hmotnost’ (g)
Glukoza 30 - -
Cestoviny — 30 30
(NH4)2SO4 4 4 4
KH,PO4 4 4 4
MgSO4 0,34 0,34 0,34
Vodovodna voda 1000 (ml) 1000 (ml) 1000 (ml)

Zakladné produkéné média boli pripravované tak, aby ich vysledny objem po zaockovani
bol 100 ml a zaroven pomer INO II : produkéné médium bol 1 : 5. Tzn., ze objem jedného
produkéného média bol 83,3 ml a po zaockovani s INO II 16,7 ml sa ziskal vysledny objem
100 ml.

Dalsie série produkénych médii obsahovali rovnaké zloZenie komponent ako je uvedené
v Tab.2, zniZzoval sa vSak postupne objem vodovodnej vody vzdy o 10%. Objem INO II
potrebného na zaockovanie zostaval rovnaky 16,7 ml. (Tab. 3)

Tabul’ka 3: Objemy vody pouzitych v jednotlivych sériach produkénych médii

Semi—SSF
Podiel mnozstva
vody na 100 ml Objem (ml)
produkéného média

100 % 83,3
90 % 75,0
80 % 66,7
70 % 58,3
60 % 50,0
50 % 41,7
40 % 333
30 % 25,0
20 % 16,7
10 % 8,3

Stucast'ou kazdej série produkénych médii boli aj hydrolyzované cestoviny ako hlavny
zdroj uhlika. Cestoviny boli podrobené kyslej hydrolyze za ucelom rozstiepenia komplexnych
sacharidov na jednoduché monosacharidy, lepSie pristupné k utilizacii kvasinkami. K navazke
cestovin bola pridand 1,2 M kyselina chlorovodikova. Celd kysla hydrolyza prebiehala na
vodnej 1azni pri 100°C. Po dokonceni reakcie bolo upravené pH na hodnotu pH = 5 pomocou
NaHCOs3, boli pridané ostatné nutricné komponenty média podla Tab. 2 avoda podla
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prislusnej série (Tab. 3).

Vsetky produkéné média boli sterilizované v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom po
dobu 30 minut.

444 Stanovenie mnoZstva biomasy

Mnozstvo narastenej biomasy jednotlivych kultivovanych kvasinkovych kmeniov bolo
stanovené pomocou rovnic kalibraénych kriviek, vyjadrujucich zavislost mnozstva suSiny
a zakalu (absorbancie) rozne koncentrovanych suspenzii kvasiniek:

CC: y=01669-x+01884
RG: y=0197 4-x—0,0234
SR: y=0,2421-x-0,0488

Kde x predstavuje koncentraciu susiny v g-dm™. Jednotlivé vzorky boli nariedené tak, aby
nepresahovali hodnotu absorbancie 1. Absorbancia bola merand pri vinovej dizke 630 nm
proti destilovanej vode. v pripade médii obsahujucich cestoviny alebo hydrolyzované
cestoviny bolo ako blank pouzité toto médium bez buniek.

U produkénych médii s niz§im obsahom vody ako je 100% (Tab. 3), bolo mnozstvo vody
doplnené na 100 ml, nasledne odobraty 1 ml vzorky, nariedeny destilovanou vodou podla
moznosti spektrofotometra a zmerana absorbancia pri 630 nm

445 Spracovanie biomasy

Cely objem produkéného média bol scentrifugovany pri 5 000 otackach za minutu po dobu
10 minut. Supernatant obsahujuci zvysky produkéného média bol odliaty a usadend biomasa
bola premytd destilovanou vodou aopit scentrifugovand. Na zdver bola biomasa
rozsuspendovana vo fyziologickom roztoku ado dalSiecho spracovania uskladnend
v mraznicke.

4.4.6 Mikroskopické pozorovanie buniek

Kvapka vhodne nariedenej suspenzie buniek bola prenesena na podlozné skli¢ko, prikryta
krycim sklom a pozorovand pod mikroskopom pri 640-ndsobnom zvéacSeni. Takto boli
sledované¢ zmeny v morfologii buniek spdsobené¢ osmotickym ¢i nutricnym stresom vo
vSetkych séridch produkénych médii. Jednotlivé obrazky vyfotografované cez kameru boli
uloZené a spracované v pocita¢i pomocou softwaru Lucia Imageactive 5.0 (Laboratory
Imaging s r. 0., CR).

4.5 Analyza sledovanych metabolitov

45.1 Izolacia karotenoidov a ergosterolu

Stcastou bunkove] membrany su ergosterol a karotenoidy, tvoriace podiel v lipidickej
frakcii kvasinkovych buniek. Ich izoldcia je moZzna pomocou viacstupiiovej extrakcie spojenej
so zmydelnenim. Uskladnené vzorky boli rozmrazené v studenej vode bez pristupu svetla
a scetrifugované pri 5 000 otackach za minatu po dobu 10 minat. Supernatant bol vyliaty
a sediment kvasiniek bol v trecej miske dezintegrovany s 50 ml acetonu. Homogénna
suspenzia bola kvantitativne prevedena na odparovaciu misku, bolo pridanych 50 ml 10%
alkoholického roztoku KOH a cel4 zmes bola zmydelniované na vodnej 1azni pri teplote 90 °C
po dobu 30 mint.
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4.5.2 Extrakcia a Gprava vzorku

Zo zvysku zmydelnenej suspenzie boli karotenoidy a ergosterol trikrat extrahované
dietyléterom. Spojené éterové frakcie boli nasledne odparené na vakuovej odparke.

Odparky vzoriek po extrakcii boli rozpustené v 1 ml etanolu pre HPLC a prefiltrované cez
jednorazové filtre do mikrocentrifugacnych skiimaviek. Tesne pred samotnou analyzou boli
vzorky eSte 3 minuty sto¢ené v mikrocentrifuge pri 15 000 otdzkach za minutu.

453 Analyza karotenoidov HPLC

Analyza karotenogénnych pigmentov metodou HPLC prebiechala za izokratickych
podmienok pri prietoku mobilnej faze 1 000 ul/min a teplote 45 °C. Na separaciu bola pouzita
nerezova kolona Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm; 2,6 um; Phenomenex) s predkolénou C18
za fotometrickej detekcie pri vinovej dizke 450 nm pre karotenoidy a 285 nm pre ergosterol
a koenzym Q. Vlnova dizka odpoveda maximu absorbancie prislusnej analyzovanej latky.
Vzorka bola na kolonu davkovana cez davkovaci ventil (20 ul). Ako mobilna faza bol pouzity
methanol pre HPLC. K chromatickej analyze karotenoidov bola pouzita zostava HPLC/PDA
firmy Termo Fisher Scientific, USA. Vyhodou PDA detektoru je, ze snima niekolko
nastavenych vinovych dizok a zaroven celé absorbéné vlnové spektrum. Analyzované data
boli spracované chromatografickym softwérom X-Calibur.

45.4 Identifikacia a kvantifikacia karotenoidov

Identifikécia a kvantifikacia jednotlivych karotenoidov a ergosterolu bola uréena na
zaklade ich retencnych casov, ktoré boli porovnavané s retenénymi ¢asmi Standardov pri
danych vlnovych dizkach. Kvantifikacia vybranych latok bola uréend pomocou externej
kalibracie metddou kalibra¢nej krivky. Pre kvantitativne vyhodnotenie bola pouzita zavislost
plochy pikov na koncentracii jednotlivych vzoriek. Celkové karotenoidy, identifikované ako
suma plochy pikov ostatnych karotenoidov snimanych po dobu 14 minat, boli vyhodnotené
pomocou kalibracnej krivky f—karoténu [16].

Tabul’ka 4: Rovnice kalibracnych kriviek sledovanych latok

Analyzovana latka | Rovnica kalibra¢nej krivky
B—karoten y=17480 - x
Ergosterol y =76 993 - x

Koenzym Q y=33313-x

4.6 Stanovenie zloZenia média — analyza obsahu redukujucich sacharidov metédou
Somogyiho—Nelsona

Redukujuce sacharidy v produkénych médiach hydrolyzovanych kyslou hydrolyzou, ako aj
v médiach s odpadovym substrdtom bez hydrolyzy, boli stanovené spektrofotometricky
metddou Somogyiho-Nelsona.

Tato metoda je zaloZena na schopnosti redukujticich sacharidov redukovat’ z alkalického
prostredia med’natych soli oxid medny, ktory spolu s arzenomolybdenanovym cinidlom
vytvara farebny komplex. Zafarbenie roztoku tymto komplexom sa stanovi
spektrofotometricky.
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Boli pripravené jednotlivé ¢inidla, kedy roztok 1 obsahoval 24 g bezvodého Na,COs, 16 g
NaHCO;, 144 g bezvodého Na,SOy4, 12 g vinanu sodno-draselného a 800 ml destilovane;j
vody. Roztok 2 pozostdval zo 4 g CuSOs-5H,0, 24 g bezvodého Na;SOa 200 ml
destilovanej vody. Roztok 3 bol pripraveny rozpustenim 25 g molybdenanu amoénneho
v 450 ml destilovanej vody,21 ml koncentrovanej H,SOs, a3 g Na2HAsOs- 7H,0
rozpustenych v 25 ml destilovanej vody. Tento roztok sa ponechal stat’ pri laboratornej teplote
a tme 48 hodin.

Pri stanoveni sa k vzorke o objeme 1 ml pridalo 0,5 ml roztoku 1 a 0,5 ml roztoku 2.
Skumavky sa na umiestnili na vriaci vodny kupel na 10minat. Potom sa skimavky
s roztokom ochladili a pridalo sa 0,5 ml roztoku 3 a premiesSalo, aby sa rozpustil vzniknuty
Cuy0. Vzorka bola doplnena na celkovy objem 10 ml a bola zmerana jej absorbancia pri
vlnovej dizke 720 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Vysledné rastové, morfologické a produkéné charakteristiky pouzitych kvasiniek

Pre sledovanie vplyvu obsahu vody v ,semi-solid state fermentation® (semi-SSF; tieZ
polosuché kultivacie) experimente boli pouzité kvasinkové kmene Cystofilobasidium
capitatum CCY 10-1-1, Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33 a Sporobolomyces roseus CCY
19-6-4. Jednotlivé kultivacie prebiehali v sériach glukoza (resp. kontrola)—cestoviny—
hydrolyzované cestoviny. Tieto série sa li$ili podl'a daného objemu vody pouzité pre pripravu
produkéného média.

Vsetky narastené kultury pouzitych kvasinkovych kmenov boli nésledne analyzované na
produkciu biomasy (vid’. kapitola 4.4.4) a vyhodnotena produkcia celkovych karotenoidov,
ergosterolu a ubichinonu metodou HPLC (vid. kapitola 2.8.3). Ziskané hodnoty su
znazornené v grafoch a tabul’kach.

5.1.1 Druh Cystofilobasidium capitatum

5.1.1.1 Morfologické zmeny kvasiniek v roznych produkénych médiach
V jednotlivych sériach kultivacii, zoradenych podl'a mnozstva vody pouzitej pre pripravu
produk¢éného média, boli pozorované morfologické charakteristiky kmena Cystofilobasidium

capitatum. Jednotlivé série boli kultivované za rovnakych podmienok, liSilo sa zloZenie média
(vid. kapitola 4.4.3).

Obrazok 13: Vzhlad médii a morfologia kmena Cystofilobasidium capitatum kultivovaného na glukoze
(vl'avo), cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 100 % vody
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Obriazok 14: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Cystofilobasidium capitatum kultivovaného na glukoze

(vlavo), cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 90 % vody

Obrazok 15: Vzhlad médii a morfologia kmena Cystofilobasidium capitatum kultivovaného na glukoze

(vlavo), cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 80 % vody
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Obrazok 16: Vzhlad médii a morfologia kmena Cystofilobasidium capitatum kultivovaného na glukoze

(vl'avo), cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 70 % vody

Obrazok 17:Vzhl'ad médii a morfologia kmena Cystofilobasidium capitatum kultivovaného na glukoze
(vl'avo), cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 60 % vody
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Obrazok 18:Vzhl'ad médii a morfologia kmena Cystofilobasidium capitatum kultivovaného na glukdze

(vl'avo), cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 50 % vody

Obrazok 19: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Cystofilobasidium capitatum kultivovaného na glukéze
(vl'avo), cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 40 % vody
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Obrazok 20: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Cystofilobasidium capitatum kultivovaného na glukoze

(vlavo), cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 30 % vody

Obrazok 21: Vzhlad médii a morfologia kmena Cystofilobasidium capitatum kultivovaného na glukoze
(vl'avo), cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 20 % vody

Obrazok 22: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Cystofilobasidium capitatum kultivovaného na glukéze

vlavo), cestovinach (stred) a rolyzovanych cestovinac ravo) pri 0 VO
I inach d) a hydroly: ych inach (vp pri 10 % vody
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Reakciu buniek na jednotlivé druhy médii a obsah vody v nich je mozné vidiet’ pri ich
mikroskopickom a morfologickom pozorovani. v zakladnom glukézovom médiu maji bunky
gulaty aZz ovalny tvar anevyznacuju sa akymikol'vek morfologickymi abnormalitami.
Rovnaké vysledky st viditeI'né aj na gluk6zovych médiach pri obsahu vody 90 % az 70%. Pri
nizsich obsahoch vody bolo na pozorovanych bunkach viditeI'né zhrubnutie bunkovej steny
azmena tvaru na pretiahnuty az nepravidelny. To mdze byt spdsobené stupniujucim sa
osmotickym stresom pri nizSich objemoch vody v médiach.

Pri médiach s cestovinami a hydrolyzovanymi cestovinami je pri obsahoch vody 60 %
a 50 % pozorovana mierne vyraznejsia bunkova stena, v médiach s niz§im obsahom vody su
bunky deformované, zhlukuju sa.

Zafarbenie médii sa vyraznejSie menilo len vzhl'adom k pouZitému substratu. Glukézové
média mali oranzovu farbu, média s cestovinami bledo oranzova az ruzovu (nizka produkcia
pigmentov) a médid s hydrolyzovanymi cestovinami boli oranzovo hnedej farby, ktord zrejme
suvisela s hydrolyzou substratu.

5.1.1.2 Produkéné vlastnosti na roznych typoch pouzitych médii

CC susina
12

10

c(g/1)

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

M glukéza Mcestoviny ® hydrolyzované cestoviny

Obrazok 23: Graf mnozstva suSiny pri jednotlivych médiach
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Obriazok 24: Graf znazorfujici mnozstvo ergosterolu, karotenoidov, koenzymu Q v bunkach kmena

Cystofilobasidium capitatum pre jednotlivé glukézové média s roznym obsahom vody.
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Obrazok 25: Graf znazornujici mnozstvo ergosterolu, karotenoidov, koenzymu Q v bunkach kmena

Cystofilobasidium capitatum pre jednotlivé cestovinové média s roznym obsahom vody.
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Obrazok 26: Graf znazoriujuci mnozstvo ergosterolu, karotenoidov, koenzymu Q v bunkach kmena

Cystofilobasidium capitatum pre jednotlivé média s hydrolyzovanymi cestovinami pri réznych obsahoch vody

Zo vsetkych kultivovanych médii pre rod Cystofilobasidium capitatum neboli pozorované
vyrazné narasty hodnoét susiny. Vacsina hodnot bola v porovnani so zdkladnym gluk6zovym
médiom (9,704 g/1) bud’ mierne alebo vyrazne nizSia. Jediny pozorovany ndrast bol pri
gluk6zovom médiu so 70% obsahom vody, ato o 17 % oproti zdkladnému gluk6ézovému
médiu. VysSie hodnoty suSiny ako v gluk6zovych médiach neboli pozorované v Ziadnom
z cestovinovych médii.

Produkcia ergosterolu v jednotlivych gluk6zovych médidch sa mierne zvySovala, ¢i
znizovala v porovnani s kontrolnym meédiom so 100 % vody, nijak vyznamne sa vSak
nemenila. AvSak zna¢né nadprodukéné schopnosti sa prejavili v cestovinovych médiach.
Koncentrécia ergosterolu dosahovala pri kultivacii na cestovinovom médiu pri 30% obsahu
vody ana médiu s hydrolyzovanymi cestovinami s obsahom vody 40 % najvyssie hodnoty.
Produkcia ergosterolu bola v porovnani so zakladnym gluk6zovym médiom 11-krat vyssia.
Pri dal$ich médiach s niz§im obsahom vody jeho koncentracia klesala aZ na hodnoty
porovnatel'né s koncentraciami na zdkladnom médiu.

Analyza karotenoidov ukazala vyznamnej$i narast produkcie B—karoténu v médidch
s pouzitim hydrolyzovanych cestovin a cestovin pri vysSich obsahoch vody. Najvyssi narast
bol pozorovany pri cestovinovom médiu s 80% obsahom vody. Hodnoty jeho koncentracie sa
pri vacSine ostatnych médii vyrazne od zakladného média nelisili alebo boli vyrazne nizsie a
v niektorych médiach sa B—karotén vobec nevyskytoval. Mimo produkcie f—karoténu bolo
analyzované aj celkové mnozstvo karotenoidov. K ich najvicsej produkcii dochadzalo
v médiach, kde sa B—karotén nenachadzal alebo nachédzal v podstatne nizsej koncentracii.
V médiu s odpadnym substratom zrejme dochadza k zmene distribcie pigmentov, mozno aj
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v zavislosti na dostupnosti kyslika, dusika a dalsich faktorov.  Najviac celkovych
karotenoidov bolo nameranych pri médiu s hydrolyzovanymi cestovinami a obsahom vody 40
% avmeédiu s cestovinami s 30% obsahom vody. v porovnani so zédkladnym gluk6ézovym
médiom je ich koncentracia 12-krat vyssia. V tychto médiach bola okrem najvyssej produkcie
karotenovych pigmentov a ergosterolu, 1 najvyssia produkcia koenzymu Q.

Vysledky poukazujii na schopnost’ kmena Cystofilobasidium capitatum vyuZivat aj
odpadové substraty ako zdroj uhlika a prezivat’ a produkovat’ v podmienkach znizenej vodne;j
aktivity. K lepSej utilizacii sacharidov z cestovin, a zaroven k lep$im produkciam sledovanych
metabolitov, vyrazne dopomohla kyslé hydrolyza.

5.1.2 Rod Rhodotorula glutinis

5.1.2.1 Morfologické zmeny kvasiniek v r6znych produkénych médiach

V jednotlivych sériach kultivacii, zoradenych podl'a mnozstva vody pouzitej pre pripravu
produkéného média, boli pozorované morfologické charakteristiky kmena Rhodotorula
glutinis. Jednotlivé série boli kultivované za rovnakych podmienok.

Obrazok 27: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Rhodotorula glutinis kultivovaného na glukdze (vl'avo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 100 % vody

F
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Obrazok 28: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Rhodotorula glutinis kultivovaného na glukéze (vl'avo),

cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 90 % vody

Obrazok 29: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Rhodotorula glutinis kultivovaného na glukdze (vl'avo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 80 % vody

Obrazok 30: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Rhodotorula glutinis kultivovaného na glukdze (vl'avo),
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cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 70 % vody

Obrazok 31: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Rhodotorula glutinis kultivovaného na glukoéze (vlavo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 60 % vody

Obrazok 32: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Rhodotorula glutinis kultivovaného na glukoéze (vlavo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 50 % vody
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Obriazok 33: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Rhodotorula glutinis kultivovaného na glukoze (vl'avo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 40 % vody

Obrazok 34: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Rhodotorula glutinis kultivovaného na glukédze (vl'avo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 30 % vody

43



Obrazok 35: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Rhodotorula glutinis kultivovaného na glukoéze (vlavo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 20 % vody

Obrazok 36: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Rhodotorula glutinis kultivovaného na glukéze (vlavo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 10 % vody

Bunky RG mali v zédkladnom glukézovom médiu gulaty az mierne vajcovity tvar bez
inych atypickych znakov. Bez zmeny boli aj bunky v gluk6zovych médiach pri obsahoch
vody 90 % az 70 %. Od 60 % boli bunky vyrazne deformované, zmensené a s vyrazne hrubou
bunkovou stenou ako nasledok posobenia zvyseného osmotického tlaku.

Pri cestovinovych médidch boli zmeny oproti zdkladnému médiu pozorované iba pri
obsahoch vody 60 % a 50 %, ato zhrubnutou bunkovou stenou a pretiahnutym tvarom.
v médiach s niz§im obsahom vody sa zacinaji objavovat’ zvacSené vakuoly.
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Pri pouziti hydrolyzovanych cestovin ako substratu mali pri obsahoch vody 60 az 30 %
pozorované bunky mierne zhrubnutii bunkovu stenu, nepravidelny tvar a zacali sa zhlukovat.
Prejavovali teda typicky vzhl'ad buniek v stresovom prostredi.

Zafarbenie médii sa mierne menilo len pri hydrolyzovanych cestovinach, ato od
bledohnedej (pri 100% obsahu vody) az to tmavohnedej (pri 10% obsahu vody). Glukézové
médium malo vyrazne oranzovu farbu, ktora bola sytejSia v médidch s niz§im obsahom vody.
Tu mézeme predpokladat’ vysoké vytazky produkcie karotenoidov. Cestovinové médium bolo

bledoruzové, az mierne oranzové a ich farba sa s obsahom vody vyraznejSie nemenila.

5.1.2.2 Produkéné vlastnosti na roznych typoch pouzitych médii

RG suSina
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Obrazok 37: Graf mnozstva suSiny pri jednotlivych médiach
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Obrazok 38: Graf znazoriujici mnozstvo ergosterolu, karotenoidov, koenzymu Q v bunkach kmena
Rhodotorula glutinis pre jednotlivé glukézové média s roznym obsahom vody.
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Obrazok 39: Graf znazoriujuci mnozstvo ergosterolu, karotenoidov, koenzymu Q v bunkach kmena
Rhodotorula glutinis pre jednotlivé média s cestovinami s roznym obsahom vody
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Obrazok 40: Graf znazoriiujici mnozstvo ergosterolu, karotenoidov, koenzymu v bunkach kmena

Rhodotorula glutinis pre jednotlivé glukézové média s hydrolyzovanymi cestovinami s réznym obsahom vody:.

Pri kultivacii rodu Rhodotorula glutinis vykazoval néarast biomasy len mierne zvySenie
v porovnani so zékladnym gluk6zovym médiom. Tento postupny narast dosahoval maximum
pri vSetkych typoch pouzitého substratu s obsahom vody 70 % pri glukéze a cestovinach
a 60 % pri hydrolyzovanych cestovindch. Maximalny narast bol pri glukézovom médiu
s 70 % vody a to 0 30 % v porovnani so zdkladnym médiom.

Vo vsetkych pouzitych médiach dany kmen produkoval ergosterol. Jeho koncentracia sa
vyraznej§ie menila pri pouziti médii s glukézou a cestovinami. NajvysSia hodnota
koncentracie bola zaznamenana pri glukozovom médiu s obsahom vody 10 % (3,4 mg/g
suSiny) Pri médiach s cestovinami a hydrolyzovanymi cestovinami je viditeIné zvySovanie
koncentracie ergosterolu s klesajucim obsahom vody. Vyrazné maximum dosahuje pri 20%
obsahu vody. Aj napriek tomu je vSak maximalna produkcia ergosterolu v tychto médiach
v porovnani s glukézovym médiom s 10%obsahom vody len tretinova.

Produkcia koenzymu Q dosahuje najvysSie hodnoty len v glukézovych médiach, ato
najmi v médiach s niz§im obsahom vody (okolo 180 ug/g susiny). Rovnako je to 1 v médiach
s odpadovym substraitom. VysSie vytazky koenzymu Q boli namerané v cestovinovych
médiach a v médiach s hydrolyzovanymi cestovinami pri 20% obsahu vody.

Dalsou analyzovanou zlozkou s karotenogénne latky. v niektorych médidch bola
zaznamenana zvySena produkcia f—karoténu oproti zdkladnému médiu, najméd v médiach s
glukoézou a cestovinami pri obsahoch vody 10 az 40 %. NajvyraznejSie zlepSenie v jeho
produkcii vSak bolo namerané pri produkénom médiu s hydrolyzovanymi cestovinami pri
20% obsahu vody. v tomto pripade bola hodnota jeho koncentracie az 1,29 mg/g suSiny
(zékladné médium— 0,42 mg/g suSiny). v rovnakom médiu bola tieZ namerand maximalna
koncentracia celkovych karotenovych pigmentov. Vytazok z tohto média bol vysoky aj vd’aka
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ziskanej biomase, ktorej koncentracia bola porovnatel'na so zakladnym glukézovym médiom.
To je d’alsi dokaz, ze hydrolyza odpadovych materidlov napomaha lepsSej utilizacii danych
uhlikatych zdrojov kvasinkami.

Ziskané vysledky su dokladom, Ze polosuché kultivacie karotenogénnych kvasiniek s
pouzitelné a optimalizacia ich podmienok zasluhuje d’alsie stadium.

5.1.3 Rod Sporobolomyces roseus

5.1.3.1 Morfologické zmeny kvasiniek v r6znych produkénych médiach

V jednotlivych sériach kultivacii, zoradenych podl'a mnozstva vody pouzitej pre pripravu
produkéného média, boli pozorované morfologické charakteristiky kmena Sporobolomyces
roseus. Jednotlivé série boli kultivované za rovnakych podmienok.

Obrazok 41: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Sporobolomyces roseus kultivovaného na glukoze (vl'avo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 100 % vody
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Obrazok 42: Vzhlad médii a morfologia kmena Sporobolomyces roseus kultivovaného na glukoze (vl'avo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 90 % vody

Obrazok 43: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Sporobolomyces roseus kultivovaného na glukoze (vl'avo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 80 % vody

Obrazok 44: Vzhl'ad médii a morfoldgia kmena Sporobolomyce sroseus kultivovaného na glukoze (vlavo),

cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 70 % vody
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Obriazok 45: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Sporobolomyces roseus kultivovaného na glukoze (vlavo),

cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 60 % vody

Obriazok 46: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Sporobolomyces roseus kultivovaného na glukéze (vl'avo),

cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 50 % vody
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Obrazok 47: Vzhl'ad médii a morfoldgia kmena Sporobolomyces roseus kultivovaného na glukoze (vlavo),

cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 40 % vody

Obrazok 48: Vzhl'ad médii a morfologia kmena Sporobolomyces roseus kultivovaného na glukoze (vl'avo),

cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 30 % vody

Obrazok 49: Vzhlad médii a morfologia kmena Sporobolomyces roseus kultivovaného na glukoze (vl'avo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 20 % vody
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Obrazok 50: Vzhlad médii a morfologia kmena Sporobolomyces roseus kultivovaného na glukoéze (vl'avo),
cestovinach (stred) a hydrolyzovanych cestovinach (vpravo) pri 10 % vody

Bunky kmena SR mali ako v zdkladnom glukézovom médiu tak aj pri ostatnych
glukézovych médiach vyrazne citronovy tvar s vyraznejSou bunkovou stenou. Odchylka bola
pozorovana len pri médiu so 40% obsahom vody.

Kvasinky tohto rodu st vyrazne citlivejS§ie na nutricné zmeny ¢i stres v porovnani s
ostatnymi dvoma Studovanymi kmenmi. Je to vidiet’ hlavne na tvare buniek z cestovinovych
médii, kde maji bunky vyrazne pretiahnuty tvar atvoria retiazky. v médiach
s hydrolyzovanymi cestovinami sa bunky rychlejSie adaptovali na stresové podmienky, moze
to byt’ aj vd’aka uvol'nenému mnoZzstvu monosacharidov po kyslej hydrolyze.

Zafarbenie médii sa pri pouZiti glukozy a cestovin s obsahom vody vyrazne nemenilo. Pri
glukéze boli fermentované média vyrazne oranzovej farby a cestovinové ruzové az mierne
oranzové, C¢o poukazuje na pravdepodobne odlisné produkcie pigmentov. Média
s hydrolyzovanymi cestovinami ako substratom sa so znizujicim obsahom vody menili len
mierne z bledohnedej na mierne tmavsie odtiene.
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5.1.3.2 Produk¢né vlastnosti na roznych typoch pouzitych médii

SR susSina

c(g/)

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

M gluk6za M cestoviny ® hydrolyzované cestoviny

Obrazok 51: Graf mnozstva susiny pri jednotlivych médiach

¢ (ug/g susiny)
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B beta-karoten W ergosterol M celkove karotenoidy  ® coenzym Q

Obrazok 52:Graf znazornujici mnozstvo ergosterolu, karotenoidov, koenzymu Q v bunkach kmena

Sporobolomyces roseus pre jednotlivé gluk6zové média s roznym obsahom vody.

53



SR cestoviny
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3500

3000
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M beta-karoten  m ergosterol M celkove karotenoidy M coenzym Q*10

Obrazok 53: Graf znazoriujici mnozstvo ergosterolu, karotenoidov, koenzymu Q v bunkach kmena

Sporobolomyces roseus pre jednotlivé cestovinové média s rdznym obsahom vody.

¢ (ug/g susiny)

€000 SR hydrolyzované cestoviny
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B beta-karoten M ergosterol m celkove karotenoidy M coenzym Q

Obrazok 54: Graf znazornujici mnozstvo ergosterolu, karotenoidov, koenzymu Q v bunkach kmena

Sporobolomyces roseus pre jednotlivé média s hydrolyzovanymi cestovinami s roznym obsahom vody.
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Sporobolomyces roseus je kmen karotenogénnych kvasiniek, ktory méa oproti ostatnym

v

v médiach, avSak dosahuje najvyssie produkcie karotenoidov.

Produkcia biomasy dosahovala svoje maximalne vytazky v médiach vo vsetkych typoch
uhlikatého zdroja vzdy pri 80—-60% obsahu vody (7,48 g/l — hydrolyzované cestoviny, 70%
vody). v médiach s obsahom cestovin bola vSak produkcia biomasy najnizSia. Je to
zapri¢inené pravdepodobne malym obsahom potrebnych jednoduchych sacharidov
v komplexnom substrate.

Vseobecne mozno konstatovat’, ze produkcie ergosterolu a koenzymu Q dosahovali svoje
maximd v médiach s niz§im obsahom vody, priblizne od 40%. NajvysSia produkcia
ergosterolu  bola dosiahnuta v médiu s cestovinami a hydrolyzovanymi cestovinami
s obsahom vody 30%, a to 2,2 a 3,2 mg/g susiny. v gluk6zovych médidch boli vytazky nizsie,
najvyssia dosiahnutd koncentracia bola 0,78 mg ergosterolu/g susiny v gluk6zovom médiu s
80% obsahom vody. Rovnako to bolo aj s koenzymom Q, kde najvyssie produkcie boli
namerané v hydrolyzovanych médidch s nizkym obsahom vody (0,25 -0,30 mg/g suSiny).
Zvysené produkcie tychto lipidovych metabolitov v médidch s nizkym obsahom vody
naznacuju zmeny v metabolizme biosyntézy sterolovych latok v membranach kvasiniek ako
ochrana proti vonkajSiemu osmotickému stresu.

V produkcii B—karoténu boli dosiahnuté najvysSie vytazky v médiu s hydrolyzovanymi
cestovinami s 10% obsahom vody (2,9 mg/g suSiny) a cestovinami s 30% obsahom vody
(2,4 mg/g susiny). U glukozovych médii boli vytazky f—karoténu nizsie. Pozoruhodné obsahy
celkovych karotenoidov boli namerané v médiach s odpadovym substraitom, ako aj
v gluk6zovych médiach. Najvyssi dosiahnuty vytazok predstavoval 5,6 mg karotenoidov/g
susiny v médiu s hydrolyzovanymi cestovinami s 10% obsahom vody.

Z uvedenych vysledkov moézeme konstatovat’, Ze nami Studované karotenogénne kvasinky
st schopné utilizacie odpadového materialu ako zdroju uhlika. Hydrolyza daného materialu
eSte umozZnila lepSie vyuZitie sacharidov pre rast a produkciu pigmentov.

Postupné znizovanie obsahu vody v jednotlivych séridch produkénych médii sposobovalo
vys§i osmoticky tlak na membrany buniek. Kvasinky sa snaZili vyrovnat so stresovymi
podmienkami vy$$imi produkciami ochrannych metabolitov, ¢o st nami sledované lipidické
latky, viazané prave na membranu.

Vyuzivanie odpadovej suroviny anizkeho mnozstva kultivatnej vody v reZime
polosuchych kultivécii je z hl'adiska priemyslovej produkcie vyznamnych metabolitov urcite
vel'mi perspektivne a efektivne.

5.2 Analyza obsahu redukujucich cukrov v pouzitych cestovinovych médiach

V nezaockovanych médiach obsahujucich odpadné substraty (cestoviny) bolo stanovené
mnozstvo pritomnych redukujucich sacharidov metédou Somogyiho—Nelsona (vid'. kapitola
Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.). Ich koncentracia bola stanovena v médiu s cestovinami
pred sterilizaciou, po sterilizacii a po kyslej hydrolyze (vid. kapitola 4.4.3). Pre vypocet
koncentracie bola zostrojend kalibracnd krivka zavislosti absorbancie na koncentracii.
Namerané hodnoty a vysledky st uvedené v grafe a tabul’ke.
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Kalibra¢na krivka pre vypocet obsahu redukujucich sacharidov
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Obrazok 55: Graf zavislosti absorbancie na koncentracii redukujicich sacharidov
Tabul’ka 5: Mnozstvo redukujucich sacharidov v jednotlivych médiach
Médium Absorbancia | Riedenie | Koncentracia (mg/ml)
Cestoviny pred sterilizaciou | 0,302 10x 0,196
Cestoviny po sterilizacii 0,871 10x 0,493
Hydrolyzované cestoviny 0,414 1000x 26,544

Na pripravu jednotlivych médii boli pouzité 3 g cestovin v 100 ml vody. Podl'a vysledkov
uvedenych vtabulke 5 sa pred steriliziciou a po nej uvolnilo len malé mnoZstvo
redukujicich sacharidov. Sterilizacia pravdepodobne nema vyznamny vplyv na rozklad
komplexnych sacharidov a teda na hodnoty redukujucich sacharidov v médiach. Naproti tomu
po kyslej hydrolyze sa z 3 g cestovin uvolnilo 2,65 g redukujlcich sacharidov, ¢o je
88,5 hm %. ZloZenie na obale od vyrobcu tychto cestovin uvadza, ze obsahuju 85 % pSenicnej
muky a2 % pasterizovane] vajecnej zmesi. Kyslad hydrolyza dokdze znalne rozstiepit
komplexné sacharidy zodpadového materidlu, atym umoznit' vyuZitie jednoduchych
monosacharidov kvasinkami ako hlavny uhlikaty zdroj energie. Tomu odpoveda aj produkcia
biomasy a metabolitov u kvasiniek kultivovanych na cestovinach, ktora je ovela niz$ia neZ na

hydrolyzovanych cestovinach.

56



Mnozstvo redukujticich sacharidov uvol'nenych v cestovinovych
médidch
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Obrazok 56: MnozZstvo redukujucich sacharidov uvolnenych v cestovinovych médiach

5.3 ,,Semisolid fermentation* -Polosuché kultivacie na Petriho miskach s cestovinovym
substratom

Po tuspesne dosiahnutych vysledkoch kultivacii v produkénych médiadch s postupne sa
znizujucim obsahom vody —tzv. semi-SSF (polosuché kultivacie), bol prevedeny este
kultivany experiment na Petriho miskach obsahujtcich cestoviny a ostatné zlozky média
s 10% obsahom vody bez neustdleho trepania na trepacke. Hlavnym cielom tohto
experimentu bolo zistit’, ako bude povrch odpadového substratu porasteny kvasinkami, ¢i sa
kvasinky budi dat’ l'ahko oddelit od tuhého materidlu a v neposlednej rade i produkcia
karotenoidov.

»d0lid state fermentation® experiment bol zahajeny pripravou sterilného produkéného
substratu na Petriho miske a naslednym zaockovanim INO II. Tekutd cast’ z inokula sa
z prevaznej Casti vsiakla do cestovinového substratu. Kultivacia prebiehala 80 hodin za
neustaleho osvetlenia a teplote 28°C. Po skonceni kultivacie bol substrat preplachovany cez
niekol’kokrat zlozeni gizu destilovanou vodou na oddelenie buniek od cestovin. Cast
kvasiniek prechadzala s destilovanou vodou do zbernej kadicky, ale Cast’ ostala zachytena na
povrchu substratu. Pri mikroskopickom pozorovani buniek vSak bola zistend bakteridlna
kontaminédcia u vSetkych troch sledovanych karotenogénnych kmenov. Naslednd analyza
karotenoidov tak nebola uskutoCnena.

Do dalSich experimentov by bolo vhodné zaradit® optimalizdciu kultivacie na
cestovinovom substrate, popripade vol'bu vhodnejSieho substratu, a optimalizaciu sterilizacie
tuhého substratu na Petriho miskach alebo vinych kultivaénych nadobéach. Z casovych
dovodov to vSak ostdva predmetom Stidie nasledujucich prac. Kultivacie na tuhych
substratoch sa zdaju byt efektivnym ndastrojom priemyslovej biotechnologickej produkcie
aktivnych latok a pozadovanych metabolitov pri nizkych kapitadlovych nékladoch a zaroven
vysokych vytazkoch alebo pri produkcii obohatenej biomasy na tuhych substratoch
vyuzivanych v krmivarskom priemysle.
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6 ZAVER

Préaca bola koncipovana ako screeningova porovnavacia Stadia. Jej ciel'om bolo testovanie
moznosti a pripadnad optimalizacia kultivaénych podmienok vybranych karotenogénnych
kvasiniek v podmienkach polosuchej kultivacie (SSF) s vyuzitim odpadnych substratov.
Cielom takychto kultivacii by mohla byt produkcia biomasy bohatej na lipidické latky,
obzvlast karotenogénne pigmenty. Takto ziskand biomasa moéze byt vyuzita vo
farmaceutickom, potravinarskom ¢i pol'nohospodarskom priemysle (krmovina). Podobné
Studie sa zaoberali r6znymi sposobmi zvySenia produkcie ziadanych metabolitov cielenym
posobenim roéznych exogénnych stresovych faktorov, zmenami zlozenia médii ¢i genetickymi
manipulaciami.

Vtejto praci boli pre Stadium vybrané tri kmene karotenogénnych kvasiniek:
Cystofilobasidium  capitatum CCY 10-1-1, Rhodotorula  glutinis CCY 20-2-33
a Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4. Tieto kmene boli nasledne kultivované na troch
r6znych druhoch médii liSiacich sa od seba druhom pouzité¢ho substratu (glukédza, cestoviny,
hydrolyzované cestoviny) a obsahom vody. Po ukonceni kultivicie bola ziskana biomasa
analyzovana. Jej ndrast bol sledovany turbidimetricky a obsah sledovanych sekundarnych
metabolitov (B—karotén, ergosterol, koenzym Q, celkové karotenoidy) bol analyzovany
metdédou HPLC.

Pri kmeni Cystofilobasidium capitatum bol zaznamenany najviac¢s$i pozorovany ndrast
biomasy na glukézovom médiu s 70% obsahom vody, a to 11,3 g/l. Pri ostatnych kvasinkach
to bolo 10,5 g/l pri kmeni Rhodotorula glutinis (gluk6zové médium 70 %) a 7,5 g/I pri kmeni
Sporobolomyces roseus (hydrolyzované cestoviny 80 %). ZvySenie produkcie bolo
pravdepodobne spdsobené nasledkom nutricného stresu, ale aj slabého indukéného efektu

vwe

Sporobolomyces roseus.

V produkcii  karotenoidov bola ich najvysSia koncentracia zistend pri kmenoch
Sporobolomyces roseus (hydrolyzované cestoviny 10 %) a Cystofilobasidium capitatum
(hydrolyzované cestoviny 40%). Koncentracia karotenoidov bola u oboch kmenov 5,6 az
5,7 mg/gram suSiny. Rozdiel bol vtype produkovanych pigmentov. Zatial ¢o v kmeni
Sporobolomyces roseus bola koncentracia B—karoténu 2,7 mg/g suSiny, u Cystofilobasidium
capitatum prevazovala produkcia celkovych karotenoidov, produkcia P-karoténu bola
minimalna a v niektorych pripadoch nulovéa. Rozdiel v tychto kultirach bol este v produkcii
biomasy, kde jednoznacne vysSiu hodnotu dosiahol kmen Cystofilobasidium capitatum.

Vsetky sledované kmene tvorili pri vSetkych pouZitych médiach ergosterol a koenzym Q.
NajvyssSia koncentracia oboch metabolitov bola zaznamenané pri kmeni Cystofilobasidium
capitatum (hydrolyzované cestoviny 40 %) ato 3,5 mg/g suSiny pre ergosterol a 0,7 mg/g
suSiny pre koenzym Q. v porovnani so zdkladnym glukézovym meédiom je koncentracia
tychto metabolitov znacne vyssia ale produkcia biomasy je o 35 % niZSia.

Polosuché¢ (SSF) kultivacie sa do buducnosti javia ako vyhodny sposob produkcie
niektorych sekundarnych metabolitov kvasiniek. Kultivacie mdZzu prebiehat’ na Sirokom
spektre odpadnych materidlov, avSak nie pre vSetky druhy mikroorganizmov je tento typ
fermentacie vhodny. Vyuzitie SSF kultivacie u karotenogénnych kvasiniek vyzaduje d’alSie
Stadium v nadvizujtcich pracach.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

HPLC
CC
RG
SR
SSF
INO

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia
Cystofilobasidium capitatum

Rhodotorula glutinis

Sporobolomyces roseus

,,Solid-state fermentation

inokulum
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