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ABSTRAKT

Diplomova prace zkouma vliv biologického stresu vyvolaného za podminek kokultivace
heterotrofnich (kvasinky) a autotrofnich (mikrofasy, sinice) organismu na produkci obohacené
kombinované biomasy. Mezi sledované skupiny latek patfi karotenoidy (B-karoten, lutein,
lykopen, astaxanthin, torularhodin), chlorofyly A a B, ergosterol a ubichinon. Déle byla
analyzovana produkce lipidl, a to z hlediska obsahu v biomase a profilu mastnych kyselin.
V prvni ¢asti prace byla prozkoumana produkce biomasy kvasinek produkovana v ptitomnosti
nékolika raznych zdroji dusiku. Jako zdroj uhliku byl vyuZzivan glycerol. Nasledné probé&hla
kokultivace kvasinek s mikrofasami a sinicemi v mlutikultivatoru, kde byla postupné
zvySovana koncentrace vybranych makroprvka (dusiku, hot¢iku a fosforu). Posledni ¢ast prace
byla zaméfena na kokultivaci kvasinek a mikroras v laboratornim fermentoru. Na produkci
celkové biomasy mél nejlepsi efekt zvySeny obsah hoi¢iku a vysoky obsah dusiku v zékladnim
médiu. Vlivem dvojnasobného obsahu dusiku spolecné s fosforem bylo dosazeno nejlepSich

koncentraci karotenoidti. Produkce chlorofyla byla oproti karotenoidiim vyrazné nizsi.

Klicova slova: kokultivace, karotenogenni kvasinky, mikrofasy, sinice, obohacena biomasa



ABSTRACT

The diploma thesis is focused on the influence of biological stress formed by co-cultivation of
heterotrophic (yeasts) and autotrophic (microalgae and cyanobacteria) organisms on the
production of enriched biomass. The monitored groups of substances include carotenoids (p-
carotene, lutein, lycopene, astaxanthin, torularhodin), chlorophylls A and B, ergosterol and
ubiquinone. Further, production of lipids was analyzed in the terms of fatty acid profile and
lipid content in biomass. In the first part of the work, the yeast biomass production was
investigated using different nitrogen sources. Glycerol was used as a carbon source in all parts
of the work. Subsequently, the co-cultivation of yeasts with microalgae and cyanobacteria took
place in a multicultivator with gradual increase of selected macroelements — nitrogen,
magnesium and phosphorus. The last part of the work was focused on the co-cultivation of
yeasts and microalgae in a laboratory fermenter. The best effect on the production of total
biomass was the increased magnesium content and high nitrogen content in the basic medium.
The best concentrations of carotenoids were achieved due to the double nitrogen and
phosphorus content together. Chlorophyll production was significantly lower compared to

carotenoids.

Keywords: co-cultivation, carotenogenic yeasts, microalgae, cyanothece, enriched biomasss
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UvVOD

V poslednich letech se v fadé zemi svéta postupné zlepSuji zivotni podminky a stoupa troven
zivota. S sebou tento trend nese hlubsi zajem a znalosti o svét kolem sebe a také péci o sebe
samého. Se zvySujici se zivotni Urovni jsou spojeny 1 nékteré negativni jevy, jednim z nich je
kontinualni a zvySujici se produkce odpadnich produkti. Jako priklad l1ze uvést znecistovani
povrchovych vod, produkci odpadnich vod, produkci S$patné rozlozitelnych odpadnich
materialQ, spotfebovavani fosilnich zdroji, uvoliiovani vice Skodlivin do ovzdusi, zvySovani

uhlikové stupy a fadu dalSich.

Moderni obor biotechnologie zkouma moznosti vyuziti zivych organismd, bun¢k a zejména
mikroorganizmu k feSeni vySe uvedenych problému. Pokrok byl dosazen naptiklad v oblasti
produkce biopaliv nékolika generaci. V posledni dob¢ se osveédcily mikrofasy a karotenogenni
kvasinky jako alternativni producenti hojného mnozstvi lipidickych latek, a tedy vyuziti jejich
biomasy je vhodné pro biopaliva. Dulezity fakt je ten, ze mikroorganismy jsou schopny

vyuzivat jako zdroj zivin razné odpadni substraty z mnoha prumyslovych odveétvi.

S rozvojem prirodnich véd roste i aplika¢ni potencial mikroorganismi. Kromé paliv zaujima
vyznamné misto 1 produkce obohacené biomasy, naptiklad u mikroras nebo karotenogennich
kvasinek. Vysoka produkce fady biologicky aktivnich latek a antioxidanti umoziuje jeji
aplikaci jako soucast lidské potravy nebo dopliika stravy, dale také v krmivaiském sektoru a
akvaristice. Aplikace takové biomasy, nebo jejich metabolitt je také vhodna v kosmetickém

prumyslu.

Tato diplomova prace se zabyva studiem moznosti produkce kombinované obohacené biomasy
pochézejici z kokultivace mikrofas a kvasinek. Cilem je testovani a nastaveni vhodnych
kultiva¢nich podminek tak, aby bylo mozné docilit fizené produkce kvalitni biomasy

s vysokym obsahem biologicky vyznamnych a vzacnych metabolitt.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Mikrorasy

Mikrofasy jsou fotosyntetické jednobunécné mikroorganizmy, které lze nalézt v riznych
suchozemskych a moiskych ekosystémech, ve vodach slanych i sladkych. V prubéhu
poslednich 3,5 miliardy let se postupné vyvinuly z prokaryotickych cyanobakterii a v dnesni
dobé rozeznavame nékolik set tisic druhti mikrofas. Fylogeneticky fadime mikrofasy mezi
eukaryotni i prokaryotni organizmy. Rozmanitost téchto mikroorganizmi je Siroka a souvisi
s velkou sSkalou produkovanych metabolith a probihajicich reakci v jejich buiice. Tyto
primitivni organizmy maji schopnost autotrofniho zptasobu vyzivy, tedy fixuji oxid uhlicity a
slunecni energii. Mikrotasy jsou schopny takto zachycovat az 10krat u€inngji uhlik nez nékteré
jiné suchozemské rostliny. Zajimavy je také obsah biologicky aktivnich latek produkovanych
jejich metabolizmem, mezi néz patii polynenasycené mastné kyseliny s fetézcem delSim nez
20 uhlikt, karotenoidy, pigmenty a také enzymy produkované za stresovych podminek.
Mikrotasy jsou vyznamnym producentem antioxidacnich latek, jako jsou P-karoten,
astaxanthin, lutein, aj. Antioxidanty z pfirodnich zdrojii vykazuji vyssi stabilitu a jsou vhodné;jsi
pro lidskou spotfebu nez nékteré bézné pouzivané syntetické antioxidanty [1]. Kromeé
zminénych latek v organizmu mikrofas shleddvame také vhodny obsah mineralnich a
stopovych prvkd, které maji také pozitivni vliv na lidsky organizmus. Jejich obsah v biomase
mikrofas je vyvazeny a vétSinou v souladu s doporu¢enym dennim piijmem téchto prvka. U
nékterych kmen motskych mikrofas muze byt napf. n€kolikrat vyssi obsah jodu na gram
susiny, nez je vyskyt tohoto prvku v bézné stravé. Pozitivni je také fakt, ze mikroprvky jsou
v biomase mikofas vazané na organické molekuly (pigmenty, aminokyseliny, mastné kyseliny,
aj., coz umoziuje jejich lepsi vyuziti organismem nez ve formé anorganickych soli [2].
V poslednich letech dochazi ke zvySenému zajmu spotiebitelli o pfirodni zdroje nutri¢nich
slozek, coz podporuje mySlenku biotechnologické produkce mikrobialni biomasy [1].
Vzhledem k biochemickému slozeni biomasy je zadouci jeji obohaceni pro zvySeni nutricni
hodnoty potravin a krmiv pro zvifata, napt. v akvakultufe. U nékterych latek produkovanych
mikrofasami byly prokazany blahodarné ucinky na zivé organizmy. Mnohé biologicky aktivni
latky obsazené v biomase téchto mikroorganizmli vykazuji vlastnosti antibakterialni,
antifungalni, protivirové nebo protizanétlivé [3]. Postupné vycCerpavani fosilnich zdroji energie
piivedlo védce k myslence vyuziti biotechnologickych postupti ke zmirnéni dopadi tohoto

trendu. V souvislosti s praci s fosilnimi zdroji energie je také vhodné zminit vyuziti mikrofas
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jako zdroje pro tzv. biopaliva. Mikrotasy jsou schopny vyprodukovat mnohokrat vétsi mnozstvi
oleji nez nékteré suchozemské rostliny, napf. slunecCnice nebo palma olejna. Schopnost
mikrofas akumulovat organické latky, nutrienty a zaroven odbouravat odpadni matrice
z ruznych zdroji mize snizit obecné negativni vliv civilizace na zivotni prostiedi [4]. Pé€stovani
mikrofas nezatézuje zivotni prostiedi odlesnovanim ploch a také nedochazi k zabirani
zemedelské ptidy vhodné pro péstovani plodin. Jejich kultivace neni sezonni, tudiz neni potieba

aplikovat herbicidy ani pesticidy a v jejim prub€hu nevznikaji kontaminanty [3].

1.1.1 Stélka ras

Rasy se mohou vyskytovat ve formé& jednobun&éné i mnohobuné&éné. Mnohobuné&éné fasy maji
télo tvoreno stélkou, tedy utvarem, u kterého neprobéhla diferenciace pletiv, kromé pletivnych
stélek. Tyto stélky se objevuji u fas nejvyvinutéjsich. Jejich Clenéni na rhizoidy, fyloidy a
kauloidy odpovida tvarim tél vysSich rostlin — kofeny, stonek a list. Z hlediska slozitosti stavby
stélek se vyskytuji v pfirodé€ jejich rizné organizacni stupn€. Jednobunéc¢né tasy vykazuji
charakter stélky monadoidni, ktera je tvorena biciky a je schopna pohybu, také rhizopodialni,
jedno 1 vicejadernou, dale kapsalni typ, podobna monadoidnimu, avSak obsahuje bunécnou
sténu s obsahem slizu, mozny je i vyskyt bi¢ikd, bez schopnosti pohyblivosti. V posledni fadé
se vyskytuje u jednobunécnych tas typ kokalni stélky, coz je forma nepohybliva s vytvorenou
bunécnou sténou. U mnohobunécnych zastupci prevliada stélka trichalni s jednojadernymi
bunkami. Tento typ vytvafi jednoducha nebo vétvena vlakna. DalSim typem stélky vyskytujici
se u mnohobunécnych tas je heterotrichalni nebo sifonokladalni slozena z mnohojadernych
bunék, dale pseudoparenchymaticka s moznosti déleni bunék ve dvou nebo tfech vzajemné
kolmych rovinach. Tato schopnost umoziuje vznik plochych listovych stélek nebo téch
s prostorové usporadanymi butikami se schopnosti jejich diferenciace a rozliSeni pletiv.

Existuje takeé typ stélky sifonalni s trubicovitym tvarem [5].

1.1.2 RozmnozZovani ras

U fas pozorujeme rozmnozovani pohlavni, nepohlavni i vegetativni. Nepohlavné se fasy
rozmnozuji pomoci vytrusu. Tyto utvary mohou byt pohyblivé zoospory nebo nepohyblivé
aplanospory. Nepohlavni roznozovani u jednobunéénych fas zaznamenavame vétSinou
bunécnym délenim, také zoosporami, aplanosporami nebo autosporami.

Vegetativni typ rozmnozovani u fas znamena nejcastéji fragmentaci stélky a také tvorbu spor,
akinet. Pomoci akinet fasy dokazou piekonat obdobi nepfiznivych podminek. B&hem

pohlavniho rozmnozovani dochazi ke splyvani jader bunék, tedy karyogamii. Vznikaji pohlavni
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buriky, gamety. Béhem karyogamie probiha kombinovani genotypd, tedy gametogamie.
Existuje gametogami trojiho typu. Izogamie zajiStuje splynuti gamet stejného vzhledu a
velikosti. Splynuti gamet stejného vzhledu, ale jiné velikosti se nazyva anizogamie. Poslednim
typem je oogamie, kdy samci pohybliva gameta oplodni samici nepohyblivou oosféru. Jinym
moznym pohlavnim zptisobem rozmnozovani fas je gametangiogamie (gametangie). Pfi tomto
zpusobu rozmnozovani dochazi ke splynuti celych gametangiich, netvoii se tedy pohlavni
buriky. Splynutim protoplasti somatickych bunék se netvoii ani gamety ani gametangia.
Prikladem mlze byt konjugace spajivek.

Splynutim pohlavnich bunék vznika zygota. U zygoty vétSinou nasleduje ztloustnuti bunécné
stény a kpfeméné v zygosporu, jenz slouzi k pfekonani nepfiznivych podminek. U
haplodiplontnich fas vyrusta zygoty sporofyt. Podle charakteru a pribéhu Zzivotniho cyklu
délime fasy na tfi typy — haplotni, haplodiplontni a diplontni. U fas haplontnich pfevazuje
haploidni generace. Z vegetativni haploidni stélky vznikaji gamety a naslednou kopulaci
diploidni zygota. Potom nasleduje meidza, jejimz dasledkem je vznik haploidnich bunék
vyroste nova haploidni stélka. Jinak je to v pfipadé fas haplodiplontnich. Tito zastupci se
vykazuji tzv. rodozménou. V jejich zivotnim cyklu se stfida haploidni generace gametofyt
s diploidni generaci sporofytem. Poslednim typem jsou fasy diplontni. U téchto jedincu
zaznamenavame pievahu diploidni faze. Haploidni faze cyklu je pfitomna pouze u gamet

vznikajicich po meidze ve specializovanych organech vegetativni stélky [5] [6].

1.1.3 Zelené rasy

Zelené tasy (Chlorophyta) jsou aerobni fotosyntetické organizmy majici eukaryotni bunku.
Jsou charakteristické také ptitomnosti dvoumembranovych organel chloroplasti uvniti buriky
s obsahem zelenych pigmentt chlorofylt. Stavba téla téchto organizmi se necleni na kofen,
stonek a listy, nazyva se thallus (stélka). Taxonomicky zelené fasy jsou fazeny do tfidy

Chlorophyceae, ktera je povazovana za nejvice riznorodou tridu ze vSech fas [7].

1.1.3.1 Rod Scenedesmus

Rod Scenedesmus je rod zelenych tas fadici se do oddéleni Chlorophyta a ttidy Chlorophyceae.
Mozna forma zivota u téchto mikrofas je jako jednobunécny organizmus, ale velmi Casto
vytvati kolonialni formu, tzv. cenobia. Tento systém tvofi linearné usporadané buriky o poctu
2,4,8, nebo dokonce 16 jedincich v jedné fadé srostlé bocnimi st€énami. Zastupci se vyskytuji
hojné celosvétove v piirode ruznych klimatickych podminek. Ve stojatych vodach tvori velkou

cast fytoplanktonu a jsou vhodni jako potrava zooplanktonu pro jiné vodni organizmy, napft.
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perloocky. Koncem cCervna a zaCatkem Cervence muzeme pozorovat jejich zvySeny vyskyt.
Kultura S. obliquus (Obrazek 1) a S. obtusus se produkuje velkokapacitné jako potraviny

z diivodu jejich vysokého obsahu bilkovin a mineralnich prvka [7] [8].

Obrazek 1 S. obliquus [9]
1.1.3.2 Rod Chlorella

Tato jednobunécna fasa je tvofena nepohyblivymi buikami sférického tvaru o velikosti
v pruméru 2-10 um. Kultivace této fasy nevyzaduje narocné podminky a poskytuje hojny nartst
biomasy. Zastupci maji zabudovany fotosynteticky aparat, jenz zajistuje tvorbu chemické
energie z energie slunecni. Tento systém je schopen fungovat i1 pii nizkych hodnotach
svételného zareni. Metabolismus fasy dokaze také odbouravat jako organicky zdroj uhliku
glukézu v podminkach tmy. V dnesni dobé se vyuziva jeji biomasa jako doplnék stravy
z divodu vyssiho obsahu aminokyselin, mineralnich prvki a vitamind. Z hlediska vyssi
produkce lipidickych latek je také vhodna pro produkci biopaliv. Chlorella patii mezi nejvice
tolerantni mikrotfasy pro alternativni zpusob ¢isténi odpadnich vod za produkce obohacené
biomasy [10]. Zastupci se mohou vyskytovat na vlhkych pudach, sténach, kafe stromu,
sladkovodnich vodach a také odpadnich vodach. Nékteré druhy fasy ziji v symbioze v téle

bezobratlych jako tzv. Zoochlorella [7] [11].

Obrazek 2 Chlorella sp. [12]
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1.1.3.3 Rod Coccomyxa

Rod Coccomyxa je tvoren volné zijicimi zastupci zelenych fas, které se vyskytuji v fadé
stanovist a ekosystému. Zastupci jsou zarazeni do nékolika desitek druhd [13]. Podle zptsobu
zivota v prirodé se oznacuji jako liSejnikové a endofytické fotobionty. Nekteti jedinci parazituji
v moiskych zivocisich. Bunku téchto fas tvoii z velké Casti chloroplast a vysoky obsah lipida.
Jejich vysoka odolnost vii¢i nepfiznivym podminkam umoziuje jejich vyskyt na extrémnich
mistech, jako jsou napf. prostiedi s pH 2,6, polarni oblasti pfi teplotach az -88 °C nebo jezirko
na chlazeni vyhotelého paliva jaderného reaktoru [14].V podminkach nedostatku nékterych
zivin (dusik, fosfor a sira) byl zji§tén vztah se zvySenou antioxidacni aktivitou u zastupce C.
onubensis, jako obranou proti narlstajici koncentraci kyslikovych radikalti v buikach.
Vysledky naznacuji také mozné vyuziti antioxidacniho systému mikrotasy jako senzoru

oxidac¢niho stresu v prosttedi nedostatku zivin [15].

Obrazek 3 Coccomyxa sp. [16]
1.2 Sinice

Sinice patfi mezi nejstarsi oxygenni fotoautotrofni organizmy na svété. Fylogeneticky se jedna
o prokaryotické gram-negativni bakterie mikrotfas. Podle obsahu hlavniho zastoupeného
pigmentu c-fykocyaninu v jejich burikach, maji pfevazn€ modro-zelnou barvu a nazyvame je
také modro-zelené fasy. Tyto organizmy jsou schopny pfezit téméf na vSech moznych
stanovistich, diky jejich schopnosti syntetizovat si rizné slouCeniny za pomoci vyuziti radiacni
energie. Vyskytuji se jako jednobunécné i mnohobunécéné formy zivota, vlaknité nebo
agregované v koloniich. Existuje také vyskyt voln€ Zijicich kmenti nebo v symbiotickém souziti
s jinymi organizmy. Od ostatnich fas se li§i nepravidelnym organizovanim bunécnych organel
a jejich pigmenty nejsou omezeny na jednotlivé chromatofory, ale vyskytuji se volné

v cytoplazmé. Buiika obsahuje primitivni jadro bez jaderné membrany a jadérka. Pohyb bun¢k
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neni zajiStén biCiky, avSak pomoci klouzavého pohybu. Vyuziti sinicové biomasy pfinasi
moznosti napf. v enzymovych technologiich, kde jsou bézné ziskavany nékteré restrikcni
enzymy praveé ze zastupct rodu Anabaena, Microcoleus a Nostoc sp. za nizsi cenu nez ziskané
z jinych typt mikroorganizml. Vyznam téchto mikroorganizma v posledni dobé podporuje
vyuziti jejich biomasy v produkci tzv. biopaliv. Vyuziti biomasy sinic ma svij vyznam také
v pripadé produkce raznych sekundarnich metabolitd, vitamind, toxind, v kosmetickém a

potravinarském pramyslu [17].

1.2.1 Rod Anabaena

Zastupct rodu Anabaena patii k dominantnim slozkam fytoplanktonu nachézejiciho se
v riznych sladkovodnich tocich, jezerech, vodnich nadrzich ale také v brakickych vodnich
systémech po celém svéte. Metabolizmus této fasy umi produkovat nékteré toxiny nebezpecné
pro jaterni nebo nervové buriky jinych organizmt. Mezi ptiklady znamych hepatotoxinu lze
uvést mikrocystiny a jako neurotoxiny je mozné zminit anatoxin-a, nebo saxitoxiny. Nékteré
hepatotoxické kmeny byly dfive izolovany v oblasti finského zalivu [18]. Vyznamnou
biotechnologickou aplikaci této fasy je pouziti jako ptirodni hnojivo. Stejné jako zastupci rodu
Nostoc, maji zastupci rodu Anabaena schopnost fixovat dusik pomoci specializovanych bunék
ve vldknech nazyvanych heterocysty. Asimilaci dusiku zajistuji drahy spjaté s centralnim
metabolizmem uhliku. Ze schopnosti sinic fixovat dusik vychazi jejich vyznam jako zdroje
dusiku pro plodiny. Rasa je také vhodna v aplikaci &i§téni odpadnich vod ze zemé&délského

prumyslu [19] [20].
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Obrazek 4 A. torulosa [21]
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1.3 Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotni heterotrofni jednobunécné celosvétové rozsifené organizmy patftici
do tiSe Fungi. V dnesni dobé véda zna pres 1000 druhd kvasinek, nicméné stale se jedna o
zlomek vsech jedinca patficich k této skupin€. Jejich Cesky nazev odkazuje na schopnost
zkvaSovat monosacharidy a nékteré disacharidy za tvorby ethanolu a oxidu uhlicitého.
Dulezitym vyuzitim kvasinek je odvétvi biotechnologii a potravinafstvi, praveé kvuli schopnosti
fermentace riznych substrati v odliSnych fyzikalné-chemickych podminkach. Neékteré
kvasinky vSak sacharidy nefermentuji vibec. Kvasinky netvofi pravé mycelium, pouze

pseudomycelium, coz je utvar podobny kolonii jednobunécnych organizmu [22].

1.3.1 Morfologie kvasinek

Burka kvasinek ma vétSinou kulaty az elipsoidni tvar. V pfirodé je mozno také nalézt jedince
s podlouhlym vlaknitym tvarem. Prostorové rozméry burtiky se lisi druhové a pohybuji se od 1
do4 um do Sitky a 1 az9 um do délky. V cytoplazme obsahuji néktefi zastupci barevné vakuoly
a lomivé granule. Velikost bunék se mize ménit v zavislosti na pfijimanych zivinach a také dle

nalezitosti k ur¢itému rodu [22].

1.3.2 RozmnozZovani kvasinek

Kvasinky se rozmnozuji vegetativnim nebo pohlavnim zptsobem.

1.3.2.1 Vegetativni zpusob

Tento zplisob rozmnozovani zahrnuje puceni a pficné déleni. U vétSiny kvasinkovych druha

prevlada puceni. Z matetské buiiky vznika jedna identicka dcefina burika.

Pred zaCatkem puceni dochdzi v matetské burice ke zmeénam na organelach. Nejdrive probiha
splyvani membran na endoplazmatickém retikulu, nasledné i jeho d€leni. Opakované déleni
vakuol a protahovani mitochondrii doprovazi tyto zmény také. Na matefské burice se vytvori
pupen, jako zarodek budouciho jednice. Mensi vakuoly a mitochondrie pfechazi postupné do
pupenu. Matefské jadro zacne prodélavat mitozu a spoleCné s dalSimi fragmenty organel
pfechdzi do pupenu. Cytoplazmatickd membrana uzavie kanalek, kterym byly spojeny
matetskd s dcefinou buiikou do pupenu. V pupenu dochazi k intenzivnimu metabolizmu a
dortstani organel. Po vytvoreni bunécné stény mezi obé€ma bunkami je puceni u konce.

V optimalnich podminkéach by mél tento déj trvat kolem dvou hodin [23].
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1.3.2.2 Pohlavni rozmnozZovani

Vysledkem pohlavniho rozmnozovani je tvorba pohlavni spor. Kvasinky patfici do skupiny
vieckovytrusnych hub tvoti endospory (askospory), tedy uvniti viecka (aska). Druhym typem
pohlavniho rozmnozovani jsou utvary exospory (bazidiospory), ktera vytvaii kvasinky uvnitt
sporotvornych bunék. Tento zplisob rozeznavame u stopkovytrusnych hub (Basidiomycotina).
Dvé haploidni buiiky prohazi procesem konjugace a také karyogamie. Vysledkem je vznik
diploidniho jadra, jenz podstupuje redukcni déleni meiodzu. Po probéhlé meidze miize navazovat
jedno nepiimé déleni mitoza, nebo dochézi pfimo ke vzniku pohlavnich spor. Tvorba endospor
zahrnuje dulezity krok — vznik diploidni zygoty. Pii spajeni izogamnim zpisobem maji obé
bunky pfiblizné stejnou velikost a jsou pohlavné rozlisené. Ke spajeni velké matetské buiky
s dcefinym pupenem dochazi pfi heterogamnim spajeni. Pfes exospory s rozmnozuji pouze
heterothalické kmeny. V piipadé tohoto rozmnozovani se spaji butiky, ne vsak jejich jadra.
Vznika utvar dvoujaderna micelarni faze. Az v Gtvaru zvaném teliospora je mozny prubéh
karyogamie. Po vyklieni promycelia z teliospory dochazi k meiose. Pu€enim tohoto utvaru

vznikaji sporidia, jejich naslednym pucenim teprve vznikaji vegetativni haploidni buriky [24].

1.3.3 Chemické slozeni bunky kvasinek

Obsah vody v cytoplazmé kvasinek se pohybuje v rozmezi 65-83 %. Slozeni susiny kvasinkové
bunky se lisi v zavislosti na druhu, stafi organizmu a podminkach kultivace. Hlavni slozkou
suSiny biomasy téchto organizmu zabiraji proteiny (az 50 %). Dalsi slozkou s vysokym
zastoupenim je glykogen (az 30 %). Lipidické latky jsou ve vétsi koncentraci u kvasinek
vyuzivajicich jako zasobni latku tuky, nikoliv glykogen, jinak mohou znacit degeneraci buriky.
Déle jsou v susiné obsazeny z asi 10 % nukleové kyseliny, z 5 % strukturni polysacharidy a
také az z8 % popel. Latky sekundarniho metabolizmu, jako jsou vitaminy skupiny B,

ergosterol, €i provitamin A maji neméné vyznamné zastoupeni v biomase [24] [22].

1.3.4 Metabolizmus kvasinek

Metabolizmus kvasinek funguje na principu odbouravani organickych molekul a zisku energie
ukryté v jednotlivych vazbach mezi atomy. Veskerym zdrojem Zzivin jsou jim organické latky.
Tento zpUsob zisku energie patfi mezi chemoorganoheterotrofni. Podle koncentrace
rozpusténého kysliku v médiu, resp. v prostredi kvasinky, je mozna aktivace anaerobniho nebo
aerobniho metabolizmu. Kvasinky maji dvé cesty, kterymi mohou ziskat energii ve formé ATP

pro dalsi rozvoj bunék. Jedna se o respiraci a fermentaci. Tyto drahy maji spoleCny pribéh az
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po vytvoreni dvou molekul pyruvatu a ATP z molekuly glukézy. Cestou fermentace nasleduje
enzymatickd pfeména pyruvatu na ethanol a oxid uhli¢ity. V tom kroku nedochazi ke vzniku
energie, avSak k recyklaci NAD", které je spotiebovano v glykolyze. Respiracni drahou
prochazi pyruvat kompletni oxidaci na oxid uhli¢ity v Krebsové cyklu a nasledné fetézcem
oxidativni fosforylace, jenz vyzaduje pfitomnost kysliku a ve spojeni s reoxidaci NADH na
NAD+ z katabolickych drah produkuje ATP. Celkovy vytézek respirace je nekolikrat vyssi nez
u fermentace. Kvasinky pozitivni na Crabtreeho efekt v prostfedi s dostatkem kysliku a vhodné
koncentraci glukdzy mohou pouzivat oba zpusoby zisku energie soucasné. Pii fermentaci
vznikajici ethanol se hromadi v médiu a miZze byt preménén na acetyl-CoA a dale pouzit pro
produkci ATP, kdyz dojdou zasoby glukozy v prostiedi kvasinky. Respirace je nicméné

energeticky uc€inngjsi, protoze pii zmifiovaném kroku dochazi ke spottebé ATP [25].

1.3.5 Karotenogenni kvasinky

Metabolizmus nékterych rodu kvasinek ma schopnost vytvaret a akumulovat v burice barevné
lipofilni pigmenty karotenoidy. V piipadé karotenogennich kvasinek se jednd o molekuly
majici rdzné odstiny cihlové Cervené, zluté az oranzové barvy. Vyssi koncentrace téchto
znamych antioxidacnich latek zptisobuje pfislusné zbarveni kolonii a témto mikroorganizmum
fikame také Cervené kvasinky. Vyznamna je také produkce dalSich lipidickych latek témito

kvasinkami. Taxonomicky patfi vétSina zastupcu ke ttidé Basydiomycetes [26] [23][27].

1.3.5.1 Rod Rhodosporidium

Rod karotenogennich kvasinek Rhodosporidium patii ke zndmym a védecky zkoumanych
rodiam, které maji potencial produkovat lipidy a biopaliva, dale také karotenoidy a jiné
hodnotné latky. Akumulace lipida se pohybuje do 50 % a u nékterych zastupct dosahuje az 70
% susiny. Pozitivnim faktem je, Ze tyto kvasinky jsou pfirozené piizptisobivé riznym zdrojim
substratu, vykazuji dobrou odolnost vii¢i riznym inhibi¢nim latkam u neznamych substrati,
coz podporuje jejich potencial prumyslového vyuziti. Jako substrat mohou slouZit pro produkci
lipida glukodza, glycerol, mastné kyseliny, aj. NejlepSich vysledkt z pohledu produkce biomasy
dosahuji tito zastupci na glukézovém médiu. Vyuziti glycerolu jako substratu pro produkci
lipida bylo také studovano. Jelikoz béhem pripravy bionafty vznika pomérné hodné glycerolu,
nabizi se myslenka vyuziti tohoto glycerolu kvasinkami za ucelem produkce lipidd a biomasy
bohaté na karotenoidy a jiné latky. Podle zpisobu pfipravy bionafty mize surovy glycerol
obsahovat také methanol, ktery ma inhibi¢ni efekt na Rhodosporidium, nicméné existuji i

zaznamy o opacném efektu z pohledu produkce lipidd [28]. Bylo zjisténo, ze zastupce
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z pododdéleni Pucciniomycotina Rhodosporidium paludigenum ma schopnost degradovat
mykotoxin patulin pomoci intracelularni enzymové aktivity. Transformacnim produktem je
pravdépodobné kyselina deoxypatulinova. Podle provedenych experimenti vykazoval
transformacni produkt vyrazné mensi toxicitu nez patulin vici derivovanym lidskym jaternim
bunkam. Nabizi se tedy moznost vyuziti této kvasinky k degradaci patulinu v mistech jeho
Castého vyskytu — ovoci, respektive produktech zn¢€j [29]. Rhdosporidium toruloides je
vyznamny zastupce tohoto rodu. Vyskyt kvasinky je mozny v bunicin€ borového dieva, pudé,
moiskych vodach, kyselych odpadnich vodach a také na listech rostlin. Metabolizmus tohoto
zastupce je schopen efektivné vyuzit §iroké profil zdroji uhliku a energie jako jsou
monosacharidy, oligosacharidy (sachar6za, maltéza, celobidza, trehaldza), alkoholy (ethanol,
glycerol, mannitol, sorbitol), organické kyseliny, mastné kyseliny s dlouhym fetézcem a také
D-galakturonovou kyselinu [30]. Existuji vyzkumy studujici produkci lipida a karotenoida
pomoci R. toruloides za vyuziti hydrolyzati biomasy jako zivného média. Tento zpisob je
prumyslove vhodny, protoze tato kvasinka vykazuje rezistenci vaci inhibitorim pochazejicim
z takové biomasy [31] [32] [33]. Primyslova biotechnologicka vyroba karotenoidt a lipidu
touto kvasinkou je ekonomicky naro¢na. Z tohoto divodu védci hledaji moznosti snizeni
nakladi vyroby. Jednim z moznych postupt je vyuziti titinové melasy jako substratu pro

produkci karotenoidd a lipidi v podminkach limitace dusikového zdroje [34].

Obrazek 5 Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004
1.3.5.2 Rod Cystofilobasidium

Kvasinky tohoto rodu patti do tadu Cysofilobasidiales. Tento rod tvoii napt. zastupci C.
bisporidii, C. capitatum, nebo C. macerans. Tyto kvasinky produkuji holobasidia, z nichz
kazdé ma uzkou centralni oblast a nabehly vrchol. Zbarveni kolonii zastupci se pohybuje
v odstinech rizové, ale také krémové barvy. V soucasnosti jsou klasifikovany ctyfi druhy

tohoto rodu [35]. Jejich hlavni fenotypové vlastnosti zahrnuji tvorbu teliospory, tvorba
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karotenoidu, tvorba skrobnatych sloucenin, vyuziti D-glukuronatu a inositolu jako jediného
zdroj uhliku a vyuziti dusi¢nant jako jediného zdroje dusiku. Nektefi zastupci provadi
homotalicky zivotni cyklus, napt. C. capitatum, C. informiniatum, jini zase heterotalicky — C.

ferigula [36].

1.3.5.3 Rod Sporidiobolus

Tento rod zahrnuje nékolik biotechnologicky znamych zastupci, jako jsou napt. S. pararoseus,
S. metaroseus, nebo S. ruineniae. Spole€nym znakem tohoto rodu je rozmnozovani klicenim
teliospor do kratkych vétvenych hyf namisto basidii. Morfologie rastu kvasinky S. metaroseus
zahrnuje vejCity az elipsoidni tvar, pfibliznych rozméra 2-5 x 8-12 um s reniformnimi
balistokonidiemi. Po mé&si¢ni kultivaci na MYP agaru je povrch kolonii razovy a hladky.
Teliospory vykazuji elipsoidni, terminalni nebo interkalarni charakter. Vhodné substraty pro
metabolizmus kvasinky mohou byt napt. D-glukéza, D-galaktoza, L-sorbdza, D-riboza, D-
arabindza, sachardza, maltoza nebo a,a-trehaldza. Stejné nebo i slabsi vyuziti latek kvasinkou
je zaznamenano u salicilatu, arbutinu, kyseliny jantarové a citronové [37]. Byl studovan vliv
dusikového zdroje na produkci lipidd a karotenoidd u kvasinky S. pararoseus. S ptidavkem
siranu amonného doslo k nartstu celkové biomasy, avsak k poklesu produkce lipida. Dale bylo
prokazano, ze lipidy produkované touto kvasinkou jsou bohaté¢ na kyselinu olejovou ve
srovnani s ostatnimi mikroorganizmy. Lipidy pochazejici z takové biomasy maji mozné vyuziti

v potravinaiském primyslu k obohaceni riznych potravin o MUFA [38].

1.3.5.4 Rod Phaffia

Zastupci tohoto rodu jsou podobné jako zastupci rodu Rhdotorula biotechnologcky znamé
kvasinky vhodné pro velkoobjemovou produkci karotenoidd. Phaffia ochotné akumuluje ve
svych burikach astaxanthin, vyznamny antioxidant vyuzivany bézné lidskou populaci jako
soucast vyzivy [39]. Aplikace magnetického pole béhem kultivace zvysuje produkci biomasy
pii nékolikadenni kultivaci u P. rhodozyma. Tento efekt podporuje také lepsi produkci
karotenoidl u zminéné kvasinky. Existuji zdznamy, ze takovy nartst je az 0 59,6 % vyssi nez

bez aplikace magnetického pole [40].

1.4 Kokultivace

Moznost produkce obohacené biomasy v sobé skryva zpusob kultivace vice mikroorganizmu.
Produkce dvou mikroorganizmti v jednom médiu spolecné se nazyva kokultivace. Takova

biomasa nabizi nové slozeni oproti samostatnym mikroorganizmim. Muze dojit k vyssi
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produkci celkové biomasy, nizsi produkci nékteré z biomolekul nebo také obohaceni biomasy
o latky, jenz produkuje jenom jeden z mikroorganizmii. Existuji tfi kombinace podle zptisobu
vyzivy jedinci — fotoautotrof s fotoautotrofem, hetetrof s fotoautotrofem a také heterotrof
s heterotrofem. V této diplomové praci byla vyuzita kombinace heterotrofniho organizmu
kvasinky a fotoautotrofniho organizmu fasy a sinice. Kokultivace pfi takovém biologickém
stresu funguje tak, Ze heterotrofni jedinec spotfebovava kyslik a zdroj organického uhliku
pomoci aerobniho metabolizmu za uvolfiovani oxidu uhli¢itého do média. Fotoautotrofni
partner utilizuje vznikajici 1 jiz pfitomny oxid uhli€ity a produkuje kyslik. ZvySujici se
koncentrace rozpusténého kysliku také podporuje rychlejsi rast heterotrofniho jedince. Tato
kombinace mikroorganizm se zda byt nejlepsi volbou pro produkci obohacené biomasy. Volba
mikroorganizmt a Siroké spektrum produkovanych metaboliti patii mezi vyhody. Dale také
fakt, ze nedochazi k boji o uhlikovy zdroj. Mezi nevyhody je tfeba zminit naroky na idealni
prostfedi v médiu. Heterotrofni a fotautotrofni zastupci maji mnohdy odli§né naroky na pH
média, jeho slozeni, zdroj uhliku, pfitomnost kysliku, aj. Dilezita je také volba kment

vhodnych pro kokultivaci [41] [42] [43].

Kokultivace kvasinky Rhodotorula kratochvilovae a zastupcu tas zrodt Desmodesmus a
Scenedesmus vykazuje produkci lipid vyssi nez 30 % pfi riznych stresovych podminkach [44].
Existuje studie zabyvajici se kokultivaci heterotrofni kvasinky Rhodotorula glutinis a
fotoautotrofni mikrotasy Chlorella pyrenoidosa na odpadnim vodnim substratu z prostiedi
chovu prasat. Schopnost aplikace synergického pusobeni metabolizmu téchto mikroorganizmt
byla prokazana zménou sledovanych ukazateli. Byla pozorovana znatelna ucinnost
odbouravani substratu z pohledu ukazateld celkového dusiku, amoniakalniho dusiku a
chemické spotieby kysliku. Idealni pomér kvasinky a fasy byl zjistén na 3:1. Pfi tomto poméru
bylo dosazeno az 0 59,8 % vice bilkovin nez u pivodniho substratu, coz nabizi moznost vyuziti
biomasy z kokultivace pro krmné ucely [45]. U kokultivace mikrotasy Scenedesmus obliquus
a kvasinky Rhodotorula glutinis zaznamenavame podstatny nartust biomasy (1600 mg/l) a
obsahu lipida (467 mg/1) [46]. Kokultivace mikrofas a plisni poskytuje slibnou budoucnost pro
zpracovavani odpadnich vod za cilem snizeni ceny produkce bionafty, diky snadné a efektivni

praci s biomasou [47].

1.5 Metody analyzy a zpracovani biomasy

V diplomové praci bylo vyuzito n€kolik mikrobiologickych metod a postupt k produkci
obohacené biomasy. Uplatnény byly dale také analytické techniky, pomoci kterych bylo
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zjisténo slozeni vyprodukovanych buné€k z pohledu jednotlivych sledovanych metaboliti a

celkové koncentrace biomasy.

1.5.1 Extrakce

Principem této analytické separatni metody je distribuce latky mezi dvéma vzajemné
nemisitelnymi rozpoustédly na zaklad€ odliSné rozpustnosti jednotlivych slozek matrice
v ruznych rozpoustédlech. Podle fyzikalniho skupenstvi extrahovanych latek mizeme provadét
extrakci tuhé latky kapalinou, extrakci kapalné latky jinou kapalinou, superkritickou fluidni
extrakci a extrakci pevnou fazi. Mezi mozné vyuziti této metody patii oddéleni kationti a
aniontd anorganickych sloucenin, pfirodnich latek jako napt. barviv nebo tuki. Metoda se

aplikuje také pfi zakoncentrovani analyt [48].

1.5.1.1 Extrakce tuhé latky kapalinou

Tento proces extrakce je mozné provadeét kontinudlné nebo diskontinualné. Béhem
diskontinualniho procesu se provadi tfepani pevné latky v rozpoustédle. Do rozpoustédla
prechazi analyzovana latka, resp. nezadouci obsah vzorku. U kontinualniho zpisobu extrakce

pevnych latek kapalinou se vyuziva nejcast€ji Soxhletav extraktor.

Zakladni tfi Casti tohoto zafizeni tvofi extrakéni patrona ve stfedni ¢asti s vychozi naplni,
destilacni banka a zpétny chladi¢. Extrak¢ni patrona se naplni analyzovanym vzorkem, do
bariky se nalije rozpoustédlo. Nasleduje zdhfev bainky a kondenzace par rozpoustédla
v chladi¢i. Po kondenzaci rozpoustédlo stéka do patrony na vzorek. Hromadéni stékajiciho
rozpoustédla v patron€ zpusobi stoupani hladiny a jeji preteCeni do destilacni banky, kde se
rozpoustédlo znovu destiluje. Vysledkem extrakce je v barice izolovana pozadovana slozka ze
vzorku, respektive slozky. Jinym moznym extraktorem pro kontinualni proces je
Twisselmanntv extrator. U tohoto typu aparatury do varné barky protéka zkondenzované
rozpoustédlo pres patronu se vzorkem. Z varné bariky je mozno ho oddélit destilaci v horni ¢asti

extraktoru [48].

1.5.1.2 Extrakce z kapaliny do kapaliny

V praxi je rozsifenéjsi zpusob extrakce zkapaliny do kapaliny. Na zakladé rozdilné
rozpustnosti latek ve dvou nemisitelnych kapalinach dochazi k oddéleni analyti ze vzorku do
ptislusnych fazi, mezi kterymi se ustavuje fazova rovnovaha. Vzorek vétSinou byva ve vodné

fazi a prevadi se do druhé faze, ktera byva organicka. K tomuto ucelu jsou volena organicka
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rozpoustédla jako napf. benzen, chloroform, butanol, aj. Nernstiv rozdélovaci zakon urcuje
rovnovazné rozdéleni slozky mezi vzorkem a rozpoustédlem. Podle néj je pii konstantni teploté
a tlaku pomeér aktivit slozky v obou fazich konstantni. Pro vétsi vytézek extrakce lze vyuzit
vétsiho pfidavku organického rozpoustédla nebo zopakovani extrakce nékolikrat po sobé [48]

[49].

1.5.2 Chromatografie

Chromatografické techniky patii mezi separacni analytické metody. Jejich cilem je oddé€leni
analytu z matrice vzorku. Radime je mezi metody kvalitativni i kvantitativni. Principem je
vneseni vzorku mezi dvé vzdjemné nemisitelné faze - nepohyblivou stacionarni fazi a
pohyblivou mobilni. Vzorek je od zacatku stacionarni faze unasen pomoci mobilni faze a
dochazi k zadrzovéani slozek vzorku do materialu stacionarni faze na zakladé fyzikalné-
chemickych interakci. Zachytem slozek ve stacionarni fazi dochéazi k jejich odseparovani
z matrice vzorku. Na konec stacionarni faze dorazi kazda slozka v jiném cCase a dle toho jsou
potom zachyceny na vhodném pfipojeném detektoru. Ve vzniklém chromatogramu je mozno
analyzovat jednotlivé slozky. Chromatografické metody zahrnuji Cetné mnozstvi metod.
Muzeme je délit podle skupenstvi mobilni faze, podle usporadani stacionarni faze nebo podle

povahy déje, ktery prevlada pii separaci [50].

V této diplomové praci byly vyuzity metody vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
a plynové chromatografie (GC).

1.5.2.1 Vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je pokrocilé a instrumentalné naro¢na technika kapalinové chromatografie. Vyvinula se
kolonové kapalinové chromatografie, ktera se pouzivala az do poloviny Sedesatych letech
minulého stoleti. Dodnes se stale pouziva pro oddéleni smési jednoduchych matric, napft.
oddéleni slozek smési pred spektrofotometrickym stanovenim. Pro praci se slozitéj§imi vzorky
je nevhodné jeji vyuziti a ztéchto diivodu byla vyvinuta metoda vysokoucinné kapalinové
chromatogratie (HPLC). Tato technika vychazi z plynové chromatografie. Separaci latek se
dosahuje pomoci adsorpce, rozdélovani mezi dvé faze podle riizné rozpustnosti, iontovou
vymeénou, biospecifickymi interakcemi a sitovym efektem. Technické vybaveni tvoti Cerpadlo,
davkovaC vzorku, kolony, detektor a vyhodnocovaci zafizeni, viz. schéma (Obréazek 6).
Hlavnim ukolem Cerpadla je zajisténi stalého pratoku mobilni faze s presnosti lepsi nez 2 %.

Pratok by se mél pohybovat v rozmezi rychlosti 0,1 — 10 ml/min. K davkovani vzorku se
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vyuziva Sesticestny kohout s davkovaci smyckou. Takovy kohout mlze davkovat vzorek az do
tlaku 40 MPa. Kolony pro HPLC se vétsinou pouzivaji jako rovné trubice, jejichz délka je
obvykle v rozmezi 10 az 25 cm. Nejcast€jsi priméry jsou od 2 do 6 mm. Vhodnym materialem
pro tyto kolony je nerezova ocel nebo tvrzené sklo. Dulezitym aspektem u vysokoucinnych
systému je, aby jejich praimér byl po celé délce shodny a povrch byl hladky. Kolony jsou
naplnény sorbentem kulovitych Castic o primeéru 3, 5 nebo 10 um. Dilezitou soucasti HPLC je
také detektor. V praxi prevladaji detektory spektrofotometricky, fluorimetricky,

refraktometricky nebo také elektrochemické detektory jako je napt. vodivostni detektor [S1].
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Obrazek 6 Schéma kapalinového chromatografu [51]
Legenda: [-zasobnik, 2-Cerpadlo, 3-tlakomeér, 4-filtr, 5-tlumic pulzii, 6-kolona, 7-davkovani

vzorku, 8-detektor, 9-zapisovac

1.5.2.2 Plynova chromatografie (GC)

U této separacni chromatografické techniky je principem rozdéleni slozek smési ve vzorku mezi
dvé faze — mobilni plynnou a stacionarni, pevnou nebo kapalnou, fazi. Dle zvolené stacionarni
faze muzeme vyuzit plynovou adsorpéni nebo plynovou rozdélovaci chromatografii. U
adsorp¢ni verze je hlavni procesem adsorpce slozky z plynné faze na povrch pevného sorbentu.
V ptipadé rozdélovaci GC probiha distribuce mezi plynnou mobilni fazi a kapalnou stacionarni
fazi. Plynova chromatografie se vyuziva pro stanoveni plynu, kapalin a latek s bodem varu
okolo 400 °C. Latky jsou stanovovany v plynné fazi, tedy jsou vyparovany a nesmi se rozkladat.
Teplota 400 °C je horni teplotni limit vétSiny dnesnich plynovych chromatografu.

Mobilni fazi v GC tvofi nosny plyn, obvykle argon, dusik, helium nebo vodik. Uvnitf kolon je

stacionarni faze a dle charakteru délime kolony na napliové a kapilarni. Napliiové kolony maji
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tvar trubice, kterou tvoifi sklo nebo nerezova ocel. Naplni téchto trubic mohou byt napf.
silikagel, oxid hlinity, syntetické makromolekularni adsorbenty. Jako nosi¢ u kapalné
stacionarni faze mizeme nalézt napf. kiemelinu. Kapilarni kolony obsahuji stacionarni fazi ve
formé tenkého filmu na vnitini stran€ kapilary. Vétsinou se jedna o vrstvicku tavného kiemene,
ktery nese jesteé tenkou vrstvu polyamidu. Separace slozek vzorku zacina nastfikem vzorku do
komory. Nosny plyn od tohoto okamziku unas§i vzorek kolonou naplnénou sorbentem.
Nasleduje odpareni vzorku, aby bylo co nejrychlejsi, nastiikova komora je vyhfivana. Po
odpafeni jsou pary vzorku dale unaseny do kolony. Kolona se nachazi v termostatu, z davodu
kontroly teploty a spravného prubéhu separace. Pruchodem kolonou se postupné separuji
slozky vzorku a postupné dopadaji na detektor, ktery vyda signal a ten je zpracovavan

vyhodnocovacim zatizenim [48].
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2 CIiLE PRACE

Cilem této diplomové prace je kokultivace kvasinek a mikrofas za icelem produkce obohacené

biomasy.

Dildi cile prace jsou:

Teoreticka ¢ast:

- Charakterizace kvasinek a mikrofas
- Piehled kmenu téchto organizmi

- Kokultivace

- Metody analyzy biomasy

Prakticka cast:
- Screening kmenti a optimalizace kultiva¢nich podminek pro produkci obohacené

kombinované biomasy
- Charakterizace produkované biomasy a obsahovych slozek

- Vyhodnoceni a diskuze vysledki
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie pro kultivace

Agar-Agar, Roth (SRN)

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Dusi¢nan sodny p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)

Glycerol Lach-ner, S.r.o. (CR)

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

Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Chlorid sodny p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)

Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

Kyselina borita p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Kyselina sirova 96% p.a., Penta (CR)

Mogovina Lach-ner, S.r.0. (CR)

Pepton z kaseinu, Roth (SRN)

Siran amonny Lach-ner, S.r.0. (CR)

Siran hofe¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Siran m&d'naty pentahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)
Siran zine&naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)

3.2 Chemikalie pro extrakce a analyzu pomoci GC a HPLC

Aceton p.a., Lach -ner, S.r.0. (CR)

Hydroxid draselny p.a., Lach -ner, S.r.o. (CR)
Diethylether p.a., Lach -ner, S.r.o. (CR)
Ethanol pro UV -VIS, Lach -ner, S.r.0. (CR)
Chlorofrom p.a., Lach -ner, S.r.o. (CR) 3.1.4
Methanol pro HPLC, Sigma -Aldrich (SRN)
Acetonitril pro HPLC, Sigma -Aldrich (SRN)
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Standardy Supleco FAME 37 mix (Sigma Aldrich, SRN).

3.3 Seznam pouzitych kmenu mikroorganizmu

V experimentu byly vyuziti zastupci karotenogennich kvasinek a také zastupci mikrofas a sinic.
Kvasinky byly ziskany ve sbirce ,,Culture Collection of Yeasts* (CCY) pti Chemickém utstavu
SAV v Bratislavé. Rasy a sinice byly ziskany ve sbirce autotrofnich organismd ,,Culture
Collection of Autotrophic Organisms“ (CCALA) pii Botanickém ustavu AV CR v Tieboni.
3.3.1 Kvasinky

Sporidiobolus metaroseus CCY 19-6-20

Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6

Cystofilobasidium macerans CCY 17-9-3

Phaffia rhodozyma CCY 77-1-1

Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004

3.3.2 Mikrorasy
Scenedesmus acutus CCALA 258
Scenedesmus dimorphus CCALA 443

Coccomyxa sp. CCALA 912

3.3.3 Sinice
Anabaena torulosa CCALA 003

Anabaena laxa CCALA 805
3.4 Pristroje a pomucky

3.4.1 Pristroje pro kultivace a kokultivace

Analytické vahy Boeco (CRN)

Box Aura mini iBopTech (CR)

Centrifuga Hermle Z36 HK, (CR)

Detektor optické hustoty — detekce pii 680 nm a 720 nm
Fermentor R.A.L.F Bioengineering, (Svycarsko)
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Kultivator Multi-Cultivator MC 1000-OD PSI Drasov (CR)

LED diodovy zdroj pro zkumavky kokultivace

Termoblok VWR, (CR)

Ttepacka Yellow line, (SRN)

Tiepany inkubator, ZWYR-D2401 — Labwit, BioTech (CR)
Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)

Vzduchova pumpa

3.4.2 Pristroje pro analyzu biomasy

Spektrofotometr VIS, Helios 8, Unicam (GB)

Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer (USA)
Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
HPLC/DAD sestava (Thermo Fischer, USA)

* Detektor DAD Vanquish (Thermo Fischer, USA)

* Kolona C18 EVO 150 mm, 4,6 mm, 2.6 um

* Vyhodnocovaci systém Chromeleon

Thermo Scientific TRACE 1300 TM Gas Chromatograph, (Thermo Fischer, USA)
* Detektor FID (Thermo Fischer, USA)

*» Kolona Zebron GC-FAME, 30 m x 0,25 mm x 0,20 um, (Phenomenex, USA)
» Thermo Scientific AI 1310 Autosampler

* Vyhodnocovaci systém Chromeleon
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3.5 Kultivacni faze

3.5.1 Kultivace kvasinek

Vsechny kvasinky vyuzité v této diplomové praci byly uchovavany v hlubokomrazicich boxech
v kryovialkach pfi - 80 °C. Z téchto kryovialek bylo v prostedi o¢kovaciho boxu odpipetovano
100 pl na Petriho misky se stejnym médiem. Po 24 hod kultivaci bylo odebrano 10 stérti kultury
ockovaci klickou do jedné Erlenmeyerovy bartiky, do kterych bylo pfipraveno inokulum I o
objemu 60 ml tvofeného univerzalnim médiem pro kultivaci kvasinek — YPD médiem. Po 24 h
kultivace pfti teploté 25 °C byla provedena mikrobialni kontrola s pomoci imerzniho objektivu
svételného mikroskopu. Néasledovalo preneseni namnozenych kvasinek v poméru 1:5 do
inokula II, které tvotilo opét YPD médium v objemu 125 ml. Nasledovala kultivace 24 hod pfi
stejnych podminkach jako inokulum I. Poté byla provedena mikrobialni kontrola a preo¢kovani
kvasinek do produkéniho BBM média. Produkéni médium bylo tvofeno 60 ml BBM média
nebo ,, Spirulina “ médiem s riznymi zdroji dusiku a glycerolem jako zdrojem uhliku. Do kazdé
banky bylo pfeneseno 10 ml kultury z inokula II. Takto pfipravené produkéni médium bylo

kultivovano na tfepacce po dobu 96 hod.

3.5.2 Kultivace mikroras a sinic

Pro kultivaci mikrofas a sinic plati obdobné postupy jako u kvasinek, avSak nékteré kroky se
lisi. Jako prostiedi byla vyuzita destilovana voda z davodu nachylnosti téchto mikroorganizma
k iontim pfitomnym v kohoutkové vodé. Je nezbytné dodrzovani maximalné sterilni prace
z divodu zamezeni ptipadné kontaminace a naruseni riistu kultury. Bylo zvoleno BBM médium
o stejném slozeni jako v pfipadé kvasinek. Z inokula II byla fasova kultura zaoCkovana do
sterilntho BBM média v 5 | probublavacich sterilizacnich lahvich ke kultivaci po dobu nékolika
tydna. Béhem kultivace byla méfena spektrofotometricky absorbance pii vinové délce 680 nm

pro kontrolu nartstu biomasy. Jeji hodnota by se méla pohybovat v rozmezi 0,15 — 0,2.

3.5.3 Priprava inokula I a IT

Inokula I a II byla tvofena univerzalnim médiem pro kultivaci kvasinek, tzv. YPD médiem.
Médium bylo pfipraveno navazenim potiebnych komponent dle tabulky 1 (Tabulka 1) a
doplnénim potfebnym objemem vody. Pro inokulum I se jednalo o 60 ml, pro inokulum II byl
objem 125 ml. Nasledovala sterilizace takto pfipravenych médii v Erlenmeyerovych barikach
v autoklavu pii 120 °C po dobu 40 min. Po vychlazeni média se zaoCkovalo v BioHazard boxu

kulturou. V pripadé mikrotas a sinic bylo vyuzito u inokula I a [l BBM médium.
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Tabulka 1 Slozeni YPD média

Slozka Mnozstvi
D-gluko6za / monohydrat D-glukozy 20g/22¢g
Bakteriologicky pepton 20g
Kvasni¢ny autolyzat 10g
voda 1000 ml
agar 20g

3.5.4 Priprava produké¢nich médii

Po kultivacni fazi v univerzalnim médiu byly kultury mikrorganizmt kultivovany
v produkénim BBM médiu, respektive ,, Spirulina“. Slozeni BBM média popisuji udaje
v tabulkach 2 a 3. Jednotlivé slozky a koncentrace pro ,,Spirulina“ médium popisuji data
uvedena ve zdroji [52]. Produk¢ni média obsahovala zakladni slozeni jako u BBM média, avSak
u jednotlivych z nich doslo k nahrazeni zdroje dusiku dle pozadavkl experimentu. Zdroj uhliku
byl vzdy glycerol. U sledovanych kment slouzila jako zdroj dusiku vzdy jedna z nasledujicich
slouCenin: dusi¢nan draselny, mocCovina, glycin nebo siran amonny. Piepocty pro jednotlivé

zdroje uhliku a dusiku urcuji data v tabulce 4.

3.6 Stanoveni biomasy

Po kultivaci nasledovala mikrobialni kontrola bunék pomoci mikroskopu. Nasledovalo stoceni
40 ml kultury v centrifugaénich zkumavkach pti 7500 ot/min po dobu 4 min. Supernatant byl
slit a ponechan pro dal§i analyzy. Kultura byla promyta 15 ml destilované vody a znovu
zcentrifugovana. Vzorek byl v centrifugacni zkumavce zamrazen pii — 80 °C a poté lyofilizovan
po dobu 24 h. Po tomto kroku byl lyofilizovany vzorek zvazen na analytickych vahach a byla
stanovena koncentrace biomasy v g/l vydélenim hmotnosti biomasy odebranym objemem

kultury. Vzorek byl po stanoveni uschovan v mrazicim boxu pro dalsi analyzy.
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Tabulka 2 Slozeni BBM média

Slozka Mnozstvi v zasobnim [ml] Mnozstvina 11 [ml]
NaNOs 25,00 10
MgS0O4-2H,0 7,50 10
CaCl22H20 2,50 10
KH2PO4 17,50 10
K2HPO4 7,50 10
NaCl 2,50 10
EDTA - 1
Acidified iron - 1
Trace metals - 1
H3BO:; 11,42 1

Tabulka 3 SloZeni nékterych slozek BBM média

Roztok Slozka Mnozstvi [g/1]
EDTA EDTA 50,00
KOH 31,00
Acidified iron FeSO47H>0 4,98
H2S04 (96 %) 1 ml
Trace metals ZnS047H,O 8,82
MnCl,-4H,O 1,44
CuSO45H,0 1,57
MoOs 0,71
Co(NOs)2:6 H20 0,49
Tabulka 4 Obsah slozek produkcniho BBM média
Slozka Mnozstvi
Zdroj uhliku g1
glycerol 60 g/l
Zdroje dusiku Zdasobni roztoky [ul/100ml]
NaNO:; 200
mocovina 70
glycin 222
(NH4)2S04 144
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3.7 Kokultivacni faze v mulktikultivatoru

Dal§i Cast experimentu zahrnovala produkci a analyzu biomasy pochazejici z kokultivace
vybranych kmeni kvasinek a mikrofas nebo sinic v multikultivatoru. Tento ukol byl
vypracovan v multikutlivatoru MC 1000-OD znacky PSI zobrazeném na obr. 7 (Obrazek 7).
V této diplomové praci byla kultivovana jedna kombinace kvasinky a mikrofasy nebo sinice ve
dvou multikultivatorech s upravenym slozenim soli BBM média. Jeden multikultivator
umoziioval vyuziti osmi 100mililitrovych zkumavek. Cisté kultivaéni zkumavky spoleénd
s gumovym tésnénim a zapojenymi gumovymi hadi¢kami byly vysterilizovany v autoklavu pri
120 °C po dobu 40 min. Stejnym zpusobem byly vzdy nachystany vSechny potfebné roztoky a
média v Pyrexovych lahvich. Zivné prostedi ve viech zkumavkéch tvofilo 70 ml BBM média.
V prvnich zkumavkach probéhla vzdy kultivace pouze mikrofasy nebo sinice v BBM médiu.
V dalsi zkumavce byl zaockovan vybrany kmen kvasinky, taktéz v zakladnim BBM médiu.
V pripadé tietich zkumavek probéhla vzdy kokultivace obou kment soucasné v nezménéném
BBM médiu. U nasledujicich kokultivaci doslo k apravé mnozstvi vybranych soli oproti
zakladnimu slozeni BBM média za cilem nalezeni optimalnich podminek pro produkci
obohacené biomasy. Kokultivace v multikultivatoru A zahrnovala produkci kombinované
obohacené biomasy v podminkach postupného nartstu obsahu dusiku v médiu. Ve druhém
experimentu s multikultivatorem B bylo zacileno na zménu koncentrace makroprvka hoiciku a
fosforu v médiu. Kromeé prvniho experimentu byl u v§ech nasledujicich kokultivaci pouzit anti-
foam roztok, aby bylo dostatecné regulované ptipadné pénéni kultivacni smési. Mohlo by dojit
k nechténému uniku obsahu ven skrze gumové hadicky. U vSech zkumavek obsahujicich
kvasinku bylo pfidano 2,2 ml 50 % (v/v) roztoku glycerolu jako optimalniho zdroje uhliku pro
podporu rastu kvasinky. Aby bylo docileno stejné optické denzity fasové/sinicové kultury ve
vSech zkumavkach experimentu, bylo do litrové Pyrexové lahve se sterilnim BBM médiem
ptidano 40 ml kultury z Erlenmeyerovy bariky a homogenizovano. Nastaveni multikultivatoru
umoziiovalo také upravu fyzikalnich parametrti. Pribéh kokultivace byl upraven vyuzitim
osvétleni u obou experimentt na hodnotu 20 pE, ktera se postupné zvysovala na finalnich 100
uE. Teplota v obou pfistrojich byla nastavena na optimalnich 25 °C. Ve vSech zkumavkach
probihalo intenzivni provzdusiovani pro dostatecny rast biomasy. Experimenty probihaly
soucasné vzdy 5 dni. Pribéh nartstu biomasy byl zaznamenan pomoci ristovych kiivek u kazdé
zkumavky zvlast. Kompletni obsah obou multikultivatora je znazornén v tabulce 5 a tabulce 6.
V kulatych zavorkach v tabulkach je uveden pifidany objem dané latky, ktery se pfidava do
zkumavky kokultivace oproti objemu v zékladnim slozeni BBM média.
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Tabulka 5 Obsah zkumavek v multikultivatoru A

Zkumavka ¢. 1 2 3 4
Mikroorganizmus | fasa/sinice kvasinka oba oba

NaNO; 100 % 100 % 100 % 200 % (0,7 ml)
KH,PO4 100 % 100 % 100 % 200 % (0,7 ml)
K,HPOy 100 % 100 % 100 % 200 % (0,7 ml)
MgS04.7H,0 100 % 100 % 100 % 100 %
Glycerol 50 % - 2,2 ml 2,2 ml 2,2 ml
Zkumavka ¢. 5 6 7 8
Mikroorganizmus | oba oba oba oba

NaNO:; 100 % 100 % 100 % 100 %
KH,PO4 300 % (1,4 ml) | 350% (1,75 ml) | 100 % 100 %
KoHPO4 300 % 350 % 100 % 100 %
MgS04.7H>0 100 % 100 % 200 % (0,7 ml) | 300 % (1,4 ml)
Glycerol 50 % 2,2 ml 2,2 ml 2,2 ml 2,2 ml
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Obrazek 7 Zapojeny multikultivator MC 1000-OD

34

- : 1 I =
gl b1 !""“‘!'ﬂa.
| ' i




Tabulka 6 SlozZeni kokultivacnich smési v multikultivatoru B

Zkumavka ¢. 1 2 3 4
Mikroorganizmus | fasa/sinice kvasinka oba oba

NaNO; 100 % 100 % 100 % 200 % (0,7 ml)
KH,PO4 100 % 100 % 100 % 200 % (0,7 ml)
K,HPOy 100 % 100 % 100 % 200 % (0,7 ml)
MgS04.7H,0 100 % 100 % 100 % 100 %
Glycerol 50 % - 2,2 ml 2,2 ml 2,2 ml
Zkumavka ¢. 5 6 7 8
Mikroorganizmus | oba oba oba oba

NaNO; 300 % (1,4 ml) | 350 % (1,75 ml) | 400 % (2,1 ml) | 500 % (2,8 ml)
KH>PO4 100 % 100 % 100 % 100 %
KoHPO4 100 % 100 % 100 % 100 %
MgS04.7H,0 100 % 100 % 100 % 100 %
Glycerol 50 % 2,2 ml 2,2 ml 2,2 ml 2,2 ml

3.8 Kokultivace ve fermentoru

Tteti ¢ast diplomové prace zahrnovala kokultvaci mikrotasy/snice a kvasinky v podminkach
fermentoru. Pro praci byl zvolen fermentor o objemu 3 litry v laboratornich podminkach. Délka
experimentu trvala 120 h a v pribéhu byly odebirany vzorky biomasy. Analyza zahrnovala
stejné postupy jako v piipadé kokultivace v multikultivatoru. Prostiedi ve fermentoru tvofilo
BBM médium v zékladnim slozeni, zdrojem uhliku byl jako v pfedchozich experimentech
glycerol. Inokulum mikroorganizmi bylo pfipraveno stejnymi kroky jako u pfedchozich
kokultivaci. O¢kovaci pomér byl zachovan, tedy 1:5. Fermentor obsahoval ¢idla pro kontrolu
koncentrace rozpusténého kysliku (pO2), pH média, redoxniho potencialu, teploty, pratoku
vzduchu, intenzity osvétleni, poctu otacek michadla nebo také turbidity. Dale byl umoznén

davkovany ovladany pritok kyseliny, baze a chladici vody. Pfed zahajenim praci byl fermentor
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naplnén BBM médiem a vysterilizovan pii 120 °C po dobu 40 min. Po sterilizaci byla nadoba
ponechana ke zchlazeni a nasledné zapojena. Béhem kokultivace v této praci byly nastaveny
podminky pH 7, osvétleni zafivkou (11 W, 50 Hz), teplota 25 °C, pO2 30 %, prutok vzduchu 2
I/min. Po zapojeni fermentoru bylo pfecerpano inokulum mikrofasy nebo sinice a ponechano
kultivovat samostatné nékolik hodin. Byly provadény odbéry biomasy a kontrolovan narast
spektrofotometricky pii 680 nm. Po dostatecném nardastu mikrorasy bylo precerpano do
fermentoru inokulum kvasinky a zapocala kokultivace. Od tohoto kroku byl ptidan také roztok
glycerolu. Jednotliva cidla dale meéfila zmifiované ukazatele a v pfipadé odchyleni od
pozadované hodnoty doslo k doplnéni nékteré chemikalie nebo upravé na ptislusnou hodnotu

ukazatele.
3.9 Analyza slozek biomasy pomoci HPLC

3.9.1 Extrakce latek z biomasy

Zpracovana biomasa byla dale podrobena extrakci dle Folche za ucelem zjisténi slozeni
vyprodukovanych metaboliti. Na analytickych vahach bylo odvazeno 10-20 mg biomasy
kvasinek nebo mikrotas do zavitové zkumavky. Odvazena biomasa byla hydratovana 1 ml
destilované vody po dobu 30 minut. Nasledné byla biomasa zcentrifugovana pii 14000 ot/min
po dobu 3 min. Supernatant byl slit do odpadu. Dale bylo k hydratované biomase ptidano 0,5
ml sklenénych kulicek s 1 ml methanolu p.a. Utésnéné zkumavky byly umistény na
multipozi¢ni vortex a ponechany dezintegrovat po dobu 10 minut. Cely obsah byl kvantitativné
preveden do ¢isté 15 ml plastové centrifugacni zkumavky s pfidavkem 2 ml chloroformu p.a.
Smés byla protfepana na multipozi¢nim vortexu po dobu 10 min. Poté byl k obsahu piidan 1
ml destilované vody. Dal§im krokem byla centrifugace téchto zkumavek pti 2500 otackach/min
po dobu 1 min. Bylo pokra¢ovano odpipetovanim spodni chloroformové faze do sklenénych
15ml zavitovych zkumavek, ve kterych bylo dale odpareno rozpoustédlo pomoci termobloku
pii teploté 45 °C a ptitomnosti proudu N2. Odparek byl rozpustén v 1 ml smési rozpoustédel
ethylacetat:acetonitril v pomé&ru 1:2 v Cistote¢ HPLC kvality. Vzorek byl dale prefiltrovan pres
Cisté injekeni stiikacky s PTFE filtrem do Sroubovaci 2 ml sklenéné vialky. Pfipravené vzorky
byly uzavteny a uschovany v mrazicim boxu, respektive pfimo analyzovany na HPLC. Analyza
vzorkt byla provadéna na vysokouc¢inném kapalinovém chromatografu Dionex UltiMate 3000
s DAD detektorem fady Vanquish od firmy Thermo Fischer, USA. Separace probihala pfi
teploté 25 °C a pratoku kolony 1,2 ml/min v gradientové eluci smési dvou mobilnich fazi.

Gradientova rampa je zndzornéna v tabulce 7 (Tabulka 7). Mobilni faze A byla smés
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A:ACN:TrisHCl v poméru 84:14:2 pii pH 8. Druha mobilni faze B obsahovala latky
MeOH:EtAc v poméru 40:60.

Tabulka 7 Gradientovd rampa analyzy na HPLC/DAD

Retencni ¢as [min] | Mobilni faze A [%] | Mobilni fize B [%]
1 0 100 0
2 13 0 100
3 19 0 100
4 20 100 0
5 25 100 0

3.10 Analyza slozek biomasy pomoci GC

3.10.1 Priprava vzorku pro analyzu

Vsechny vzorky analyzované v této diplomové praci byly pred analyzou pomoci GC upraveny
transesterifikaci. Prvnim krokem bylo navéazeni lyofilizované biomasy v mnozstvi 10-15 mg do
krymplovacich vialek. Do vialky bylo pfidano 1,8 ml transesterifikacni smési (TES) o slozeni
dle tabulky 8. Poté byly vialky umistény do termobloku po dobu 2 h pii teploté 85 °C. Po
ukonceni vyhiivani v termobloku byly vialky ponechany ke zchlazeni. Obsah byl ptelit do Cisté
5 ml plastové zkumavky. K obsahu bylo pfidano 0,5 ml 0,05 M NaOH za cilem neutralizovat
kyselinu sirovou a dale 1 ml HPLC hexanu. Takto pfipravené vialky byly uzavieny a
vortexovany po dobu 10 min. V poslednim kroku bylo do sklenénych Sroubovacich GC vialek
odpipetovano 100 pl zhorni faze. Je nutno dbat na to, aby byla odebrana pouze Cira Cast
kapaliny z divodu vyssi kvality vysledného chromatogramu. Ke 100ul hexanové faze bylo
ptfidano 900ul HPLC hexanu. Timto byla provedena transesterifikace vzorkd biomasy a je
mozné je analyzovat metodou plynové chromatografie s plamenové-ionizacnim detektorem

(GC/FID), nebo je uschovat k pozdé;si analyze v mrazicim boxu pii -36 °C.
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Tabulka 8 SloZeni transesterifikacni smési

Slozka Specifikace
HPLC methanol -
H>SOq4 15 0bj.% (96 %)
heptadekanova kyselina 0,5 mg/ml

Analyza byla provedena na plynovém chromatografu Trace 1300 TM od firmy Thermo Fischer,
USA. Byla pouzita kolona Zebron GC FAME (30 m, 0.25 mm, 0.20 pm) znacky Phenomenex.
Déavkovani vzorku zajis§toval autosampler s déli¢em toku pii poméru 10, objem vzorku Cinil
1ul. Jako nosny plyn byl vyuzit vodik pii pratoku 0,5 ml/min. Teplotni program pro analyzu
mastnych kyselin a lipidd ve vyprodukované biomase je uveden vtab. 9 (Tabulka 9).
Vyhodnoceni probihalo pomoci metody interniho standartu a externi kalibrace pomoci

standardi Supleco FAME 37 mix (Sigma Aldrich, SRN).

Tabulka 9 Teplotni gradient pro analyzu na GC/FID

Reten¢ni Gradient Teplota Retence
¢as [min] [°C-min7!] | [°C] [min]
1 0,000 start - -
2 1,000 0,000 80,000 1,000
3 5,000 15,000 140,000 0,000
4 21,667 3,000 190,000 0,000
5 25,467 25,000 260,000 1,000
6 25,467 stop - -
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni koncentrace biomasy

V prvnich fazich experimentu byly kultivovany kvasinky Rhodotorula mucilaginosa,

Sporidiobolus pararoseus, Cystofilobasidium macerans na BBM médiu s riznym zdrojem

dusiku a glycerolem. Tyto kmeny byly také kultivovany na mineralnim médiu. Po kultivaci 96

hod bylo z produk¢nich médii odebirano po 40 ml kultury. Nartst biomasy prepocCitany na

hmotnostni koncentraci je shrnut v tabulce 10 (Tabulka 10).

Tabulka 10 Stanoveni koncentrace biomasy na BBM médiu

Obsah biomasy [g/1]

Zdroj dusiku a uhliku

Mikroorganizmus | mineralni dusi¢nan urea siran glycin
(urea + sodny glycerol amonny | glycerol
glycerol) glycerol glycerol
Rhodosporidium 8,34 4,07 3,21 4,05 3,31
toruloides
Sporidiobolus 6,65 1,53 4,35 3,21 3,50
pararoseus
Cystofilobasidium 8,07 1,96 7,21 2,85 7,42
macerans

Dalsi experimenty pokracovaly kultivaci zastupci kvasinek na ,, Spirulina“ médiu.

Z produkénich médii bylo odebrano vzdy 40 ml kultury. Vysledky stanovené koncentrace

biomasy jsou uvedeny v tabulce 11 (Tabulka 11).

Tabulka 11 Stanoveni koncentrace biomasy na ,, Spirulina “ médiu

Obsah biomasy [g/1]

Zdroj dusiku a uhliku

Mikroorganizmus | mineralni dusi¢nan urea siran glycin
(urea + sodny glycerol amonny | glycerol
glycerol) glycerol glycerol
Rhodosporidium 811 5,01 8,53 5,13 6,31
toruloides
Sporidiobolus 2,64 3,28 0,56 2,01 2,23
pararoseus
Cystofilobasidium 4,81 3,71 3,25 2,04 3,63
macerans
Phaffia 0,23 0,13 0,08 0,08 0,11
rhodozyma
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4.2 Screening kvasinkovych kmenu

4.2.1 Kultiva¢ni screening Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004

Mezi prvni experimenty této diplomové prace patiily kultivacni screeningové experimenty
vybranych kmeni kvasinek uvedenych vyse (podkapitola 3.3.1). Kvasinka Rhodosporidium
toruloides CCY 062-002-004 byla kultivovana na BBM a ,, Spirulina “ médiich po dobu 120 h.
Podminky stresu vytvarely odlisné zdroje dusiku a vzdy stejny zdroj uhliku glycerol. Siran
amonny, dusi¢nan sodny, aminokyselina glycin a mocovina slouzily kvasince jak zdroje dusiku
pro fungovani metabolizmu a rist. Kontrolnim médiem bylo mineralni médium s obsahem
glycerolu (30 g/l), mocoviny (1,84 g/), hofecnatych a fosfore¢nych soli rozpusténych v
kohoutkové vodé€. Pro graficka zobrazeni téchto vysledka byly vyuzity zkratky v popisku dat,
jejichz soupis je uveden v tabulce 12 (Tabulka 12).

Tabulka 12 Vyznam zkratek pro popis grafit screeningové cdsti prdce

Zkratka Vyznam

S siran amonny

D dusi¢nan sodny

G glycin

M mocovina

MIN mineralni médium
Gly glycerol

Spi ., Spirulina “ médium
BBM BBM médium

Z grafu na obr. 8 (Obrazek 8) miizeme vycCist mnozstvi naprodukované biomasy v BBM médiu.
Produkce biomasy se pohybovala v podobnych vytéznostech u prvnich Ctyfech typa stresu,
avSak lisSi se mnozstvi biomasy ziskané z minerdlniho média. V tomto pfipadé je az
dvojnasobny narust oproti predeSlym piipadim. Z pohledu celkové produkce karotenoida
uvedené v mg na g biomasy, mizeme konstatovat, Ze nejvhodnéjsim zdrojem makronutrientd
na BBM médiu je kombinace mocovina s glycerolem, kde doslo k nejvyssim vytézkim ze
vSech kombinaci. Produkce jednotlivych sledovanych metabolitti ukazuje nejvyssi produkci
thorularhodinu v piipadé mineralniho média, dale také u siranu amonného a mocoviny.
Zajimavy je obsah ubichinonu, ktery je nejvyssi opet u mineralniho média, nicméné vyskytuje
se 1 umédia s glycinem a mocovinou.

40



12

10
8
6
4
2
0
S+ Gly D +Gly G+ Gly M + Gly MIN
W biomasa [g/l] | torularhodin [mg/g] m lykopen [mg/g]
B-karoten [mg/g] m celkové karotenoidy [mg/g] M ergosterol [mg/g]
ubichinon [mg/g] W torulen [mg/g]

Obrazek 8 Grafické zobrazeni analyzy kvasinkové biomasy Rhodosporidium toruloides CCY
062-002-004 kultivovaném na BBM médiu
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B-karoten [mg/g] M celkové karotenoidy [mg/g] M ergosterol [mg/g]
ubichinon [mg/g] M torulen [mg/g]

Obrazek 9 Grafické znazornéni analyzy produkované biomasy Rhodosporidium toruloides
CCY 062-002-004 kultivované na ,, Spirulina“ médiu

Vysledek analyzy kultivace stejného kmene na ,, Spirulina “ médiu za jinak stejnych fyzikalné-
chemickych podminek mizeme vidét na grafu obr. 9 (Obrazek 9). Z tohoto grafu je patrna
celkové vyssi produkce jednotlivych metaboliti nez u predchoziho grafu. Mnozstvi biomasy je
vysoké v pfipadé zdroje dusiku glycinu a také u mineralniho média, stejné jako bylo u BBM
média. Na rozdil od kultivace na BBM médiu, kde se ergosterol téméf nevyskytoval, vidime
produkci ergosterolu u vSech kombinaci zivin na ,, Spirulina “ médiu priblizné stejné, okolo 4-
5 mg/g biomasy. Koncentrace lykopenu byla vyznamna u BBM média v ptipadé mocovinového
zdroje dusiku, az 11 mg/g biomasy, taktéz v pripadé glycinu (8,14 mg/g). Nizsich vytézka bylo
dosazeno v pifipade siranu amonného a dusi¢nanu sodného a nejnizsich u mineralniho média,

jak je patrné na grafu obr. 8 (Obrazek 8).
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Obrazek 10 Grafické zndazornéni profilu mastnych kyselin u kvasinky Rhodosporidium
toruloides CCY 062-002-004 kultivované na ,, Spirulina “ i BBM médiu
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Obrazek 11 Grafické zobrazeni procentudlniho zastoupent lipidit v biomase kvasinky
Rhodotorula toruloides CCY 062-002-004 kultivovaném na ,, Spirulina “ i BBM médiu

Z grafi na obrazcich 10 a 11 (Obrazek 10 a Obrazek 11) je mozno zhodnotit a porovnat
produkei lipida a jednotlivych skupin mastnych kyselin dle jejich saturace na obou typech
médii. U vSech pripadi na BBM médiu byla produkce podobna (okolo 0,5 g/l biomasy), u
mineralniho média lehce vyssi. Produkce lipidickych latek v ptipadé ,, Spirulina“ média byla
celkové vy$si nez u BBM média (Obrazek 11). Profil mastnych kyselin nejvice tvorily

mononenasycené¢ MK u BBM média, v piipad€ ,,Spirulina®“ média je vidét trend produkce

pohybuyjici se piiblizné ve stejnych hodnotach (Obrazek 10).
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4.2.2 Kultiva¢ni screening Cystofilobasidium macerans CCY 17-9-3
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S+ Gly D +Gly G +Gly M + Gly MIN
B biomasa [g/l] W torularhodin [mg/g] H lykopen [mg/g]
B-karoten [mg/g] m celkové karotenoidy [mg/g] m ergosterol [mg/g]
ubichinon [mg/g] M torulen [mg/g]

Obrazek 12 Grafické zndazornéni analyzy produkované biomasy Cystofilobasidium macerans
CCY 17-9-3 kultivovaném na BBM médiu

Za stejnych podminek jako u R. toruloides byl proveden také screening produkcnich vlastnosti

a rustu kmene kvasinky Cystofilobasidium macerans CCY 17-9-3.
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ubichinon [mg/g] W torulen [mg/g]

Obrazek 13 Grafické znazornéni analyzy biomasy Cystofilobasidium macerans CCY 17-9-3
kultivovaném na ,, Spirulina “ médiu

Produkce biomasy u dané kvasinky byla v pfipadé BBM média nevy$si u siranu amonného jako
zdroje dusiku, coz muzeme najit v grafu na obr. 12 (Obrazek 12). V produkci v piipadé
., Spirulina“ média dominuje jako zdroj dusiku dusi¢nan sodny, kde byla koncentrace biomasy
nejvyssi (az 3,28 g/l), jak je patrné z grafu na obr. 13 (Obrazek 13). Z grafti dale mizeme vidét,
ze vobou piipadech kultivace byla velmi nizka produkce PB-karotenu, avSak celkové

karotenoidy byly shodné analyzovany ve vyssi koncentraci na glycinovém zdroji dusiku.
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Obrazek 14 Grafické zndazornéni profilu mastnych kyselin dle saturace v lipidech biomasy u
kvasinky Cystofilobasidium macerans CCY 17-9-3 kultivované na ,, Spirulina“ a BBM médiu

Procentualni zastoupeni lipidi v biomase ukazuje u obou typt médii, ze dochazi k vyrazné
vyS$si koncentraci v ptipadé siranového zdroje dusiku, jak popisuje graf na obr. 15 (Obrazek
15). Profil mastnych kyselin je pfevazné tvoren MUFA v ptipadé BBM média (Obrazek 14).
Pouze v ptipadé dusi¢nanového zdroje dusiku vybocuje koncentrace PUFA, a to na

54,92 %. Na ,, Spirulina“ médiu je mozno pozorovat podobné vysledky u vSech typu Zivin.
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Obrazek 15 Grafické zobrazeni procentudlniho zastoupent lipidit v biomase u kvasinky
Cystofilobasidium macerans CCY 17-9-3 kultivované na ,, Spirulina“ a BBM -
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4.2.3 Kultiva¢ni screening Phaffia rhodozyma CCY 77-1-1
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ubichinon [mg/g] W torulen [mg/g]

Obrazek 16 Grafické zndzornéni analyzy biomasy u kvasinky Phaffia rhodozyma CCY 77-1-1
kultivované na ,, Spirulina “ Médiu -

Nasledujici screeningové kultivace byly provadény pouze na , Spirulina” médiu v jinak
stejnych fyzikalné-chemickych podminkéach. Zdroje dusiku a uhliku byly shodné jako u
predchozich experimenti. Kmen Phaffia rhodozyma CCY 77-1-1 dosahoval nizsi produkce
biomasy u vSech ¢tyf typu zdroju dusiku s glycerolem, kromé mineralniho média (Obrazek 16).
Produkce ubichinonu se ukazuje v pfipadé siranového zdroje dusiku s glycerolem jako
nejvyhodnéjsi, jeho koncentrace byla v tomto piipadé nejvyssi (4,67 mg/g). Koncentrace
ergosterolu byla nejvyhodné;jsi v pfipadé mocovinového zdroje dusiku s glycerolem (2,59
mg/g).
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Obrazek 17 Grafické zndzornéni zastoupeni skupin mastych kyselin dle saturace u kvasinky
Phaffia rhodozyma CCY 77-1-1 kultivovaném na ,, Spirulina “ médiu
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Obrazek 18 Grafické zobrazeni procentudlniho zastoupent lipidit v biomase u kvasinky
Phaffia rhodozyma CCY 77-1-1 kultivované na ,, Spirulina “ Médiu
Podle grafu na obr. 17 (Obrazek 17) je patrny posun profilu mastnych kyselin ve prospéch
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) s nejvys$si koncentraci PUFA v ptipadé mocoviny
s glycerolem na ,,Spirulina* médiu. Tento trend se opakuje také v piipadé€ celkového zastoupeni
lipidd v biomase, kde vykazuje kvasinka lepsi vyuziti zivin v pfipadé mocovinového zdroje

dusiku s glycerolem (Obrazek 18).

4.2.4 Kultiva¢ni screening Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6

Kultivaéni screening kmene Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6 ukazuje v pfipadé HPLC
analyzy biomasy na obr. 19 (Obrazek 19), ze profil produkovanych metabolittu patii spolecné
s kmenem R. toruloides (Obrazek 9) k nejsirSim. V pfipadé analyzy lipidd na obr. 20 a 21
(Obrazek 20 a Obrazek 21) vidime lepsi vyuziti glycinového zdroje dusiku s glycerolem, kde

dochazi k nejvyssimu zastoupeni lipida v biomase se slozenim ve prospéch PUFA.
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Obrazek 19 Grafické zndazornéni analyzy biomasy u kmene Sporidiobolus pararoseus CCY
19-9-6 kultivovaném na BBM médiu
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Obrazek 20 Grafické zndazornéni profilu mastnych kyselin dle saturace u kmene Sporidiobolus
pararoseus CCY 19-9-6 kultivovaném na BBM médiu
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Obrazek 21 Grafické zobrazeni procentudlniho zastoupent lipidit v biomase u kmene
Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6 kultivovaném na BBM

4.2.5 Kultivaéni screening Sporidiobolus metaroseus CCY 19-6-20
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Obrazek 22 Grafické zndzornéni analyzy biomasy u kmene Sporidiobolus metaroseus CCY
19-6-20 kultivovaném na ,, Spirulina “ médiu
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V piipadé posledniho testovaného kmene Sporidiobolus metaroseus CCY 19-6-20 mizeme
z grafu na obr. 22 (Obrazek 22) konstatovat vyssi koncentraci ergosterolu nez u predchozich
kment. Celkova koncentrace biomasy byla nejvyssi v piipadé mineralniho média s glycerolem
a mocovinou. Celkové kvasinka na médiich se v§emi typy zivin vykazuje podobny profil a
produkci metabolitu.
Profil mastnych kyselin dle jejich saturace se vyrazné neméni u vSech kombinaci zivin na
. Spirulina “ médiu, jak je mozno vidét na grafu obr. 23 (Obrazek 23). V ramci zastoupeni MK
shodné dominuji PUFA a nejmensi procento predstavuji saturované mastné kyseliny (okolo 30
%). Celkova produkce lipidickych latek je nejvyssi v ptipadech siranového a glycinového
zdroje dusiku v médiu (Obrazek 24).
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Obrazek 23 Grafické zobrazeni procentudlniho zastoupeni profilu mastnych kyselin v lipidech
biomasy u kmene Sporidiobolus metaroseus CCY 19-6-20 kultivovaném na ,, Spirulina
médiu
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Obrazek 24 Grafické zobrazeni procentudlniho zastoupent lipidit v biomase u kmene
Sporidiobolus metaroseus CCY 19-6-20 kultivovaném na ,, Spirulina “ Médiu
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4.3 Vysledky kokultivacnich experimenti v mutikultivatoru

Po screeningové casti diplomové prace nasledovaly samotné experimenty kokultivacni
produkce biomasy. Podminky a detaily, za jakych byly kokultivace provedeny, jsou uvedeny
v kapitole 3.8 (kapitola 3.7). V této diplomové praci bylo zanalyzovano a provedeno 5 typu
kokultivaci. Analyza a zpracovani vysledka byly provedeny stejnym zptisobem jako v piipadé
screeningové faze. Vystupem jednotlivych kokultivaci jsou tedy grafické znazornéni vysledkt
analyz metabolitd z HPLC/DAD, dale analyza distribuce mastnych kyselin pomoci GC/FID a
procentualni zastoupeni celkovych lipidi v biomase. Pro popis grafi byly vyuzity nékteré

zkratky jejichz vyznam je uveden v tabulce 13.

Tabulka 13 Vyznam zkratek pro popis grafit kokultivaci v multikultivdtoru

Zkratka Vyznam

R/Rasa Kultivace Cisté fasy na BBM médiu

K/Kvasinka | Kultivace ¢isté kvasinky na BBM médiu

BBM Kokultivace obou mikroorganizml na zakladnim BBM médiu

N+P 200 % | Obsah dusi¢nanu sodného a fosfore¢nych soli je 200 % oproti BBM médiu

P 300 % Obsah fosfore¢nych soli v BBM médiu je 300 % oproti zdkladnimu médiu

P 350 % Obsah fosfore¢nych soli v BBM médiu je 350 % oproti zdkladnimu médiu

N 300 % Obsah dusi¢nanu sodného v BBM médiu je 300 % oproti zakladnimu médiu

N 350 % Obsah dusi¢nanu sodného v BBM médiu je 350 % oproti zakladnimu médiu

N 400 % Obsah dusi¢nanu sodného v BBM médiu je 400 % oproti zakladnimu médiu

N 500 % Obsah dusi¢nanu sodného v BBM médiu je 500 % oproti zakladnimu médiu

Mg 200 % | Obsah hotec¢naté soli v BBM médiu je 200 % oproti zakladnimu médiu

Mg 300 % | Obsah hotecnaté soli v BBM médiu je 200 % oproti zakladnimu médiu
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4.3.1 Kokultivace Scenedesmus dimorphus CCALA 443 a Rhodosporidium toruloides
CCY 062-002-004

Jako prvni dvojice mikrofasy a karotenogenni kvasinky byly vybrany kmeny Scenedesmus
dimorphus CCALA 443 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004. Z grafti na obrazcich
25 a 26 (Obrazek 25 a Obrazek 26) muzeme vycist, ze celkova produkce biomasy byla vyssi
v multikultivatoru B. V pfipadé multikultivatoru A bylo nejvyssi produkce dosazeno u obsahu
hot¢iku v médiu 300 % oproti zakladnimu médiu. Vyssi koncentrace biomasy oproti samotné
kvasinkové biomase obsahovala také kokultura na zékladnim BBM médiu. U produkce
ergosterolu bylo dosazeno lepSich vysledka v piipadé multikultivatoru B. Nejvyssi koncentrace
B-karotenu a luteinu muzeme pozorovat v piipadé multikultivatoru A u mnozstvi hoi¢iku na

300 %.
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m ergosterol [mg/g] celkové chlorofyly [mg/g]

Obrazek 25 Grafické zndzornéni analyzy biomasy kokultivace kmemi Scenedesmus dimorphus
CCALA 443 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivdtoru A
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M biomasa [g/I] astaxanthin [mg/g] B-karoten [mg/g]
celkové karotenoidy [mg/g] m ubichinon [mg/g] M lutein [mg/g]
m ergosterol [mg/g] celkové chlorofyly [mg/g]

Obrazek 26 Grafické zndzornéni analyzy biomasy kokultivace kmemi Scenedesmus dimorphus
CCALA 443 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivdtoru B

Zastoupeni lipida a distribuce mastnych kyselin u této kokultivace je znazornéno na obrazcich
27 a 28 (Obrazek 27 a Obrazek 28) vzdy v pravé Casti. U multikultivatoru A se zvySuje
produkce lipidu v ptipadé obsahu hoiciku 200 %. U druhého multikultivatoru bylo dosazeno
nevys$siho obsahu v pfipadé obsahu dusiku zvySeného na 300 %, se zvySujicim se obsahem
dusiku se dale koncentrace lipidd uz snizovala. U obou multikultivatora byla koncentrace
celkovych lipida v kokultufe niz§i nez u samotné kvasinky. Profil mastnych kyselin je
znazornén na stejnych obrazcich vzdy v levé ¢asti. U obou multikultivatord dochazi postupné
ke zméné koncentraci u PUFA a SFA. V pfipadé MUFA se koncentrace drzi pfiblizn€ na stejné
hodnoté. U multikultivatoru B miZeme na obr. 27 (Obrazek 27) vidét, ze oproti samostatné
kvasince doslo k nejvyssi koncentraci PUFA v pfipadé zvySeni obsahu fosforu na 350 % a
v ptipadé hotciku na 200 %.
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Obrazek 27 Grafické zndazornéni profilu mastnych kyselin dle saturace (vlevo) a procentudlni
zastoupent lipidit v biomase (vpravo) kmenii Scenedesmus dimorphus CCALA 443 a
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru A
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Obrazek 28 Grafické zndazornéni profilu mastnych kyselin dle saturace (vlevo) a procentudlni
zastoupent lipidit v biomase (vpravo) kmenii Scenedesmus dimorphus CCALA 443 a
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru B

Zmeéna slozeni mastnych kyselin ve prospéch PUFA se projevovala i v piipadé multikultivatoru
B, a to az po obsah dusiku na 350 %, se zvySujicim se obsahem se dale koncentrace PUFA

snizovala ve prospéch MUFA i SFA.
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Obrazek 29 Zdznam rustové kiivky kokultivace kmemii Scenedesmus dimorphus CCALA 443
a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru A

4.3.2 Kokultivace Anabaena torulosa CCALA 003 a Rhodosporidium toruloides CCY
062-002-004

Dalsi analyza vyprodukované obohacené smésné biomasy pochazela z kokultivace kment
Anabaena torulosa CCALA 003 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004. Celkova
produkce biomasy se ukazala vyhodnéjsi v pripadé multikultivatoru A, viz. obr. 30 a 31
(Obrazek 30 a Obrazek 31), kde doslo k vyssim vytézkim v piipadé kokultivace na BBM médiu
(1,54 g/1), u ostatnich zmén nutrientd produkce biomasy kolisala, ale nepfesahla koncentraci
v tomto piipadé. Produkce celkovych karotenoidi vykazuje vyss$i koncentrace v piipadé

multikultivatoru A. Nejlepsich vytézkl bylo dosazeno na médiu s obsahem dusiku a fosforu
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zvySeného na 200 % a v pripadé druhého multikultivatoru pii obsahu dusiku az 500 % ptavodni
hodnoty. Naopak je tomu v piipadé produkce celkovych chlorofyla. U téchto sloucenin bylo
dosazeno vyrazné lepSich produkénich schopnosti u kokultivace v multikultivatoru B.
Koncentrace astaxanthinu dosahovala rovnéz zajimavych vysledki u multikultivatoru B.
V ptipadech obsahu dusiku a fosforu 200 % a zejména samotného dusiku pfi 500 % (az 1,64

mg/g biomasy) bylo dosazeno nejvyssich vytézka astaxanthinu.
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m ergosterol [mg/g] m celkové chlorofyly [mg/g]

Obrazek 30 Grafické zndazornéni analyzy biomasy kokultivace kmenit Anabaena torulosa
CCALA 003 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivdtoru A
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Obrazek 31 Grafické zndazornéni analyzy biomasy kokultivace kmemi Anabaena torulosa
CCALA 003 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivdtoru B

Profil mastnych kyselin u multikultivatoru A (Obrazek 32) se posouva smérem k PUFA az po

obsah fosforu 350 %, kde dosahuje nejvyssi hodnoty. Vyssi koncentrace hoi¢iku v médiu
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ovlivilyji profil pozitivné¢ smérem k MUFA. U druhého multikultivatoru B (Obréazek 33) je
mozné vidét podobny trend v procentualnim zastoupeni lipida dle grafu vpravo na stejném
obrazku. Profil mastnych kyselin se posouva smérem k PUFA a nasledné kolisa v podobnych

hodnotéch jako u samostatné kultury kvasinky.
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Obrazek 32 Grafické zndzornéni procentualniho sloZeni mastnych kyselin dle saturace (vlevo)
a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase (vpravo) kmenii Anabaena torulosa CCALA 003
a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru A
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Obrazek 33 Grafické zndzornéni procentudlniho sloZeni mastnych kyselin dle saturace (vievo)
a procentudlni zastoupenti lipidit v biomase (vpravo) kmemi Anabaena torulosa CCALA 003 a
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru B
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Obrazek 34 Zdznam rustové kiiivky kokultivace kmenu Anabaena torulosa CCALA 003 a
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru A
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Obrazek 35 Zdaznam riistové krivky kokultivace kmenu Anabaena torulosa CCALA 003 a
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru B

4.3.3 Kokultivace Scenedesmus acutus CCALA 258 a Rhodosporidium toruloides CCY
062-002-004

Celkova koncentrace biomasy byla vzdy nizsi nez u samotné kvasinky, jak je patrné z grafii na
obr. 36 a 37 (Obrazek 36 a Obrazek 37); nejvyssi koncentrace byla stanovena u obsahu hotciku
200 % (2,15 g/1) a dusiku 500 % (1,47 g/I). Dale muzZzeme pozorovat, ze v piipadé
multikultivatoru B byla produkce celkovych karotenoid vyrazn€ niz§i nez u druhého
multikultivatoru A. Dle grafu na obr. 36 (Obrazek 36) bylo zjisténo, ze koncentrace karotenoida
je nejvyssi u obsahu dusiku a fosforu 200 %, naopak velmi nizka u hot¢iku na 300 %. Produkce
astaxanthinu je vySSi oproti samotné fase pouze v prfipadé zakladniho BBM média
v multikultivatoru B. Celkové chlorofyly byly produkovany vesmés v mnozstvi niz§im nez u
samotné fasy. Produkce ergosterolu vykazuje v ptipadé multikultivatoru B vzdy velmi nizkou
hladinu oproti samotnym mikroorganizmim. U multikultivatoru A pozorujeme pokles
koncentrace ergosterolu pii naristu obsahu dusiku a fosforu k 200 %, nasleduje zvySeni
koncentrace pii obsahu 300 % fosforu. Nejvyssi koncentrace bylo dosazeno v pripadé obsahu
hot¢iku 200 %. Mnozstvi produkovaného luteinu je u obou multikultivatord velmi nizké.
V ptipadé€ koncentrace fosforu pifi 350 % u multikultivatoru A doslo k nejvyssi produkei této
latky oproti ostatnim vyzivovym podminkam. Vlevo na obr. 38 (Obrazek 38) je patrné prevaha
SFA u vétSiny méfeni, procentualni zastoupeni lipidi je vysSi oproti samotné kvasince v
ptipadech obsahu fosforu 300 % a hoic¢iku 200 %. U multikultivatoru B (Obrazek 39) je patrny
trend zvySujiciho se obsahu PUFA na ukor SFA se zvySujicim se obsahem dusiku v médiu
s vrcholem pfi obsahu 350 %. Dalsi pfidavky dusiku vedly k naristu obsahu SFA v médiu a

snizeni PUFA. Procentualni zastoupeni lipidi bylo vyrazn€ niz§i nez u piedchoziho
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multikultivatoru A. Na obr. 39 (Obrazek 39) vpravo je patrny trend postupného snizovani

obsahu lipida se zvysujicim se obsahem dusiku v médiu.
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Obrazek 36 Grafické zndzornéni analyzy biomasy kokultivace kmemi Scenedesmus acutus
CCALA 258 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivdtoru A
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Obrazek 37 Grafické zndzornéni analyzy biomasy kokultivace kmemi Scenedesmus acutus
CCALA 258 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivdtoru B
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Obrazek 38 Grafické zndzornéni procentualniho sloZeni mastnych kyselin dle saturace (vlevo)
a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase (vpravo) kmenii Scenedesmus acutus CCALA 258
a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru A
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Obrazek 39 Grafické zndzornéni procentualniho sloZeni mastnych kyselin dle saturace (vlevo)
a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase (vpravo) kmenii Scenedesmus acutus CCALA 258
a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru B

4.3.4 Kokultivace Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6 a Coccomyxa sp. CCALA 912

Celkova produkce biomasy se ukazala vyhodnéjsi v pfipadé multikultivatoru B, jak je patrné
z grafti (Obrazek 40 a Obrazek 41). Obsah dusiku zvySeny na 400 % zajistil nejvyssi produkci
biomasy u tohoto multikultivatoru. NejvysSich vytézka biomasy v piipadé multikultivatoru A
bylo dosazeno u obsahu fosforu 300 %, se zvySujici se koncentraci nastal uz pokles produkce.
V ptipad€ zmény obsahu hoi¢iku se ukazal nejvyhodnéjsi 200 % obsah hot¢iku v médiu. Obsah
celkovych karotenoidi dosahoval vyssich koncentraci v pfipad€ mutikultivatoru A, s nejvyssim
vytézkem u obsahu fosforu 300 %. Nejnizsi zisk byl zaznamenan v obou ptipadech zvySeného
obsahu hoi¢iku. V piipadé obsahu dusiku 500 % byl zaznamenan nejvyssi zisk karotenoidu —
az 7,3 mg/g. Produkce chlorofylli byla nizsi nez u samotné sinice, a to u obou multikultivatora.
Obsah ergosterolu se vyvijel pozitivn€ s nartstajicim obsahem dusiku v médiu u
multikultivatoru B. U multikultivatoru A koncentrace ergosterolu kolisala s vrcholem u obsahu
fosforu pti 300 % a 350 %. Obsah astaxanthinu dosahl svého maxima v ptipadé obsahu fosforu

300 % u multikultivatoru A, a ve druhém multikultivatoru u obsahu dusiku 500 %.
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Obrazek 40 Grafické zndazornéni analyzy biomasy kokultivace Sporidiobolus pararoseus CCY
19-9-6 a Coccomyxa sp. CCALA 912 v multikultivatoru A
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Obrazek 41 Grafické zndazornéni analyzy biomasy kokultivace Sporidiobolus pararoseus CCY
19-9-6 a Coccomyxa sp. CCALA 912 v multikultivatoru B

Slozeni jednotlivych skupin MK dle saturace a procentualni zastoupeni lipidd je uvedeno na
obr. 42 a 43 vlevo (Obrazek 42 a Obrazek 43). Obsah PUFA v mutikultivatoru A dosahuje
maxima v piipadé obsahu dusiku a fosforu 200 % a s narUstajici koncentraci fosforu klesa.
Nejvétsi posunuti smérem k PUFA bylo docileno s nardstajicim obsahem hoi¢iku v médiu. U
multikultivatoru B dochazelo pfes mensi kolisani k posunu slozeni MK ve prospéch MUFA

s narustajicim obsahem dusiku v médiu.
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Obrazek 42 Grafické zndazornéni procentualniho sloZeni mastnych kyselin dle saturace (vievo)
a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase (vpravo) kmenii Sporidiobolus pararoseus CCY
19-9-6 a Coccomyxa sp. CCALA 912 v multikultivatoru A
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Obrazek 43 Grafické zndazornéni procentualniho sloZeni mastnych kyselin dle saturace (vievo)
a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase (vpravo) kmenii Sporidiobolus pararoseus CCY
19-9-6 a Coccomyxa sp. CCALA 912 v multikultivatoru B

4.3.5 Kokultivace Anabaena laxa CCALA 805 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-
002-004

Posledni experimenty v multikultivatoru byly provedeny s kmeny Anabaena laxa CCALA 805
a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004. Celkova produkce biomasy byla nejlépe
podpotena pii vyssim obsahu hotciku (300 %, 1,65 g/l) a dusiku (400 %, 1,73 g/l) v médiu.
Produkce karotenoid(i byla lepsi u multikultivatoru A (Obrazek 44 a Obrazek 45), kde
prevySovala produkci u samotné kvasinky. Nejlepsi podpora produkce karotenoidi byla
sledovana pii obsahu hot¢iku 300 % oprott BBM médiu. V piipadé vys§iho obsahu dusiku byla
patrna velmi nizka produkce oproti samotné kvasince. Koncentrace ubichinonu byla nejlépe
podpofena vyssim obsahem dusiku (350 %, 1,09 mg/g). V pripadé astaxanthinu mizeme nalézt
skoro dvakrat vétsi obsah v kokultufe nez u samotné€ sinice, a to na zakladnim BBM médiu u

multikultivatoru B (Obrazek 45).
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Obrazek 44 Grafické zndazornéni analyzy biomasy Anabaena laxa CCALA 805 a
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru A
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Obrazek 45 Grafické zndazornéni analyzy biomasy Anabaena laxa CCALA 805 a
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru B

V profilu MK dle saturace prevladaji MUFA u multikultivatoru A, dle grafu vlevo na

obr. 46 (Obrazek 46). V procentualnim zastoupeni lipidi je mozné vidét trend narustu lipida
v biomase s rostouci koncentraci Mg dle stejného obrazku vpravo. U multikultivatoru B je
mozné najit podobné vysledky ve spektru mastnych kyselin jako v predchozim pfipadé.
S narUstajicim mnozstvim dusiku v médiu dochazi pomalu k posunu profilu ve prospéch PUFA
a neprospéch MUFA, jejichz mnozstvi ubyva, jak je mozné najit na grafu vpravo obr. 47
(Obrazek 47). V procentualnim zastoupeni lipida dochazi ke kolisani a je mozné vidét, ze pfi

vys§im mnozstvi dusiku v médiu stoupla i produkce lipida (Obrazek 47).
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Obrazek 46 Grafické zndazornéni procentualniho sloZeni mastnych kyselin dle saturace (vlevo)
a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase (vpravo) kmenii Anabaena laxa CCALA 805 a
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru A
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Obrazek 47 Grafické zndazornéni procentudiniho sloZeni mastnych kyselin dle saturace (vievo)
a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase (vpravo) kmenii Anabaena laxa CCALA 805 a
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 v multikultivatoru B

4.4 Vysledky kokultivace iras a kvasinek ve fermentoru

4.4.1 Kokultivace Scenedesmus dimorphus CCALA 443 a Rhodosporidium toruloides
CCY 062-002-004 ve fermentoru

Po fazi v mutikultivatoru nasledovala kokultivace ve fermentoru. Z Casovych davoda byla
provedena jedna kokultivace kment Scenedesmus dimorphus CCALA 443 a Rhodosporidium
toruloides CCY 062-002-004. Vysledky analyzy produkované biomasy zahrnuji stejné vystupy
jako v pfipadé€ predchozich experimentd. Kokultivace trvala 120 h a bylo provedeno celkem 7
odbéra vzorku biomasy. Graf na obr. 48 (Obrazek 48) obsahuje vysledky analyzy metabolita
pomoci HPLC/DAD. Obsah celkovych karotenoidi dosahl svého maxima pfi odbéru ve 48. h
(3,7 mg/g) a poté koncentrace klesala az ke konci pokusu. Nejvétsi cast karotenoida tvoril
torularhodin, ktery dosahl svého maxima ve 48. hodin€ odbéru (2,56 mg/g). Produkce lykopenu

byla velmi nizka az do 66. hodiny fermentace, kde byla analyzovana koncentrace 2,77 mg/g
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biomasy. Nasledné produkce klesla pod 0,5 mg/g a klesala az do konce sledovaného obdobi.

Koncentrace B-karotenu a luteinu byly nejnizsi ze vSech sledovanych karotenoidu.
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Obrazek 48 Grafické zndazornéni analyzy biomasy z kokultivace Scenedesmus dimorphus
CCALA 443 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 ve fermentoru

Tvorba astaxanthinu patfila také k minoritnim produktim, maximalné byla dosazena
koncentrace 0,27 mg/g biomasy ve 48. h odbéru. Produkce celkové biomasy dosahla az na 6,60
g/l. Koncentrace ergosterolu zpocatku rostla (5,07 mg/g), po prekroceni 48. h zacala klesat a
nasledné uz tuto hodnotu neptekrocila. Ubichinon se vyskytoval pfiblizné ve stejné hladin€ po

celou dobu kokultivace. Maximum produkce bylo dosazeno ke konci fermentace (0,9 mg/g).
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Obrazek 49 Grafické zndazornéni profilu mastnych kyselin u kokultivace Scenedesmus
dimorphus CCALA 443 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 ve fermentoru
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Obrazek 50 Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupenti lipidii v biomase u kokultivace
Scenedesmus dimorphus CCALA 443 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 ve
fermentoru

Profil mastnych kyselin (Obrazek 49) se za¢atkem kokultivace ménil ve prospéch SFA. V 66.
h doslo ke zméné a navySeni procentualniho zastoupeni PUFA 1 MUFA, nicméné predchozi
trend nadale pokracoval. Ke konci experimentu doslo k navySeni MUFA 1 k velmi nizké
produkci PUFA. Procentualni zastoupeni lipidi v biomase stoupalo pravideln€ po celou délku

experimentu (Obrazek 50).
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S DISKUZE

V této diplomové praci bylo cilem otestovat moznosti produkce obohacené biomasy
pochézejici z kokultivace kvasinek a mikrofas nebo sinic. Byli vybrani zéastupci jednotlivych
druhti karotenogennich kvasinek a mikrofas/sinic tak, jak je uvedeno v podkapitole 3.3
(podkapitola 3.3). Experiment zapocCal screeningovou ¢asti kvasinkovych kmenti na BBM a
pirulina” médiich s riznymi zdroji dusiku a glycerolem jako jedinym zdrojem uhliku. Druha
cast pokracovala kokultivatnimi pokusy v multikultivatoru. Po 120 h byla naprodukovana
biomasa kvasinky a mikrofasy/ sinice stanovena gravimetricky a vybrané metabolity byly
analyzovany pomoci HPLC/DAD a GC/FID. Produkce jednotlivych metaboliti dopliiovala
analyza profilu MK a celkové produkce lipidd. Posledni cast tvofila produkce obohacené
biomasy v BBM médiu ve fermentoru. Z ¢asovych diuvodi a divodi kontaminace plisnémi a
bakteriemi byl uskute¢nén pouze jeden fermentorovy experiment. PokraCovani této Casti
diplomové prace bude realizovano v nasledujicich odbornych pracich a projektech.

Produkce celkové biomasy na BBM médiu byla u screeningovych pokust nejlepsi shodné u
vsech tii kultivovanych kment Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6, Cystofilobasidium
macerans CCY 17-9-3, Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 na mineralnim médiu.
Koncentrace biomasy se pohybovala kolem 8 g/l u vSech tii kmend. Na , Spirulina“ médiu byly
kultivovany kmeny Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6, Cystofilobasidium macerans CCY
17-9-3, Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 spolecné€ s kmenem Phaffia rhodozyma
CCY 77-1-1. Z vysledku je patrna nejvyssi koncentrace biomasy na glycinu jako zdroji N
a glycerolu jako zdroji C u Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 (8,53 g/). Na
mineralnim médiu u Sporidiobolus metaroseus CCY 19-6-20 (7,81 g/l) a Sporidiobolus
pararoseus CCY 19-9-6 (6,65 g/l) byly produkovany nejvyssi koncentrace biomasy na
yopiruling” médiu. U kvasinky C. macerans byla koncentrace vyS$si také v ptipadé mocoviny

s glycerolem a glycinu s glycerolem.

Celkova nejvyssi produkce karotenoidt byla analyzovana u kmena Rhodosporidium toruloides
CCY 062-002-004 (11,25 g/l) na mocovinovém zdroji dusiku s glycerolem u BBM média,
taktéz na ,,Spirulina“ médiu s dusi¢nanem sodnym (9,63 g/l) a rovnéz u kmene Sporidiobolus
pararoseus CCY 19-9-6 — 5,21 g/l na , Spirulina“ médiu s glycinovym zdrojem dusiku. U BBM
média byla produkce jinak kolisava u raznych zdroji dusiku.

Ve druhé ¢asti diplomové prace bylo provedeno 5 kokultivaci v multikultivatoru s upravenym

slozenim makroprvki u BBM média (kapitola 3.7). Jednalo se o fosfor, dusik a hoicik.
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Porovnani produkce metaboliti bylo provedeno oproti metabolitim produkovanym
samostatnou mikrofasou/sinici a kvasinkou (podkapitoly 4.3.1 — 4.3.5).

Kmeny Scenedesmus dimorphus CCALA 443 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004
byly kokultivovany jako prvni. Produkce kombinované biomasy byla nejvyssi v ptipadé obsahu
fosforu na 350 % (1,01 g/1) a 300 % obsahu hotciku v médiu (0,97 g/1). Stoupajici koncentrace
dusiku v médiu méla pozitivni vliv na produkci ergosterolu, jehoz koncentrace se pohybovala
maximalné mirn¢ nad 2 mg/g. Nejvice produkovanymi karotenoidy byly B-karoten a lutein, a
to v zakladnim BBM médiu (1,18 mg/g a 1,01 mg/g). Profil MK se ménil v z&vislosti na
mnozstvi fosforu (350 %), hot¢iku (200 %) a také dusiku (350 %) ve prospéch zvyseného podilu
PUFA. Celkova akumulace lipida byla vyssi v piipadé zvySené koncentrace dusiku v médiu.
Druha kokultivace zahrnovala kmeny Anabaena torulosa CCALA 003 a Rhodosporidium
toruloides CCY 062-002-004. Nejvhodnéjsim stresem pro tuto kombinaci mikroorganizmi
z pohledu produkce biomasy byla kombinace obsahu fosforu a dusiku na 200 % oproti
zakladnimu médiu, takto bylo naprodukovano az 1,31 g/l. Taktéz v produkci B-karotenu se
osveédcil stres stejny jako u produkce biomasy, u multikultivatoru B bylo v tomto pfipadé
naméfeno 0,59 mg/g. Zvysujici se obsah dusiku v médiu také podporoval vyssi produkci -
karotenu. Produkce astaxanthinu byla nejlépe podpofena navySujicim se obsahem dusiku
v médiu a dosdhla maxima pii obsahu dusiku 500 % oproti BBM médiu (1,64 mg/g).
Koncentrace luteinu byla v obou multikultivatorech velmi nizkd, maximum bylo naméfeno pii
obsahu fosforu 350 % (0,05 mg/g). Chlorofyly byly vyznamnéji produkovany v ptipadé€ vyssich
koncentraci dusiku a fosforu, pfipadné dusiku samotného. Vysledky ukazuji koncentrace
chlorofyla pii 200 % obsahu dusiku a fosforu az 1,58 mg/g, v ptipadé samotného navySovani
dusiku je koncentrace niz$i, az 0,98 mg/g. Z pohledu profilu MK doslo vlivem vySsi
koncentrace fosforu k vyssi produkci PUFA (43,98 %) a k postupnému snizovani vyskytu SFA
(minimum 14,79 %). Tento trend se objevil 1 v pfipadé zvySujiciho se obsahu hot¢iku a dusiku.
Nejlepsiho zastoupeni PUFA bylo dosazeno pii obsahu dusiku a fosforu 200 % (51,73 %).
Celkova produkce lipida byla nejvyssi v piipadé kokultivace na ¢istém BBM médiu (maximum

1,46 /).

Celkova produkce biomasy =z kokultivace kment Scenedesmus acutus CCALA 258 a
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 probéhla s podstatné nizsimi vytézky nez u
samotné kvasinky. Nejvyssi hodnota byla nalezena pii pravé obsahu hoic¢iku na 200 % (2,15
g/l). V pripadé€ apravy obsahti dusiku s fosforem (az 27,37 mg/g), fosforu samotného (7,21
mg/g, 350 %) a hoiciku (6,61 mg/g, 200 %) doslo k vysoké produkci karotenoidu. Takovych
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hodnot nebylo dosazeno v zadné jiné kokultivaci v ramci této prace. Soucasné je to pomerne
vysoka hodnota i z hlediska primyslového vyuZiti a rovné€z ve srovnani s literaturou [42] [43]
[44] [45] [46]. Celkova produkce chlorofylt byla nizka, ale v ptipadé zakladniho BBM média
byla vyssi nez u samotné mikrotasy (5,77 mg/g). Profil MK tvoftily SFA, a to prevaznéu vyssich
koncentraci fosforu a hotciku. Vys§si obsah dusiku v médiu podporoval spise tvorbu PUFA.
Procentualni zastoupeni lipida bylo velmi nizké u vyssich koncentraci dusiku v médiu. Lepsi
akumulace byla zaznamenana s vy§s§im obsahem hot¢iku (1,69 g/l, 200 %).

Jednoho z nejlepSich vysledkii bylo dosazeno u produkce biomasy v kokultufe kment
Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6 a Coccomyxa sp. CCALA 912. Vysoka celkova
produkce biomasy (dusik 400 %, 3,46 g/l) byla doprovazena i §ir§im spektrem produkovanych
metaboliti. Nejlépe podporoval hojné zastoupeni vSech sledovanych latek nutricni stres
zpusobeny obsahem dusiku na 500 % oproti zakladnimu médiu. Pfi téchto podminkach bylo
dosazeno produkce celkovych karotenoidi az 7,30 mg/g biomasy, chlorofylli 0,49 mg/g,
ergosterolu 1,70 mg/g, dale ubichinonu 1,53 mg/g, coz je opét velmi dobry vytézek ve srovnani
s literaturou [42] [43] [44] [45] [46]. Jediny astaxanthin byl pfitomny v minimech pfipadu a
v nékterych byla produkce nulova. Akumulace lipida byla zatim nejvyssi ze vSech kokultur, pfi
nejvyssim sledovaném obsahu fosforu presahla hranici 12 %. Zména obsahu dusiku méla slabsi
efekt na akumulaci lipida, produkce byla vyrazné nizsi nez u samotné kvasinky (maximum
10,59 g/l).

Kokultura Anabaena laxa CCALA 805 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004
produkovala 1épe biomasu pfi vys§im obsahu hoiciku, pii 300 % byla jeji koncentrace 1,65 g/1.
Obsah karotenoidi pievySoval produkci samotné kvasinky v pfipadé vysSich obsahia
makroprvku fosforu a hoi¢iku. Nejvyssi koncentrace byla namétena pii obsahu hotc¢iku 300 %
(2,44 mg/g). V porovnani s literaturou je tato hodnota nicméné nizka [53] [54]. VySsi obsah
sledovanych makroprvkti mél slabsi efekt na produkci P-karotenu, pfi¢emz v piipade
stoupajiciho obsahu dusiku byla produkce jesté nizsi nez u zvySené koncentrace fosforu a
hot¢iku. Produkce ubichinonu vykazovala lepsi odezvu pfi posileni obsahu dusiku, kde pii 350
% obsahu oproti BBM médiu byla koncentrace

1,09 mg/g. Pusobeni vyssiho obsahu fosforu mélo pozitivni vliv na produkci ergosterolu, pii
350 % obsahu fosforu byla koncentrace 2,77 mg/g biomasy. Vlivem zvySovani obsahu hot¢iku
doslo k az 0 10 % vyssi produkci PUFA a zaroveri snizeni MUFA, soucasné bylo nalezeno

vys8i procentualni zastoupeni lipidi v biomase.
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V posledni ¢asti diplomové prace byla provedena jedna kokultivace ve vétsSim méfitku, a to
v laboratornim 3 | fermentoru. Na zédkladnim BBM médiu byly mikroorganizmy kultivovany
po dobu 120 h. Do média byl pfidan roztok glycerolu jako vyziva pro kvasinku. Pro experiment
byly na zaklad¢ screeningovych experimentt vybrany kmeny Scenedesmus dimorphus CCALA
443 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004. Z pohledu celkové produkce karotenoidti
bylo dosazeno maximalniho vytézku 3,7 g/l. V porovnani s kokultivaci v mulikultivatoru lze u
stejnych kment pfi navyseni obsahu hot¢iku na 300 % oproti BBM médiu dosahnout vyssich
vytézku (az 5,29 g/l). Produkce astaxanthinu dosahla az Ctyfikrat nizsi vytézek u stejného média
nez v multikultivatoru (maximum 0,31 mg/g). VySSich koncentraci bylo naprodukovano
v ptipadé torularhodinu, lykopenu a ergosterolu. Produkce ergosterolu pievysila vSechny
ostatni sledované metabolity, maxima dosahla pfi 48. h odbéru (5,07 mg/g biomasy).
Akumulace lipida se ukazala vyhodnéjsi v piipadé fermentoru nez u multikultivatoru, pfi
poslednim odbéru dosahovala koncentrace az 17,15 g/l. Z hlediska profilu MK v lipidech
ptevazovaly SFA nad ostatnimi skupinami a po vétSinu experimentu nebyly naprodukovany
PUFA.

Predlozena prace predstavuje pilotni studii zaméfenou na optimalizaci podminek kokultivace
karotenogennich kvasinek a mikrofas za ucelem produkce obohacené biomasy pro
potravinarské a krmivarské ucely. Kokultivace spojuje vyhody obou typi mikroorganismi —
heterotrofni rust kvasinek na odpadnich substratech s produkci CO> a autotrofna rust mikrotas
vyuzivajici CO2 z metabolismu kvasinek a produkujici kyslik pro jejich lepsi rust. Navic oba
typy organismu produkuji nékteré shodné metabolity, coz je dalsi potencialni vyhoda.

Z dosazenych vysledka je patrmné, ze uvedeny koncept predstavuje slibnou a perspektivni
moznost biotechnologického vyuziti, avSak je tieba dalsi optimalizace jak v oblasti vybéru
kmend, tak pfi optimalizaci slozeni média a kultiva¢nich podminek. Prace bude zakladem pro

navazujici studie.
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6 ZAVER

V této diplomové praci byl zkouman vliv biologického stresu kokultivace na slozeni
produkované biomasy mezi heterotrofnimi a fotoautotrofnimi jedinci, jimiz byli kvasinky,
mikrofasy a sinice. V analyzované kokultufe byl sledovan obsah celkové biomasy, chlorofyla,
karotenoidu, ergosterolu, ubichinonu profil MK v lipidech a jejich procentualni zastoupeni
v biomase. V prvni Casti prace probéhly screeningové kultivace kmenta kvasinek na médiich
vhodnych pro mikrofasy, nasledné se pokracovalo kokultivaéni fazi, kde doslo k potupnému
navysSovani obsahu makroprvkl fosforu, hoi¢iku a dusiku v prostfedi BBM média. Zdrojem

uhliku byl vzdy glycerol. Finalni fazi pfedstavovala kokultivace v laboratornim fermentoru.

Z vysledka vyplyvaji nasledujici dil¢i zavery:

- na celkovou produkci biomasy ma nejlepsi vliv stres zptisobeny zvySenym obsahem hoic¢iku
na 300 %, dusiku na 400 % a 500 % oproti BBM médiu. Mensi, ale stale nezanedbatelny vliv
ma také obsah fosforu na 350 %. V pripadé kokultivace Anabaena torulosa CCALA 003 a
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 byla nejvyssi koncentrace biomasy analyzovana

na zakladnim médiu.

- obsah celkovych karotenoidua pozitivné ovliviioval zvySeny obsah dusiku spolecné s fosforem
na 200 %, dale obsah dusiku na 500 % oproti zdkladnimu médiu a v piipadé kokultury
Anabaena laxa CCALA 805 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 vy§si obsah

fosforu 1 hot¢iku.

- produkce B-karotenu je ovlivnéna rozdilné podle typu mikroorganismu. U kokultivaci
mikrotas Scenedesmus dimorphus CCALA 443, Scenedesmus acutus CCALA 258 s kvasinkou
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 je nejvice vhodné zakladni BBM médium.
V ostatnich pfipadech se uplatiiuje vliv vys§siho obsahu dusiku a hot¢iku pii

300 %.

- obsah luteinu v analyzované biomase podporuje vyssi obsah dusiku, zejména obsah 500 %

oproti zakladnimu médiu.

- tvorbu ergosterolu nejlépe ovliviiuje obsah dusiku s fosforem na 200 %, jako je tomu u
kokultur Anabaena torulosa CCALA 003 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 a
Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6 a Coccomyxa sp. CCALA 912.
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- astaxanthin se tvofi nejvice pii vys$§im obsahu dusiku v médiu. Pti obsahu 500 % oproti BBM
médiu je jeho obsah u kokultury Anabaena torulosa CCALA 003 a Rhodosporidium toruloides
CCY 062-002-004 1,64 mg/g biomasy, coz je nejvyssi hodnota z celé této prace. Kokultivaci
mikrotas Scenedesmus dimorphus CCALA 443, Scenedesmus acutus CCALA 258 s kvasinkou
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 bylo nejvysSich hodnot naprodukovano na
zakladnim BBM médiu.

- celkovy obsah chlorofyli je vyrazn€ nizsi nez u karotenoidt. Jejich tvorbu podporuje nejlépe
obsah dusiku v rozmezi 200 % - 350 % oprott BBM médiu. V ptipadé kokultivace Anabaena
laxa CCALA 805 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 je nejlepSim stresem 200 %
obsah hoif¢iku v BBM médiu. Nejvyssi hodnota byla analyzovana u kokultury kmena
Scenedesmus acutus CCALA 258 a Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004 na BBM
médiu (5,77 mg/g).

- spektrum MK nejlépe ovliviiuje z pohledu vyssiho obsahu PUFA navySeni dusiku na 350 %,
hot¢iku 200 % - 300 % a fosforu 200 % - 350 %. Dale ma pozitivni vliv také vyssi obsah dusiku
s fosforem pii 200 %, coz ukazuji vysledky z kokultur Anabaena torulosa CCALA 003,
Scenedesmus acutus CCALA 258 s kvasinkou Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004
a Coccomyxa sp. CCALA 912 s kvasinkou Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6. U posledni
kokultivace se profil MK vyvijel ve prospéch MUFA po celou délku kokultivace.

- u nékterych kokultur ma lepsi efekt na produkci lipidi vyssi obsah dusiku v BBM médiu, u
jinych pak vyssi obsah fosforu nebo hoi¢iku v BBM médiu.

- kokultivace ve fermentoru na zakladnim BBM médiu se zdrojem uhliku glycerolem potvrdila
rostouci obsah torularhodinu, naopak je tomu u B-karotenu a luteinu. Podobné jako je tomu u
nékterych jinych kokultivaci doslo k velmi nizké produkci chlorofyll, jez byla vyrazné
prevySena karotenoidy a ergosterolem. Profil MK obsahuje z vétsi ¢asti SFA. Pfitomnost
MUFA tvoii asi jednu pétinu celkovych MK a nejmensi zastoupeni maji PUFA, méné nez deset

procent z celkového mnozstvi lipida.

Kokultivace kvasinek a mikrotas/sinic s sebou pfinasi moznost produkce obohacené biomasy
o karotenoidy, chlorofyly a lipidické latky. Na zaklad¢ odlisného zptisobu zajisténi nutri¢nich
potieb jednotlivych mikroorganismt je produkce takové biomasy svyhodou podpofena

vzajemnym dodavanim zakladnich zivin. Biotechnologické produkce v kokultufe ma uplatnéni
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v prumyslu potravinarském, krmivarském, kosmetickém, produkci biopaliv a také zpracovani
odpadnich vod. V navazujicich studiich se nabizi moznost vyuziti jinych stresovych podminek,
napt. jiné teploty béhem kokultivace, aplikace Fe?" iontfl, ale i jinych makro- i mikroprvkd
k cilenému ovlivnéni metabolickych drah mikroorganizma. Cilem je aplikovat zjiSténé
poznatky az do urovné velkoobjemové kokultivace ve fermentoru za ucelem co nejvyssi

produkce obohacené biomasy a vzacnych metabolitt.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A
ACN

BBM

EtAc

Gly

MeOH
MIN
MK
MUFA

PUFA

SFA
Spi
TES

TrisHCI

aceton

acetonitril

Bold Basal Medium

dusi¢nan sodny

ethylacetat

glycin

glycerol

mocovina

methanol

mineralni médium

mastna kyselina
mononenasycené mastné kyseliny
polynenasycené mastné kyseliny
siran amonny

nasycené mastné kyseliny
SOpiruling” médium
transesterifikani smeés

tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochlorid

kvasnicovy extrakt pepton dextroza (univerzalni kvasinkové médium)
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