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ABSTRAKT

Karotenogenni kvasinky rodu Rhodotorula jsou dobfe znamy pro svou produkci fady
ekonomicky cennych a jinak obtizn¢ vyrobitelnych produktii jako jsou mastné kyseliny,
karotenoidy, ergosterol a ubichinon. Tato price se zabyva vlivem pfimési vybranych
mikrobiogennich prvki (Fe, Se, 1) a jejich kombinaci do mineralniho kultivaéniho média
kmenti Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula kratochvilovae a Rhodotorula toruloides za
ucelem zkoumani produkce zminénych cennych metabolickych produktii a miry sorpce prvki
do biomasy. Také byla méfena sorpce oxidu zine¢natého, fumaritu zeleznatého a
selenomethioninu do jiz vykultivované biomasy po 2 a 24 hodinach. Obsah mastnych kyselin
byl méten pomoci GC-FID, obsah karotenoidt, ergosterolu a ubichinonu pomoci HPLC-DAD
a prvka pomoci ICP-OES a IC. Az na vyjimky byla mira produkce metabolickych produkt
pfimésemi prvkl snizena a inverzné korelovdna s koncentraci pfimési. Pfi sorpci vyssi
koncentrace vykazovaly vyss$i absolutni mnoZstvi nasorbovaného prvku, ale mensi relativni
mnozstvi, coz v kombinaci s mensi produkci cennych produktii ukazuje, ze média nejsou pro
kultivaci danych kmenl vhodnd. Jejich obsah byl takovy, Ze pfi podavani biomasy
s jednotlivymi nasorbovanymi prvky by byl obsah v souladu s vyzivovymi referenénimi
hodnotami EUBP, ale pii kultivaci v médiu se smisenymi piimési by biomasa obsahovala bud’
piilis malé mnozstvi Zeleza, nebo piili§ velké mnozstvi selenu. Urovné sorpce byly relativnd
nizké (5 az 22 % u Zeleza a 0,5 az 2,5 % u selenu). Kultivace v médiich s nizsi koncentraci
piimési je tedy slibnou oblasti pro budouci praci.

KLICOVA SLOVA

Rhodotorula, sorpce, mikrobiogenni prvky, karotenogenni kvasinky, HPLC, GC, ICP,
mastné kyseliny, karotenoidy, metabolismus kvasinek, vyzivové referenéni hodnoty



ABSTRACT

Carotenogenic yeasts of the genus Rhodotorula are well known for their production of a variety
of economically valuable and otherwise difficult to produce compounds such as fatty acids,
carotenoids, ergosterol, and ubiquinone. This study investigates the effect of the addition of
select microbiogenic elements (Fe, Se, 1) and their combinations into mineral cultivation media
on the production of the mentioned valuable metabolic products and the rate of element sorption
into the biomass of the strains of Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula kratochvilovae, and
Rhodotorula toruloides. Additionally, the sorption of zinc oxide, ferrous fumarate, and
selenomethionine into previously cultivated biomass was measured with sorption times of 2
and 24 hours. Fatty acid content was determined using GC-FID, while carotenoids, ergosterol,
and ubiquinone were analyzed using HPLC-DAD, with element content being quantified using
ICP-OES and IC. With a few exceptions, the production of metabolic products was decreased
with the addition of elements into the media and inversely correlated with their concentration.
Higher concentrations generally showed greater absolute amounts of sorbed elements but lower
relative amounts, which, combined with reduced production of metabolic products shows that
the media are not ideal for the cultivation of the given species. The elemental contents were
such that biomass supplemented with individually sorbed elements would vaguely align with
ESFA dietary reference values, but cultivation in media with a mixture of added elements could
result in the biomass containing either insufficient iron or excessively high levels of selenium.
Sorption levels were relatively low (5 to 22 % for iron and 0.5 to 2.5 % for selenium). Indicating
that cultivation in media with lower concentrations of elemental additives is a promising area
for future research.

KEYWORDS

Rhodotorula, sorption, microbiogenic elements, carotenogenic yeasts, HPLC, GC, ICP,
fatty acids, carotenoids, yeast metabolism, dietary reference values
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1 UVvOD

Karotenogenni kvasinky rodu Rhodotorula jsou zndmé svou schopnosti produkovat riznorodou
Skalu metabolickych produkt, mezi néz patii mastné kyseliny, karotenoidy, ergosterol
a ubichinon. Tyto latky jsou znamé svymi prospésnymi u¢inky na zdravi ¢lovéka. Mastné
kyseliny naptiklad pfispivaji k optimalnimu fungovani bunénych membran a jsou dulezité
pro hormonalni regulaci. Karotenoidy jsou zndmy pro své antioxidacni vlastnosti, které chrani
bunky pied oxida¢nim stresem a mohou mit preventivni G¢inky proti nékterym chorobam.

Dalsimi produkty, jako je ergosterol a ubichinon, jsou esencidlni pro bunécné funkce
a energeticky metabolismus. Kultivace téchto kvasinek je tedy nejen =z hlediska
biotechnologického vyznamna pro vyrobu téchto latek, ale ma také potencial pfinaset zdravotni
vyhody pfi vyuziti v potravinaiském a farmaceutickém pramyslu.

Ptidani mikrobiogennich prvki, jako jsou zelezo, selen a jod, do kultiva¢nich médii mtize
vyrazné ovlivnit produkci téchto metabolickych produkti. Zelezo je kli¢ovy pro spravnou
funkci enzyma a transport kysliku v téle, selen je znamy svou ucasti na tvorbé antioxidantt
a ochran¢ bunék pied poskozenim a jod je dulezity pro spravnou funkci S§titné zlazy
a metabolismus.

Prace zaméfené na optimalizaci podminek pro rast a produkci u karotenogennich kvasinek

tak nabizeji potencial pro vylepseni biotechnologickych procestu a ziskani vysoce kvalitnich
produktii pro zdravotni aplikace.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunétné houby, které se vyznacuji schopnosti fermentovat cukry
na alkohol a oxid uhli¢ity, coz je schopnost kli¢ova pro vyrobu peciva, piva, vina a dalSich
fermentovanych produktt [1]. Tato prace se zaméfuje konkrétné na kvasinky kmene
Rhodotorula, které tvoii karotenoidové pigmenty, které hraji roli jako antioxidanty
a pohlcovaée UV zafeni [2; 3; 4]. Kvasinky, které tyto latky produkuji se oznacuji jako
karotenogenni kvasinky.

2.1.1 Morfologie a cytologie

Kvasinky vykazuji typicky kulaté az ovalné tvarové formy, které se 1isi v zavislosti na druhu,
podminkach a fazi ristu. Jejich bunécna sténase sklada ze dvou ¢asti. Vnitini ¢ast tvoti priblizné
60 % suché vahy stény a je sloZena prevazné z f1,3—glukanu a chitinu. Vnéjsi ¢ast je utvofena
z glykosylovanych mannoproteinti, hraje roli pti komunikaci s ostatnimi buiikami [5; 6]
a blokuje cizi degrada¢ni enzymy [7]. SloZeni bunééné stény je shrnuto v Tabulka 1 nize.
Sacharidové fetézce navazané na mannoproteiny maji také velké mnozstvi postrannich fetézct
s fosfodiesterovymi mustky, coz zpusobuje silny negativni naboj pii fyziologickém pH,
coz dava sténé jeji hydrofilni charakter [8; 9]. Kvasinky se mnozi pfevazné nepohlavné
pucenim nebo délenim, ale jsou také schopny pohlavniho rozmnozovani [10]. Struktura
bunéné stény také umoznuje sorpci a vychytavani vybranych biogennich prvki. Tyto
mechanismy jsou nejlépe prostudovany pro zelezo, ale studie pro mechanismy prostupu selenu
i j6du bunénou sténou také existuji, i kdyz pro jéd jsou dosti omezené. Jeden z hlavnich
mechanism pouzivanych pro pfisun Zeleza do buiky je vyuziti sideroforfi, coz jsou
nizkomolekularni latky, které svysokou afinitou a specifitou chelatuji Fe®* ionty [11]
a umoznuji tim vychytavani membranovymi proteiny FIT (Ferric ion transporter) [12]. Selen
je vazan na vnéjsek bunky chemisorpci (tvoreni komplexu ¢i iontovych vazeb s komponenty
bunécné stény) nebo je transportovan dovnitt bunek transportéry cilici primarné na siru a mozna
jinymi dosud neprozkoumanymi cestami [13]. Vnitini struktura je podobna jako u jinych
eukaryotickych bunék. Karotenogenni kvasinky, zejména ty z rodu Rhodotorula, jsou zndmé
svou schopnosti produkovat vysoké koncentrace karotenoidu jako jsou beta-karoten, gamma-
karoten, torulen a torularhodin.

Tabulka 1. Hmotnostni zlomky makromolekul v bunécné sténé kvasinek po vysuseni [14]

Makromolekula: Hmotnostni zlomek [%]:
Mannoproteiny 35-40
1,6 — Glukan 5-10
B1,3 — Glukan 50-55
Chitin 1-2




2.1.2  Zivotni cyklus

Zivotni cyklus kvasinek je rozdélen do &tyi hlavnich fazi: vznik buiiky, rist, replikace DNA,
a replikace, ktera muzZe nastat tfemi zpusoby: asexualné, sexualné nebo sexualné s naslednou
meidzou a sporulaci [15; 16]. Puceni je proces kde se dcefina buika vyviji jako piirustek
na mateiské, po cemz je odskrcena a za¢ne sviij vlastni zivotni cyklus jako geneticky identicky
jedinec. Dgje se tak prevazné za dostatku zivin a pfiznivych podminek. Pokud dostatek zivin
v mediu neni, tak se kvasinky schyluji k sexualni form¢ reprodukce, kde se sparuji bunky
opacnych parovacich typt a vytvoii diploidni zygotu. Za neptiznivych podminek se ze zygoty
poté vytvori Ctyfi haploidni spory, které maji vysSi odolnost a zstanou dormantni dokud
se podminky nezlepsi [15; 16].

2.1.3 Kultivace

Pro zvoleni pfiistupu ke kultivaci a volbé média je stéZejni cil, se kterym jsou kvasinky
kultivovany. | kdyz kvasinky rostou dobife na zakladnich mediich obsahujicich pouze zdroj
uhliku a mineralni soli, makro a mikroprvk, tak zdaleka rychleji rostou na médiich, které navic
obsahuji formy proteinu a kvasinkové hydrolyzaty, jelikoZ nejsou nuceny syntetizovat
komplexni biologické slouc¢eniny de novo [17]. Tyto média ale nemusi byt vzdy ekonomicka
ani vhodnd, jelikoz stres vytvofeny snizenou koncentraci zivin mulze potencidlné zvysit
produkci vybranych sekundarnich metabolitl, za jejimz Gcelem byly kvasinky kultivovany.
Lze tedy vyvodit ze pro namnozeni co nejvétSiho mnozstvi kvasinek je vhodnéjsi pouzit
medium obsahujici bilkoviny a kvasinkove hydrolyzaty, zatimco pro produkci cennych
metaboliti je vhodné&jsi medium na bazi anorganickych mineralnich soli. Vyhodné je tedy
kvasinky namnozit v mediu komplexné&j$im a poté je pfevést do media mineralniho. Kultivace
mohou probihat v Sirokém rozmezi méfitek, tedy od erlenmayerovych ¢i jinych banék
0 relativné malém objemu (50 az 1000 ml) nebo mensSich bioreaktori (malé jednotky az desitky
litrd) az po pramyslové bioreaktory s objemy v desitkach az stovkach litri. Dulezity faktor
pii kultivaci je také pomér C/N, neboli pomér dusiku k uhliku, jelikoz do jisté miry urcuje
povahu metabolickych produktii kvasinek. Pro produkci karotenoidu je optimalni C/N okolo 20
az 25:1, jelikoz u vyssich poméra nez 30 a 50:1 byla pozorovana diverze uhliku do drahy
mastnych kyselin [18; 19]. Dalsi faktory ovliviiujici rust karotenogennich kvasinek jsou teplota,
svétlo, pH, aerace a osmoticky tlak vody [20; 21]. Konkrétni postup kultivace pouzity
pii experimentech je sepsany v experimentalni ¢asti prace.

2.1.4 Metabolity karotenogennich kvasinek

Jak jméno naznacuje a je uvedeno vyse, skupina karotenogennich kvasinek je soubor kment
kvasinek (naptiklad kmeny Rhodotorula, Phaffia, Xanthophyllomyces, Sporobolomyces atd.),
které dokazi piirozené produkovat karotenoidy [22]. Karotenoidy jsou lipofilni,
tetraterpenoidni slouceniny slozené zpravidla ze 40 uhlikd, kde je fetézec opatien
konjugovanym systémem Il vazeb a zakoncen Sestiuhlikatym prstencem. Jsou také dale
rozdéleny do dvou podskupin: karotenti (¢isté uhlovodiky) a xanthofyli (oxygenované
derivaty) [23]. Pro piehlednost jsou tyto vlastnosti znazornény na strukturach B-karotenu
a Astaxanthinu v obrazku nize (Obrazek 1). Skrze schopnost zminénému konjugovanému
systému I vazeb absorbovat energetické em. zareni (naptiklad pasmo UV) a pohlcovat
reaktivni kyslikové a jiné radikaly nebo oxidanty které by reagovaly s biogenimi buné¢nymi
strukturami jako jsou nukleové nebo mastné kyseliny pIni karotenoidy v bunce kvasinky
vyznamnou protekéni roli jakoZzto quenchery radikalt a antioxidanty [24]. Vedlejsi efekt IT
konjugovaného systému a jeho absorb¢nich vlastnosti je charakteristické zbarveni které lze
u kultur téchto kvasinek pozorovat. Karoteny nabyvaji barvy od ¢ervené pies oranzové az pies
zlutou, zatimco u xanthofyli Ize pozorovat zbarveni zluté az zelené. Zivoéisné buiiky sice
nejsou schopné karotenoidy syntetizovat, ale zminéné protek¢ni ucinky z jejich pfitomnosti
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cerpaji totozné. Tento fakt v kombinaci s tim ze nejsou znamy zadné toxické nebo jiné zavazné
negativni dopady na lidsky organismus ani pii vysSich davkach [25] naznauje Ze jsou
karotenoidy vhodné komponenty potravinovych doplikd, a tudiz ekonomicky zajimavé. Mimo
své quencherové a antioxida¢ni ucinky jsou nékteré karotenoidy (primarné [-karoten)
prekurzory esencidlniho vitaminu A [26]. Kromé& karotenoidu také tyto kvasinky produkuji
mastné kyseliny a latky jako ergosterol a ubichinon. Ergosterol pIni v buné¢nych membranach
nizSich zivocichi jako jsou studované kvasinky podobnou funkci jako plni cholesterol
u zivoCichu, tedy funkci stabilizace membrany. Na rozdil od cholesterolu je ergosterol
ale mnohem odolngjsi vii¢i zm&nam ve vnéj§im prostiedi, jako naptiklad zmény vlhkosti nebo
teploty [27]. Ubichinon, neboli koenzym Q1o, je dulezita latka ktera se podili na transportu
elektront pfi bunééné respiraci vV mitochondriich a je také velmi silnym antioxidantem[28; 29].
Antioxida¢ni u¢inky MK jsou facilitovany podobnym mechanismem jako u karotenoid, a tedy
jesté zlepsuji zdravi prospésné vlastnosti biomasy.

I N N
-karoten

OH

TR TR TR TR YT Yy TR Yy T

HO I Astaxanthin

Obréazek 1: Struktura p-karotenu a jeho oxygenovaného derivatu astaxanthinu

2.1.5 Rod Rhodotorula

Jak je jiz zminéno vySe, kvasinky rodu Rhodotorula jsou nejvyznamnéjsi svoji schopnosti
syntetizovat karotenoidy, coz jsou lipofilni barviva, které zptsobuji jejich Cervené az zluté
zbarveni [30; 31]. Diky své vysoké adaptabilité¢ na enviromentalni faktory jako pH a teplotu
Jsou rozsifeny v celé fad¢ prostiedi jako jsou pudy, sladké a slané vody, vzduch nebo tieba
povrchy rostlin [32; 33]. Tato adaptabilita také déla ze zastupcd rodu Rhodotorula vhodné
mikroorganismy pro bioremediaci diky schopnosti organismti degradovat rizné enviromentalni
kontaminanty jako ropné slouc¢eniny nebo polycyklické aromatické uhlovodiky jako fenanthren
[34; 35]. V primyslu jsou vyuzivany hlavné prave pro jejich schopnost biosyntézy karotenoida
a mono/polynenasycenych mastnych kyselin které jsou vyuzivany bud’ jako barviva (v piipadé
karotenoidll) nebo antioxidacni latky (v ptipad€é obou). Néktefi zastupci tohoto rodu jako
napiiklad R. mucilaginosa a R. glutinis mohou pusobit jako oportunni patogeny vuéi ¢lovéku,
tato schopnost je ale zna¢né limitovana, jelikoz mezi lety 1985 a 2000 bylo zaznamenano jen
43 nékaz, které navic byly omezene na lidi s kompromitovanou imunitou nebo se zavedenym
centralnim vendznim katétrem [36; 37]. Nekteré dalsi piiklady zastupct jsou Rhodotorula
kratochvilovae, Rhodotorula toruloides nebo Rhodotorula taiwanensis.
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2.1.6 Metabolismus Zeleza, Selenu a Jodu

Studie zabyvajici se metabolismem téchto tii prvki konkrétné u karotenogennich kvasinek
a kmene Rhodotorula jsou obtizn¢ dohledatelné, existuji ale zdroje, které se zabyvaji touto
problematikou u modelovée kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Bude se tedy piedpokladat,
ze metabolismus vybranych prvkl se mezi kvasinkami pfili§ vyrazné nelisi.

2.1.6.1 Zelezo

Metabolismus Zeleza je ve kvasince Saccharomyces cerevisiae regulovan tfemi hlavnimi
transkripcnimi faktory: Aftl/Aft2 pii nizkych Grovnich zeleza a Yap5 pfi vysokych trovnich
zeleza. Kolekce zhruba 30 genu které u S. cerevisiae participuji v Zelezném metabolismu,
znamych jako ,,zelezny regulon®, obsahuje geny, které koduji proteiny zodpovédné za: akvizici
zeleza na bunéné membrané (metaloreduktazy, zelezné transportéry), intracelularni transport
zeleza, recyklaci zeleza (hem oxygenaza) a vazbu na mRNA [38]. VSechny tyto geny obsahuji
ve svém promotoru alespoil jeden zelezny regulaéni element, ktery jsou zminéné transkripéni
faktory schopné rozeznat a posléze na néj reagovat[39]. Aftl reguluje hlavné geny spojené
s regulaci pfisunu a metabolismu Zeleza, zatimco Af2 ovlada expresi gent spojenych primarné
s transportem zeleza napii¢ bunikou [40; 41; 42]. Hlavni zpusob, jak jsou transkrip¢ni faktory
regulovany, je export dalsich faktorti z jadra bunky diky exportnimu receptoru Msn5, ktery
pii dostate¢nych koncentracich zeleza export podporuje. Pfi nizkych koncentracich zeleza se
tato draha stane méné aktivni, coz vede k akumulaci Aftl/Aft2 v jadru buiiky a zvySené
transkripéni aktivité Zelezného regulonu [43; 44]. Tohle ovsem neni jediny mechanismus,
kterym je aktivita Aft1/Aft2 regulovana, jelikoz bylo dok4zéno Ze i v buiitkach kde byl receptor
Msn5 vytazen, a Aftl bylo v jadru buniky hojné, tak byla transkrip¢ni aktivita dostatkem zeleza
omezena [45]. Naopak nadmérny piisun zeleza je regulovany faktorem Yap5, ktery pii excesu
aktivuje ctyfi geny, které odlisSnymi mechanismy snizuji obsah volného zeleza v bunce: CCClL,
GRX4, TYW1 a CUPL1 [46; 47]. Je dilezité zminit, ze v§echny tfi zminéné transkripéni faktory
nejsou primarné aktivovany na zakladé koncentraci Zeleza v cytosolu, ale na zékladé tirovné
biogeneze Zelezosirnych klastrt v mitochondrii [48; 49]. Velka cast, ne-li vétSina Zeleza
pfijmuta butikou je vyuzita v mitochondriich k syntéze hemu nebo téchto zelezosirnych klastra
[50]. Klastry se tedy jevi jako efektivngjsi ukazatel, jelikoz samotné zelezné ionty nemaji
v bunice funkci. Gen CCCl1 kéduje transportér, ktery prevadi ionty zeleza do vakuoly, gen
GRX4 koduje Grx4 monothiol glutaredoxin, ktery hraje roli v sekvenci, ktera nakonec inhibuje
faktory Aftl/Aft2, TYW1 koduje protein, co izoluje Zelezné ionty do zelezosirnych klastri
a podle CUP1 je syntetizovan protein vazajici méd’, coz snizi jeji dostupnost pro Fet3, ktery jej
potiebuje k piijmu Zeleza do bunky [51; 52; 53; 54].

2.1.6.2 Selen

Kvasinky selen sorbuji na své bunécné sténé¢ hlavné diky interakcim s negativné nabitymi
skupinami, které se tam vyskytuji, zejména fosfodiestery, disulfidickymi mustky
a manndzovymi fosfatovymi rezidui. Pfi studovani obsahu selenu v protoplastech bylo zjisténo,
ze protoplasty vychytavaji zhruba 20 % méné selenu nez klasické buiiky, coz implikuje
vyraznou roli stény pii sorpci [55]. Také bylo zjisténo, ze ze sacharidi piitomnych jako soucast
bunécné stény ma mannan vyrazné vétsi potencial vazat selen nez glukany a chitin [56], ¢imz
padem selen sorbujici na bunéénou sténu nasorbuje primarné na vnéjsi Cast bunécné stény.
Kvili své chemické podobnosti k sife je selen transportovan do nitra buiiky Sull a Sul2
sulfatovymi permedzami [57]. Uvniti bunky je selen (pfijaty ve formé selenanu) skrze kaskadu
znazornénou v obrazku nize (Obréazek 2) preveden na H»Se, ze kterého jsou pak syntetizovany
aminokyseliny s obsahem selenu (selenocystein a selenomethionin) [58]. Diky schopnosti H.Se
volné difundovat pies bunécné membrany neni pozorovana jeho akumulace [59; 60].
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Obréazek 2: Metabolicka kaskada selenanu v buiitkach kvasinek [61]

2.1.6.3 Jod
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Kvasinky maji velmi omezenou schopnost akumulovat jod (<1 %), neda se ptedpokladat zadna
forma jodového metabolismu [62]. To mnoZstvi, které je akumulovano je pravdépodobné
sorbovano na buné¢nou sténu podobnymi mechanismy jako u selenu.

2.2 Vyzivové referencni hodnoty

Skupina vyZzivovych referen¢nich hodnot je skupina hodnot stanovend Evropskym ufadem
pro bezpecnost potravin (EUBP) a sklada se ze Sesti hodnot uvedenych v tabulce nize.

Tabulka 2: Jednotlivé vyZivové referencni hodnoty a jejich vyznam [63]

Vyzivova referencni
hodnota

Anglicky pteklad a pouzivana
zkratka

Vyznam hodnoty

Spodni mez piijmu

Lower Threshold Intakes (LTI)

Urovei pfijmu, pod kterou by
méla velka vétSina ¢lenti
populace nedostatek

Dostate¢ny piijem

Adequate Intake (Al)

Primérna troven piijmu
zdravé populace

Primérné potieby

Average Requirements (AR)

Uroven piijmu dostacujici
pro polovinu dané populace

Referenc¢ni piijem
pro populaci

Population Reference Intakes (PRI)

Uroven piijmu dostateéna pro
vSechny ¢leny populace

Nejvyssi povolena
davka

Tolerable Upper Intake Level (UL)

Maximalni denni uroven
pfijmu bez zdravotnich rizik

Referenéni rozmezi
piijmu

Reference Intake (RI)

Rozmezi pfijmu jako % denni
energie ziskané z dané
makroZiviny, které je

pfiméfené pro udrzeni zdravi
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2.3 Biogenni prvky

Prvky zkoumané v této praci (zelezo, selen a jod) a biogenni prvky obecné jsou velmi dulezité
pro kazdodenni fungovani lidského organismu. Nejvice Zeleza je v organismu spotiebovano
na vyrobu hemoglobinu, ktery facilituje transport plynti (kyslik, oxid uhli¢ity) skrz krevni ob¢h
[64], Hraje také ale vyznamnou roli pii transferu elektront v cytochromech a oxidazovych
enzymech a jako soucast Zelezosirnych klastrti v oxidoreduktazach [65]. Oproti zelezu role
je jeho soucast jakozto selenocystein v jodothyronin dejodindzach 1 az 3, které hraji
vyznamnou roli v ovlivilovani metabolismu §titné Zlazy. Mimo to také hraje roli v riznych
antioxida¢nich proteinech [66]. Jod Vv téle hraje roli jako sou¢ast hormont §titné Zlazy, které
jsou obzvlasté dilezité pro zdravy vyvin vétsiny organt pfi ranném vyvoji [67]. EUBP dosud
nestanovil vSechny vyzivové referencni hodnoty pro studované prvky. Pro zelezo stanovil
hodnotu primeérné potieby a referen¢niho pfijmu pro populaci, pro selen dostateny piijem
anejvyssi povolenou davku, a pro jéd pouze dostateCny piijem. Hodnoty jsou shrnuty
v tabulkach nize (Tabulka 3, Tabulka 4, Tabulka 5).

Tabulka 3: Hodnoty priimérné potieby a referencniho piijmu pro populaci Zeleza stanovené EUBP [68]

Vék Primérna potieba (mg/den) Referencni piijem pro
populaci (mg/den)

7 az 11 mésict 8 11

1 rok az 6 let 5 7

7 az 11 let 8 11

12 az 17 let (Muzi) 8 11

12 az 17 let (Zeny) 7 13

> 18 let (Muzi) 6 11

> 18 let (Zeny; pred 7 16
menopauzou)

> 18 let (Zeny; po 6 11
menopauze)

Pti te¢hotenstvi 7 16

Pti kojeni 7 16
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Tabulka 4: Hodnoty dostatecného prijmu a nejvyssi povolené davky selenu stanovené EUBP [69; 70]

Vék Dostate¢ny piijem (png/den) Nejvyssi povolena davka
(ng/den)
7 az 11 mésici 15 55
1 az 3 roky 15 70
4 az 6 let 20 95
7 az 10 let 35 130
11 az 14 let 55 180
15az 17 let 70 230
> 18 let 70 255
Pti te¢hotenstvi 70 255
Pii kojeni 85 255
Tabulka 5: Hodnoty dostatecného piijmu jodu stanovené EUBP [67]
Vek Dostatecny piijem (pg/den)

7 az 11 mésica 70

1 az 3 roky 90

4 az 6 let 90

7 az 10 let 90

11 az 14 let 120

15az 17 let 130

> 18 let 150

Pti t¢hotenstvi 200

Pii kojeni 200

2.4 Analyzy

Hlavni latky obsazené v biomase, u kterych nas v kontextu této prace zajiméa obsah jsou mastné
kyseliny (SFA, MUFA, PUFA), karotenoidy a ionty ptidanych prvki. Po ukonceni kultivace
byl tedy lyofilizdt biomasy analyzovan tfemi metodami: metodou HPLC-DAD pro urceni
obsahu karotenoidd, metodou GC-FID pro analyzu obsahu mastnych kyselin s rozdélenim
na SFA, MUFA a PUFA a metodou ICP-OES pro uréeni mnozstvi nasorbovanych nebo jinak
navazanych prvkd.

2.4.1 Transesterifikace

Vyuziti transesterifikacni reakce je stézejni pro analyzu mastnych kyselin pomoci GC—FID.
Reakce za kyselé ¢i zasadité katalyzy vymeéni na mastné kyseliné esterové vdzanou skupinu
za skupinu alkoholu, ktery v reakci participoval. Typicky se vyuziva methanol, tedy esteroveé
vazany lipidovy zbytek nahradi esterové vazany methyl. Tyto estery se nazyvaji FAME (Fatty
Acid Methyl Esters) a jejich sniZzena mira intermolekularnich interakci a molekulova hmotnost
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jim vyrazné snizuji bod varu ¢imz umoznuji jejich analyzu pomoci metody GC—FID [71; 72].
Reakéni schéma viz nize (Obrazek 3).

@

ROH + )LR R"OH + )(J)\

R"O

Obréazek 3: Schéma transesterifikace

24.2 HPLC-DAD

Chromatografie je metoda zalozena na rozdilné afinité analytl ke stacionarni fazi pti prachodu
mobilni fazi skrze kolonu, kterd stacionarni fazi obsahuje. Tento rozdil afinit zpusobi,
ze se v prostoru kolony latky rozd€li a posléze projdou pies detektor v poradi od latky s
nejmensi do latky s nejvétsi afinitou. Pfi HPLC-DAD (High Performance Liquid
Chromatography — Diode Array Detector) je analyticky pfistroj, ve kterém je analyzovany
roztok vhanén do kolony pod zvySenym tlakem, a jako detektor je vybran detektor diodového
pole, ktery diky vétS§imu mnozstvi diod mize snimat Siroké spektrum vinovych délek v jeden
moment, a tudiZz vytvofit zavislost absorbance na ¢ase pro vSechny vybrané vinové délky
zaroven [73; 74]. Na zakladé plochy peaku, zavislosti absorbance na ¢ase se ur¢i mnozstvi latky
ana zakladé ¢asu kdy byl peak detekovan se identifikuje charakter latky. Pro analyzu latek jako
jsou karotenoidy je vhodnéjsi pouzit reverzni faze, tedy nepolarni fazi staciondrni a polarni fazi
mobilni [75]. Schéma lze vidét na Obrézek 4 nize.

vysokotlake
cerpadlo

zasobnik
mobilni faze

davkovaci ventil fidici
s vyménitelnou smyékoun pocitac

HPLC kolona

detektor b

Obréazek 4: Schéma HPLC [76]
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243 GC-FID

Metoda GC-FID funguje na podobnych principech jako HPLC-DAD, ale s par klicovymi
rozdily. Jelikoz se jedna o plynovou chromatografii, tak jsou mobilni faze i analyt plynné.
ionizovatelny a dostate¢n¢ stabilni, aby nefragmentoval. Tyto limitace jsou divodem
pro transesterifikaci mastnych kyselin na methylestery mastnych kyselin, jak je zminéno vyse.
Metodavyuziva detektor FID (Flame Ionization Detector), ktery detekuje rozdil vodivosti mezi
dvéma elektrodami zpusoben piitomnosti iontti vytvofenych spalenim vzorku ve vodikovém
plameni [77]. Sila signalu se tedy odviji od vodivosti, ne absorbance jako u HPLC-DAD.

2.4.4 IC (IEX)

lontova chromatografie také funguje na podobnych principech jako HPLC-DAD a GC-FID, ale
s tim rozdilem, Ze se ionty separuji na zaklad¢ své afinity k vyméniku ionti [78]. Mobilni faze
je zpravidla polarni vodny roztok. Lze pouzit pro skoro jakoukoliv molekulu s ndbojem,
od malych anorganickych iontd, jako je méfeny jod, az po aminokyseliny a proteiny [79; 80].
V této praci byl pro detekci pouzit konduktometricky detektor.

245 ICP-OES
Optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) je jedna

Z nejspolehlivéjsich metod pro kvalitativni a kvantitativni uréeni obsahu prvkil ve vzorku.
Funguje na zaklad¢ excitace elektronti prvkll obsazenych ve vzorku proudem plazmatu,
po ¢emz nasledna deexcitace zpusobi emisi elektromagnetického zatfeni specifické pro
jednotlivé prvky. Do proudu plazmatu, ktery ma typicky teplotu 6000 az 10000 K, je vzorek
vnasen peristaltickym ¢erpadlem [81]. Emitované elektromagnetické zateni je poté rozdéleno
na jednotlivé vinové délky pomoci difrakéni miizky a detekovano fotomultiplikdtory nebo
polovodi¢ovymi detektory. Z intenzity spektralnich linii se daji odvodit koncentrace
zkoumanych prvkt. Technikou Ize velmi rychle analyzovat velké mnozstvi prvkil najednou
a detekéni limity se pohybuji v fadu jednotek az stovek ng/ml [82]. Schéma pfiistroje viz.
nize (Obrézek 5).

Optika Pristroje
o Spekirometr

Vlysokofrekvenéni civka — CCD

ICP horak
.1 MIZna komora
Argon ZmlZovac -~ ~\ Mikroprocesor a
| temmmm—— ‘j elektronika
||
Odpad

PC

Vzorek

Obrézek 5: Schéma ICP-OES [83]
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3 CILE PRACE

Cilem této prace bylo studium vlivu pfimési vybranych mikrobiogennich prvkl na rust
kvasinek v médiu a mira jejich sorpce do biomasy. Tento vliv byl vyhodnocovan skrze
vyhodnoceni efektu na koncentraci biomasy, produkci karotenoidii, ubichinonu, ergosterolu
a mastnych kyselin. Zadani prace bylo rozd€lené na nasledujici body:

— Prehlednd literarni reSerSe zaméfena na utilizaci mikrobiogennich prvki
karotenogennimi kvasinkami.

— Kultivace a ptiprava obohacené biomasy kvasinek.

— Analyza a charakterizace biomasy, stanoveni antioxidacni aktivity.

— Vyhodnoceni vysledkt
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pomtcky a pristroje

4.1.1 Pomiicky a pristroje pro kultivaci kvasinek

Ptedvazky Scout, Ohaus

Analytické vahy Pioneer, Ohaus (+ 0,0001 g)

Mikroskop L Il 00A, Intraco Micro

Ttepacka WiseShake SHR-2D, Witeg

Zrcadlovka Nikon

Vortex/homogenizétor disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer (USA)

Centrifuga pro 15 ml vialky, Hermle (SRN)

Centrifuga pro 50 ml vialky, Hermle (SRN)

4.1.2 Pomiicky a pristroje pro extrakce a HPLC/GC analyzu
Termoblok VWR, (CR)

Dusikova odparovaci souprava
PTFE filtry @ 0,45 um, Clarify
HPLC sestava (Thermo Fisher Scientific, USA)

— Dionex Ultimate Series 3000 Pump

— Dionex Ultimate Series 3000 Autosampler
— Kolona Kinetex EVO c18 150x4.6x2.6
Thermo Fisher Vanquish detector

TRACE GC/FID (Thermo Fisher Scientific, USA)
— Kapilarni kolona Zebron ZB-FAME, délka 30 m
Vyhodnocovaci program Chromeleon

4.1.3 Pomicky a pristroje pro ICP-OES analyzu
PTFE patrony

Mikrovinna rozkladna jednotka Mega 1200 (Milestone, Italie)
Horiba Jobin Yvonne Ultima 2 (HORIBA, Japonsko)
ICP-MS 7500CE s automatickym davkovacem vzorki (Agilent, USA)

4.1.4 Pomicky a pristroje pro IC analyzu
Metrohm Professional IC 850 (Metrohm, Svycarsko)

Metrosep ASupp7 250/4 mm (Metrohm, Svycarsko)
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4.2 Pouzité chemikalie a kultivované kmeny kvasinek

4.2.1 Chemikalie pouzity pro kultivaci kvasinek
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

Pepton aus Casein, Carl Roth (SRN)

Glycerol bezvody p.a., Penta (CR)

Dusi¢nan sodny p.a., Penta (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Penta (CR)
Siran hofe¢naty heptahydrét p.a., Penta (CR)

4.2.2 Chemikalie pouzité pro extrakce a GC analyzu
Hexan p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)

Hexan pro HPLC, Sigma - Aldrich (SRN)

Methanol pro HPLC, Sigma - Aldrich (SRN)

Kyselina sirova 96%, Lach-ner, S.r.o. (CR)

Hydroxid sodny, Lach-ner, S.r.o. (CR)

Dusik 5.0 SIAD v tlakové bomb¢ s redukénim ventilem
Dusik 4.0 SIAD v tlakové bombé¢ s reduk¢nim ventilem
Vodik 5.50 SIAD v tlakové bombé s redukénim ventilem
Vzduch 5.0 SIAD v tlakové bomb¢ s reduk¢énim ventilem

4.2.3 Chemikalie pouzité pro extrakce a HPLC analyzu
Methanol pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)

Chloroform pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)
Acetonitril pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)

Ethyl acetat pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)

Tris base, Lach-ner, S.r.o. (CR)

Kyselina chlorovodikova (36 %), Lach-ner, S.r.o. (CR)

4.2.4 Chemikalie pouzité pro sorp¢ni experiment

Fumarat Zeleznaty, Thermo Fisher Scientific (USA)

Oxid zineénaty, Penta (CR)

Selenomethionin, Thermo Fisher Scientific (USA)

4.2.5 Chemikalie pouzité pro ICP-OES analyzu

Peroxid vodiku 30%, Analytika Praha spol. s.r.o., (CR)
Kyselina dusiéna 67%, p.a.+, Analytika Praha spol. s.r.o., (CR)
Argon
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4.2.6 Chemikalie pouzité pro IC analyzu
Amoniak 20%, Carl Roth (SRN)

4.2.7 Kultivované kmeny karotenogenich kvasinek
Rhodotorula toruloides CCY 062-002-004 (Kmen 43)

Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-33 (Kmen 39)
Rhodotorula mucilaginosa CCY-20-9-7 (Kmen 24)

4.3 Kultivace kvasinek

4.3.1 Prevedeni na petriho misku

Karotenogenni kvasinky byly ulozeny v kryovialkach pfi teploté -82 °C s obsahem smési YPD
média a glycerolu v poméru 1:1. Za Gcelem nasledné kultivace byly kvasinky z kryovialky
pfeneseny na Petriho misku s YPD médiem a nechény rist po dobu 96 hodin.

4.3.2 Inokulumlall

Inokula byla ptipravena nasledujicim zptisobem: Media byla namichana do standardnich
erlenmayerovych bangk (slozeni medii viz. Tabulka 6), hrdla ban¢k byla uzaviena buni¢inovou
zatkou a po obaleni zatky alobalem vysterilovana v tlakovém hrnci pii 120-140 °C po dobu
40 minut. Po ochlazeni media na pokojovou teplotu bylo medium ve sterilnim boxu o¢kovano
ptimo z Petriho misky v ptipad¢ inokula I, nebo v piipadé inokula Il z pfedem kultivovaného
inokula I. Poméry o¢kovaného materialu k objemu ¢istého média lze vidét rovnéz v Tabulka 6.
Po zaoc¢kovani bylo médium umisténo na reciprokou ttepacku pii 100 ot./min po dobu 24 hodin.
Po 24 hodinach kultivace inokula Il bylo z tohoto inokula o¢kovano produkéni medium. Pro
stru¢nost se 1ze odkazat na schéma kultivace (Obrazek 6). VSechna media byla kultivovana pfi
pokojové teploté.

24h 24h

Petriho miska Produkéni

Inokulum I Inokulum II

medium

Obrézek 6: Schéma kultivace inokul

Tabulka 6: Slozeni, objem, pomér ockovaného materidlu ku objemu inokul a jejich kultivacni cas

Inokulum Inokulum 1 Inokulum 2
Pepton [g/l H20] 20 20
Kvasni¢ny Autolyzét [g/l H20] 10 10
Glycerol [g/l H20] 20 20
Objem erl. baiky [ml] 250 500
Objem inokula [ml] 50 100

Pomér ockovaného materidlu : objem media 1 klicka/10 ml 2 ml/10ml

Kultivacéni cas [h] 24 24
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4.3.3 Produkéni médium

Po naockovani byla produkéniho media obdobné jako u inokul | a Il kultivovany na reciprokych
tiepackach pii 100 ot./min, avSak po dobu 120 hodin (sloZeni medii viz. Tabulka 7). Mimo
slozeni byl postup pfipravy produkénich medii shodny s pfipravou inokul | a Il. Pomér
oc¢kovaného materialu ku objemu ¢ist¢ého media byl 1:5. U kultivaci kment Rhodotorula
mucilaginosa a Rhodotorula kratochvilovae byly provadény odbéry po 72 a 96 hodinach
a u kmenu Rhodotorula toruloides po 48, 72 a 96 hodinach. Odbéry m¢ly zpravidla objem 10
ml a byly ukladany do 15 ml uzaviratelnych plastovych zkumavek. Po 120 hodinach kultivace
byly média steriln¢ slity do 50 ml uzaviratelnych plastovych zkumavek, zcentrifugovany pii
8000 ot./min po dobu 3 minut, promyty destilovanou vodou, znovu zcentrifugovany pfi stejném
nastaveni a nakonec zamrazeny pro pozdé¢jsi lyofilizaci. U odbéri se postupovalo obdobné
kromé nizsich otacek pii centrifugaci, zhruba 4500 ot./min. Do medii byly také ptidany piimési
mikrobiogennich prvkua dle tabulek (Tabulka 8 a Tabulka 9) viz. nize. Pro kmen Rhodotorula
toruloides byly kultivace provadény v duplikatu.

Tabulka 7: SloZeni produkcnich medii pred pridanim mikrobiogennich prvkii

Slozka MgSO4-7H20 NaNOs KH2PO4 Glycerol Objem
media [ml]
MnoZstvi 0,696 5,1238 4 46,2565 50
[9/l H20]
Tabulka 8: Prehled primési do produkcnich medii kmene Rhodotorula mucilaginosa
Cislo vzorku Prvek Formy prvki (pridané Koncentrace
slouceniny) [mmol/l]
1 Kontrola - -
2 Fe FeClz 5
3 10
4 Se Na2SeO4 5
5 10
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Tabulka 9: Prehled primési do produkcnich medii kmene Rhodotorula toruloides (kultivovano
v duplikatu) a Rhodotorula kratochvilovae

Cislo vzorku Prvek Formy prvki (pridané Koncentrace
slouceniny) [mmol/l]

1 Kontrola - -

2 Fe FeCls 5

3 10

4 Se NaxSeO4 5

5 10

6 I Nal 1

7 Kl 1

8 Fe+Se + 1 FeCls + Na;SeO4 + Nal 5:5:1

9 FeCls + Na2SeO4 + K 5:5:1
10 Fe + Se FeCls + NaSeO4 5:5

4.3.4 Mikroskopické kontrola biomasy

Pribézna mikroskopicka kontrola byla provadéna vzdy pifi ockovani kultury a dale
Vv pravidelnych intervalech béhem rlstu produkéniho média. Sterilni vzorek byl odebran
a aplikovan na podlozni sklicko. Poté byl vzorek ptikryt krycim sklickem a ptebytec¢na tekutina
absorbovana bunicitou vatou. Tento zpracovany vzorek byl vlozen do mikroskopu a sledovan
pii 100nasobném zvétSeni za pouziti imerzniho oleje.

4.4 Extrakce a analyza na HPLC

Extrakce a pozdéjsi analyza probihaly nasledovné: Nejprve bylo navazeno 15 az 20 mg
lyofilizované biomasy do extrakénich Eppendorfovych zkumavek. Poté byl k biomase ptidan
1 ml destilované vody a v temném mist¢ se nechala biomasa 30 minut rehydratovat. Nasledovné
byla biomasa od nadbyte¢né vody centrifugaci, pfi 12000 ot./min po dobu tfi minut, odd¢lena.
K takto zpracované biomase bylo pfidano 0,5 ml sklenénych kuli¢ek a 1 ml HPLC metanolu,
po ¢emz byla biomasa 10 minut homogenizovana pomoci vortexu. Zhomogenizovana biomasa
byla poté smichana s 2 ml chloroformu p.a., 1 ml destilované H>O a po mirném protiepani
a ustaleni obou fazi byla chloroformova fdze oddélena a odpatrena pod dusikovou atmosférou.
Zbyly odparek byl rozpuStén v 1 ml 1:2 smési EtAc a ACN, prefiltrovan ptes PTFE filtr
s velikosti pord 0,45 um a uchovan ptfi —20 °C pro HPLC analyzu. HPLC analyza byla
provedena na pfistroji Dionex UltiMate 3000 serie s PDA detektorem Vanquish. Vzorky byly
separovany na koloné Kinetex C18 EVO 150 mm x 4,6 mm x 5 um s vyuzitim gradientové
eluce uvedené v tabulce nize (Tabulka 10). Pratok mobilni faze byl nastaven na 1,2 ml/min
za laboratorni teploty s mobilnimi fazemi: Mobilni faze A: ACN:MeOH:TrisHCI 84:2:14
a Mobilni faze B: EtAc:MeOH 40:60.
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Tabulka 10: Schéma gradientové eluce pii HPLC analyze

Reten¢ni ¢as [min] Mobilni faze A [%0] Mobilni faze B [%0]
0,0 100 0
13,0 0 100
19,0 0 100
20,0 100 0
25,0 100 0

4.5 Extrakce a analyza na GC

Pro analyzu pomoci piistroje GC-FID bylo navazeno 10 az 15 mg lyofilizované biomasy do
krymplovaci vialky o objemu 2 ml, po ¢emz byla vialka doplnéna 1,8 ml transesterifikaéni
smési (15 % H2S04, metanol, 500 mg/l interniho standardu kyseliny heptadekanové). Vialka
byla uzaviena hlinikovym vickem a ponechana v termobloku nastaveném na teplotu 85 °C po
dobu 120 minut. Po ochlazeni byl obsah vialky ptelit do Sroubovaci vialky o objemu 5 ml,
smichan s 0,5 ml1 0,05 M NaOH a 1 ml GC hexanu a intenzivné protifepavan na vortexu po dobu
10 minut. Po ukonéeni protiepavani a rozd€leni fazi bylo pieneseno 100 pl hexanové faze
a 900 pl ¢istého GC hexanu do $roubovaci vialky. Takto ptipraveny vzorek byl analyzovan na
plynovém chromatografu s plamenov¢ ioniza¢nim detektorem na pfistroji GC-FID Trace 1300
TM s autosamplerem na koloné¢ Zebron GC FAME 30 m 0,25 mm a 0,2 um za pouziti vodiku
jako nosného plynu o pritoku 0,5 ml/min. Teplotni program lze vidét nize (Tabulka 11). Pti
vyhodnoceni byla pouzita metoda interniho standardu a jednotlivé MK byly identifikovany
pomoci standardu Supelco FAME 37 mix. Vysledky byly poté vyhodnoceny za vyuziti
programu Chromeleon 7.2 a MS Excel.

Tabulka 11: Teplotni program pro GC-FID analyzu mastnych kyselin

Reten¢ni ¢as [min] | Gradient [°C/min] Teplota [°C] ZadrZeni [min]
0,000 Start - -
1,000 0,0 80,0 1,0
5,000 15,0 140,0 0,0
21,667 3,0 190,0 0,0
25,667 25,0 260,0 1,0
25,467 Stop - -

4.6 Sorp¢ni experiment

V sorpénim experimentu byla analyzovana sorpce vybranych prvki dle schématu (Tabulka 12)
na Cerstvé vykultivovanou biomasu. Kultura Rhodotorula toruloides byla kultivovana
obdobnym postupem jako ostatni kultury (Obrazek 6, objem produkénich medii dvakrat 50 ml),
bez ucelné primesi prvkd. Po 120 hodinach kultivace byla biomasa zcentrifugovana pfi
8000 ot./min po dobu 3 minut, byl odlit supernatant a ¢erstva biomasa byla smisena s vodnymi
roztoky soli prvku. Tyto roztoky byly ptipraveny rozpusténim hmotnosti soli prvku dle Tabulka
12 v 1 ml vody v eppendorfovych plastovych zkumavkach. Pro efektivnéjsi rozpusténi a Gpravu
pH bylo k témto roztokiim pfidano 0,5 ml 0,05 M NaOH. Sorpce byly rozdéleny do dvou
stejnych setii: u jednoho setu byla sorpce ukoncena po 2 a u druhého po 24 hodinach.
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Po uplynuti ¢asu sorpce bylo zkazdého vzorku odebrano 10 pl suspenze biomasy pro
prozkoumani pod mikroskopem. Pro ukoncéeni sorpce byla biomasa vzdy zcentrifugovana pii
8000 ot./min po dobu 3 minut, promyta destilovanou vodou, znovu zcentrifugovana za stejného
nastaveni a poté lyofilizovana.

Tabulka 12: Schéma kultivace jednoho setu sorpcniho experimentu

Forma pridaného prvku Hmotnost Hmotnost biomasy | Hmotnost biomasy
pridavku v mokrem stavu v suchém stavu

[ma] [ma] [ma]
Kontrola (zadny ptidavek) 0 325 50
Oxid zine¢naty 1 325 50
2 325 50
Fumarat Zeleznaty 1 325 50
2 325 50

Selenomethionin 0,1 3250 500

4.7 Prvkova analyza (ICP)

471 ICP-OES

Kone¢ny obsah Fe, Se, a Zn v biomase byl analyzovidn metodou ICP-OES. Pro analyzu byly
vzorky zpracovany nasledovné: Zhruba 50 mg (hmotnost s nejistotou +0,0001 g byla zapsana)
lyofilizované biomasy bylo navazeno do PTFE patron a smichano s 5 ml 67% kyseliny dusi¢né
a 2 ml 30% peroxidu vodiku. Tyto patrony byly pak vloZeny do uzaviratelnych nadob
S bezpe¢nostnim ventilem, vloZzeny do mikrovinné rozkladné jednotky a rozloZeny dle
programu (Tabulka 13). Po vychladnuti byly vzorky nafedény na 25 ml v odmérnych bankach,
dikladné promichany a odlity do uzaviratelnych plastovych zkumavek. Do doby méteni byly
zkumavky uchovavany pii — 30 °C. Jako zdroj plazmy byl vyuzivan Argon. Pfi méfeni byl
zvolen vykon radiofrekven¢niho generatoru 1300 W, prutok plazmového plynu 12 I/min
a pratok stinictho plynu 0,28 I/min. Tlak na zmlZovac¢i byl 3 bar (300000 Pa) a pritok
zmlzovaciho plynu byl 0,8 I/min. VInové délky od kterych byly odvozeny koncentrace prvki
jsou znazornény nize (Tabulka 14).

Tabulka 13: Program pri rozkladu vzorkit mikrovinnou rozkladnou jednotkou

Uplynuly ¢as pii 0 2 4 10 15 20 25
rozkladu [min]
Vykon [W] 250 0 250 400 600 0 Konec
(ventilace)

Tabulka 14: Vinové délky pouzité pro mereni koncentrace danych prvkii

Prvek VInova délka (nm)
Fe 259,940
Se 203,985
Zn 206,191
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472 1C (IEX)

1 ml vzorku supernatantu vzorku s pfimési jodu byl smichan s2,5 ml roztoku NHz
0 koncentraci 0,5 obj.% a poté byl vzorek méfen. Jako mobilni faze byl pouzit 3,6 mM roztok
Na2CO3 o prutoku 0,7 ml/min. Jako supresni roztok byla pouzita 0,1 M H2SO4. Teplota méteni
vzorku byla 45 °C a objem nastiiku 20 pl.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vytézek biomasy

Na prvni pohled lze na zakladé dat v Tabulka 15 usoudit Ze za kultivace v danych medii nejvétsi
produkci biomasy vykazuje kvasinka Rhodotorula toruloides. Tato zvySena vytéznost
do zna¢né miry kompenzuje snizenou koncentraci nékterych cennych produktd, primarné

nasycenych mastnych kyselin, kterou lze pozorovat u analyz nize.

Tabulka 15: Vytezek biomasy po 120 hodindach kultivace (Cislovani vzorkii viz. Tabulka 9)

Cislo vzorku | R. mucilaginosa [g/I] | R. kratochvilovae [g/I] R. toruloides [g/l]
1 12,0 15,0 19,8
2 10,1 14,3 22,2
3 10,2 14,0 22,5
4 9,2 10,0 14,1
5 8,8 7,0 9,3
6 - 13,7 19,4
7 - 13,9 18,4
8 - 10,1 13,7
9 - 10,3 19,0

10 - 8,6 16,0

5.2 Analyza obsahu mastnych kyselin pomoci GC-FID

5.2.1 Kmen Rhodotorula toruloides

5.2.1.1 Obsah mastnych kyselin a rozdéleni podle nasycenosti po ukoncéeni kultivace (120 h)

25 ~
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
B Procentualni zastoupeni lipidi v biomase = Biomasa [g/1]

Graf 1. Procentudlni zastoupeni lipidii v biomase a koncentrace biomasy pro R. toruloides po 120

hodindch kultivace (Cislovani vzorkii viz. Tabulka 9)
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Graf 2: Obsah nasycenych (SFA) mononenasycenych (MUFA) a polynenasycenych (PUFA) mastnych
kyselin ve vzorcich kultivaci R. toruloides po 120 hodindch kultivace (c¢islovani vzorkii viz. Tabulka 9)

Z grafu (Graf 1, Graf 2) vyplyva, Ze mimo vzorky 6 a 7 pifimési prvkl celkem vyrazné zvysuji
podil polynenasycenych mastnych kyselin ve vzorku, zatimco koncentrace biomasy, mimo
vzorky 4, 5 a 8, z(stava na srovnatelné hladin€. Pravé u téchto vzorkl je efekt nejvyraznéjsi,
coz naznacuje ze koncentrace dané primeési, kterou je v ptipad¢ vzorkd 4 a 5 selen, je pfili§
vysoka pro optimalni vytéznost a skrze silny oxidacni stres ji zpiisobeny, v disledku kterého
jsou bunky nuceny produkovat takto zvySenou proporci siln€ji antioxida¢nich mastnych
narustu proporce polynenasycenych kyselin, jelikoz narust neni pozorovan u vzorku 9, ktery
ma mimo zamény piimési Nal za KI totozné slozeni. Neni tedy nevhodné uvazovat nad tim,
ze zminény rozdil je zplsoben praveé néjakou vlastnosti zaménéného jodidu.

5.2.1.2 Obsah mastnych kyselin a rozdéleni podle nasycenosti v prithéhu kultivace
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B Procentualni zastoupeni lipidl v biomase 48h B Procentualni zastoupeni lipidi v biomase 72h

Procentualni zastoupeni lipidii v biomase 96h = Procentualni zastoupeni lipidd v biomase 120h

Graf 3: Procentualni zastoupeni lipidit v biomase pro R. toruloides po 48, 72, 96 a 120 hodinéach
kultivace (¢islovani vzorkii viz. Tabulka 9)
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Graf 4: Obsah nasycenych (SFA) mononenasycenych (MUFA) a polynenasycenych (PUFA) mastnych
kyselin ve vzorcich kultivaci R. toruloides po 48 hodinach kultivace (¢islovani vzorkii viz. Tabulka 9)
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Graf 5: Obsah nasycenych (SFA) mononenasycenych (MUFA) a polynenasycenych (PUFA) mastnych
kyselin ve vzorcich kultivaci R. toruloides po 72 hodinach kultivace (¢islovini vzorkii viz. Tabulka 9)
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Graf 6: Obsah nasycenych (SFA) mononenasycenych (MUFA) a polynenasycenych (PUFA) mastnych
kyselin ve vzorcich kultivaci R. toruloides po 96 hodinach kultivace (¢islovdni vzorkii viz. Tabulka 9)

V 96. hoding kultivace 1ze pozorovat mirné zvySené zastoupeni nenasycenych mastnych
kyselin napfi¢ vSemi vzorky kromé vzorku 3, coz je pravdépodobné zplusobeno dosud
neuskutecnénou konverzi na vice nasycené formy. Tento trend pokracuje u vétSiny vzorkl do
72. hodiny kultivace, kde je vétSinou nejvyssi zlomek nenasycenych mastnych kyselin
s mirnym poklesem ve 48. hodin€. Poméry mezi vzorky v danych casech odbéru se pfili§
neméni. Pfi pozorovani pribéhu procentualniho zastoupeni lipida v ¢ase v Graf 3 je ziejmé, Ze
zastoupeni dosdhne maxima po 96. hoding, popf. u vzorkd 3, 4 a 5 (byt nepatrné a v ramci
nejistoty) po 72 hodinach od zacatku kultivace. To ovSem stoji v kontrastu se zastoupenim
nenasycenych mastnych kyselin (Graf 7), které vrcholi az ve 120. hoding kultivace. Nanestésti
u jednotlivych odbérii v daném ¢ase nebyla urCovana celkova koncentrace biomasy a nelze tedy
jednoznaéné urcit, zda by nejvyssi vytéznost danych latek byla po 96 nebo 120 hodinéch,
ackoliv kdyby byl primarni cil maximalizovat koncentraci nenasycenych mastnych kyselin a
jejich celkovy vytézek by nemél takovou prioritu, tak mimo vzorky 3, 4 a 5, kde koncentrace
peakuje po 72 hodinach je 96hodinova kultivace nejvhodnéj§i pro vynosnost nenasycenych
mastnych kyselin.
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Graf 7: Obsah nasycenych (SFA) mononenasycenych (MUFA) a polynenasycenych (PUFA) mastnych
kyselin ve vzorcich po 48, 72, 96 a 120 hodinach kultivace (cislovani vzorkii viz. Tabulka 9)

5.2.2 Kmen Rhodotorula kratochvilovae
5.2.2.1 Obsah mastnych kyselin a rozdéleni podle nasycenosti po ukonceni kultivace (120 h)

25 ~

20

15 -

10 A

Kontrola Fe5 Fe 10 Seb Se 10 Nal 1 KI1 Fe+Se+Fe+Se+ Fe+Se
mmol mmol mmol mmol mmol mmol Nal KI

B Procentualni zastoupeni lipid v biomase = Biomasa [g/1]

Graf 8: Procentualni zastoupeni lipidii v biomase a koncentrace biomasy pro R. kratochvilovae po 120
hodinach kultivace
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Graf 9: Obsah nasycenych (SFA) mononenasycenych (MUFA) a polynenasycenych (PUFA) mastnych
kyselin ve vzorcich po 120 hodinach kultivace

Na prvni pohled je zfejmé Ze R. kratochvilovae ma mensi vynosnost z hlediska
hmotnosti biomasy a obsahu lipidii v absolutnich ¢islech, a i pfi pohledu na relativni pokles
konkrétné koncentrace biomasy se jevi jako obecné mén¢ rezistentni viici piisobeni stresujicich
ptimé&si v porovnani s R. toruloides. U vybranych vzorkd, primarné vzorku s 10 mmol/l pfimési
selenu (vzorek Se 10 mmol/l) sice R. kratochvilovae R. toruloides v obsahu lipidt pied¢i a v
koncentraci biomasy vyrovnava, ale presto se dané koncentrace biomasy lisi o zhruba 25 %.
Takeé je pozoruhodné Ze vyS$si pomér nenasycenych ku nasycenym MK se vyskytuje ve vzorcich
se smiSenym obsahem piimiSenych prvku a vzorek ktery mél nejhorsi vysledky u R. toruloides
je vzorkem, ktery mél u R. kratochvilovae mimo jodidy z hlediska procentuélniho zastoupeni
lipidt vysledek nejlepsi. To naznacuje spolecné se snizenym zlomkem lipidl a jiz zminénym
niz8im zlomkem nasycenych MK ve smisenych vzorcich ze ma R. kratochvilovae ptirozenou
rezistenci nebo adaptabilitu vici prostredi kde se vyskytuje pouze jeden stresujici prvek, ale
jakmile se jedna o pestiejsi slozeni tak uz se dostate¢né adaptovat schopna neni, oxidaéni stres
ochranné mechanismy buiiky ptehlti a inhibuje propagaci. Také je tato pfirozena rezistence vici
jednolitym stresortim zaloZena na jiném principu nez na zvysSené produkci nasycenych MK,
jelikoz u vzorkt s jednou piimési se zlomek nasycenych MK se zvySujici se koncentraci prvku
snizuje. Je tedy alespon z ¢asti zaloZzena na zvysené produkci MK celkové nebo na mechanismu
ktery neméa s metabolismem MK nic spole¢ného, napt. odliSnou strukturou buné¢né stény ktera
umoziuje lepsi sorbci anebo mensi koncentraci sulfatovych permeédz Sull a Sul2 na membrané.
Z hlediska produkce nenasycenych MK se jevi jako nejvyhodnéjsi media 1 mmol/l pfimési Nal
a KI, jelikoZ mirné€ nizsi proporce zminénych nasycenych MK oproti smisenym vzorkiim nejsou
dostate¢né nizsi na to, aby offsetovaly vyrazné vyssi koncentraci biomasy a vyssi zastoupeni
lipida v ni.
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5.2.2.2 Obsah mastnych kyselin a rozdéleni podle nasycenosti v pritbé¢hu kultivace
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B Procentualni zastoupeni lipidi v biomase 72h B Procentualni zastoupeni lipidil v biomase 96h

= Procentualni zastoupeni lipid v biomase 120h

Graf 10: Procentudlni zastoupeni lipidit v biomase pro R. Kratochvilovae po 72, 96 a 120 hodinach
kultivace
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Graf 11: Obsah nasycenych (SFA) mononenasycenych (MUFA) a polynenasycenych (PUFA) mastnych
kyselin ve vzorcich kultivaci R. kratochvilovae po 72 hodinach kultivace

33



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

O% T T T T T T T T T
Kontrola Fe 5 Fe 10 Seb Se 10 Nal 1 KI1l Fe+Se+Fe+Se+ Fe+Se
mmol mmol mmol mmol mmol mmol Nal Kl

SFA © MUFA = PUFA

Graf 12: Obsah nasycenych (SFA) mononenasycenych (MUFA) a polynenasycenych (PUFA) mastnych
kyselin ve vzorcich kultivaci R. kratochvilovae po 96 hodinach kultivace

100% -
80% -

70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SFA = MUFA mPUFA

Graf 13: Obsah nasycenych (SFA) mononenasycenych (MUFA) a polynenasycenych (PUFA) mastnych
kyselin ve vzorcich po 72, 96 a 120 hodindch kultivace (¢islovani vzorkii viz. Tabulka 9)

V Casové progresi procentualniho zastoupeni lipidti na rozdil od R. toruloides cas
peakového obsahu nema tak jasny trend a mezi vzorky se lisi, ackoliv je kromé& dvou vzorka
vzdy v 72. nebo 96. hodin€. To opé€t naznacuje moc dlouhou kultivacni dobu pro optimalni
vytéznost, ale bez toho, aniz by byla zndma koncentrace biomasy v dané Casy tak se tato
hypotéza nedd jednoznacné potvrdit. Data také podporuji zavér o zvySené rezistenci vuci
selenu, jelikoz v 96. a 72. hodinach je obsah lipidu srovnatelny s kontrolou, a u 10 mmol/I
pfimési je ve 120 hodiné procentudlni zastoupeni lipidi dokonce vyssi, a to bez vyrazného
narustu polynenasycenych MK a dokonce s poklesem relativniho zastoupeni nasycenych MK
obecné. Je tedy mozné, ze dusledkem zvysené rezistence R. kratochvilovae jsou koncentrace
kdy je protekéni antioxidaéni systém piehlcen u selenu a jednotlivych prvki vyssi, nez byly
pouzity v mediu a tim paddem ma schopnost pojmout vyssi mnozstvi prvki pfi zachovani svych
produkénich vlastnosti z hlediska produkce nasycenych MK.
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5.2.3 Kmen Rhodotorula mucilaginosa

5.2.3.1 Obsah mastnych kyselin a rozdéleni podle nasycenosti po ukonceni kultivace (120 h)
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Graf 14: Procentudlni zastoupeni lipidii v biomase a koncentrace biomasy pro R. mucilaginosa po 120

hodinach kultivace
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Graf 15: Obsah nasycenych (SFA) mononenasycenych (MUFA) a polynenasycenych (PUFA) mastnych
kyselin ve vzorcich kultivaci R. mucilaginosa po 120 hodinach kultivace

R. mucilaginosa je dle ziskanych vysledk ze tii zkoumanych kvasinek nejmén¢ vytéznou
Z hlediska koncentrace biomasy, jelikoZ hodnoty jsou zhruba o 25 % niZ§i nez u R.
kratochvilovae a 0 zhruba 50 % nizs8i nez u R. toruloides. Z tohoto hlediska se ale také zda byt
nejméné ovlivnéna piimeésemi prvkovych stresorti, protoze ackoliv je koncentrace biomasy
niz§i tak je napfi¢ vzorky viceméné konstantni. Z hlediska procentudlni obsahu lipidi
nevykazuje stejnou rezistenci jako R. kratochvilovae a se zvySujici koncentraci ptimeési se
hodnota tohoto parametru snizuje. Pozoruhodné obdobn¢ jako R. kratochvilovae ale toleruje
1épe 10 mmol/l koncentraci selenu nez 10 mmol/l Zeleza, ptestoze se slouceniny selenu obecné
povazuji za vice toxické. Rozlozeni MK mezi polynasycenymi a mononasycenymi se oproti
kontrole méni u vzorka kromé 5 mmol/l Zeleza o 5 az 10 %. Nejde tedy o dramatické zmeény,
jako u predchozich kmend, ale proporce nasycenych MK obecné zlistava v podstaté¢ nemeénna.
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I kdyz tedy vysledky kultivace R. mucilaginosa nejdou pln¢ porovnat s ostatnimi kmeny diky
zuzenému kultivacnimu schématu tak se tento kmen oproti ostatnim studovanym nejevi jako
idealni pro produkci nasycenych ¢i nenasycenych MK skrze svou relativné mirnou reakci vici
stresujicim piimésim.

5.3 Analyza obsahu karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu pomoci HPLC

5.3.1 Kmen Rhodotorula toruloides

5.3.1.1 Obsah karotenoidit, ubichinonu a ergosterolu po ukonceni kultivace (120 h)
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Graf 16: Obsah karotenoidii, ubichinonu a ergosterolu ve vzorcich kultivaci R. toruloides po
120 hodinach kultivace

Z grafu vyse (Graf 16) je ziejmé, ze dominantni karotenoid produkovany R. toruloides
je torularhodin, jehoz koncentrace se pohybuji od zhruba 0,65 do 3,3 mg/g. Ostatni
produkované karotenoidy (torulen a [-karoten), které byly dle dostupnych standardi
zanalyzovany, se vyskytuji pouze ve velmi malych mnoZstvich a skoro by se daly povaZovat,
vzhledem k celkovym karotenoidim za zanedbatelné. Zda se, Ze mnohem vyznamné&ji
zastoupenymi produkty pii studovanych kultivacich byly ubichinon a ergosterol. Spole¢né
S tim, Ze produkce ubichinonu se zda byt inverzn¢ korelovand s obsahem karotenoidll to
naznacuje zvysenou produkci ubichinonu jako ochrannou adaptaci proti oxidaci R. toruloides
ve vice stresujicim prostiedi. Z dat vypliva také druhd inverzni korelace, a to mezi produkci
ubichinonu a ergosterolu. Jelikoz ergosterol se vyskytuje na vnéjSku buiky jako soucést
bunécné membrany, zatimco ubichinon se vyskytuje v cytosolu, uvnitt bunky. Jevi se zde jako
atraktivni vysvétleni to, ze je zvySena produkce ubichinonu zplsobena az nadmérnym
pronikanim stresori do bunky zapfi¢inéné naruSenou stabilitou membrany v dasledku
snizeného mnozstvi ergosterolu. V bunce by potom byl ubichinon produkovan jako
antioxidacni Cinidlo. Jako u mastnych kyselin se zd4, Ze ptimési jodidi maji pouze maly efekt
na obsah produktt.
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5.3.1.2 Obsah karotenoidit, ubichinonu a ergosterolu v priubéhu kultivace
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m celkové karotenoidy [mg/g] m ubichinon [mg/g] ergosterol [mg/g]

Graf 17: Obsah karotenoidu, ubichinonu a ergosterolu ve vzorcich kultivaci R. toruloides po 48
hodinach kultivace
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Graf 18: Obsah karotenoidii, ubichinonu a ergosterolu ve vzorcich kultivaci R. toruloides po 72
hodinach kultivace

37



Kontrola Fe5mmol Fel1l0 Se5mmol  Se 10 Nal Kl Fe+Se+Nal Fe+Se+KI Fe+Se
mmol mmol
m torularhodin [mg/g] m torulen [mg/g] m betakaroten [mg/g]
m celkové karotenoidy [mg/g] m ubichinon [mg/g] ergosterol [mg/g]

Graf 19: Obsah karotenoidii, ubichinonu a ergosterolu ve vzorcich kultivaci R. toruloides po 96
hodinéach kultivace

Narozdil od mastnych kyselin data naznacuji, Zze obsah karotenoid napii¢ vzorky
se v prub¢hu kultivace az do ukonceni ve 120. hodin¢ zvétSuje, a tedy ze kdyby byl cil
maximalizovat vytéznost karotenoidl tak by teoreticky kultivace mohla pokracovat po delsi
dobu. Dale zvysené zastoupeni karotenoidti po 120. hoding za téchto stresovych podminek by
se ale muselo experimentalné potvrdit. V porovnani s kontrolou je v mediich s pfimésemi prvki
také vyrazné snizena produkce karotenoidi ve vSech Casech odbéru, coz se opét odlisuje od
produkce MK, kde méné toxické piimési jako Zelezo u R. toruloides produkci navySovaly.
Mnohem komplexnéjsi je ale casovy prabeh koncentraci ergosterolu a ubichinonu. Napiiklad u
vzorku obsahujiciho ptimés 10 mmol/l selenu koncentrace ubichinonu dosahla maxima uz ve
48. hodiné kultivace, zatimco u ostatnich vzorkti v 72. nebo 96. hodin€. U ergosterolu neni
fluktuace tak vyraznd, ale také u fady vzorki dosahne maximalni koncentrace v jiném ¢ase nez
ve 120. hodiné. Pro maximalni vytéznost t€chto produktt je tedy vhodnéjsi kratsi kultivace, pro
ubichinon s 10 mmol/l ptimési Na2SeOs a pro ergosterol s 1 mmol/l p¥imési KI. Z dat neni pro
tento jev ziejmé pohotové vysvétleni.Kmen Rhodotorula kratochvilovae
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5.3.1.3 Obsah karotenoidii, ubichinonu a ergosterolu po ukonceni kultivace (120 h)
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Graf 20: Obsah karotenoidii, ubichinonu a ergosterolu ve vzorcich kultivaci R. Kratochvilovae po
120 hodinéach kultivace

Jelikoz je vidét v Graf 20 zna¢na odezva R. kratochvilovae na stresujici prvky, tak se
produkce karotenoidll zda byt u tohoto kmene mnohem vice podminéné oxida¢nim stresovym
faktorim nez u R. toruloides. U vzorku s ptfimési pouze jednoho prvku, zejména u vzorku
s ptfidavkem 5 mmol/l selenu je totiz oproti kontrole produkce téchto latek vyrazné zvysena.
Z grafu také pozoruhodné vyplyva Ze vSechny vzorky s ptidavkem 5 mmol/l Zeleza neprodukuy;i
mnozstvi karotenoidi detekovatelné metodou HPLC pouzitou v této préci, a také vykazuji
znacné snizenou produkci ubichinonu a ergosterolu. JelikoZ tato snizend zabarvenost byla
pozorovana u vzorkl jiz pfi samotné kultivaci tak lze skoro jednozna¢né vyloudit chybu
pii extrakci ¢i méfeni. Srovnatelné pozoruhodné je, ze pii dvojndsobné koncentraci této primesi
efekt vymizi a koncentrace ubichinonu a ergosterolu jsou dokonce nejvyssi ze vSech vzorki.
Na zaklad¢ poznatkl ohledné metabolismu Zeleza v S. cerevisiae je tedy mozné Ze koncentrace
Zeleza v té€chto mediich je dostate¢né vysoka na to, aby byla vyrazn& ovliviiovala pfirozeny
chod buiiky, ale ne dostatecné vysoka na to, aby aktivovala transkripéni faktor YapS5. Snizena
koncentrace ergosterolu také naznacuje sniZzenou integritu bunééné membrany, coZ mize déle
podporovat nekontrolované propousténi iontli do butiky jeho neblahé ovliviiovani bunééného
metabolismu a struktur. Jodidy jsou opét srovnatelné s kontrolou, koncentrace karotenoidi
u vzorku s ptimési Nal je o zhruba 50 % vyssi.
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5.3.1.4 Obsah karotenoidit, ubichinonu a ergosterolu v priubéhu kultivace
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Graf 21: Obsah karotenoidii, ubichinonu a ergosterolu ve vzorcich kultivaci R. kratochvilovae po
72 hodinach kultivace
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Graf 22: Obsah karotenoidii, ubichinonu a ergosterolu ve vzorcich kultivaci R. kratochvilovae po
96 hodinach kultivace

Obdobné jako u R. toruloides vykazuji vzorky peakovou koncentraci ubichinonu pted
koncem kultivace v 72. nebo 48. hodiné. Nizké hodnoty karotenoidi ve vzorcich
a ubichinonu/ergosterolu u kontroly v 96. hodin¢ byly zptisobeny nevhodnym skladovanim pti
laboratorni teploté, atmosférickém tlaku a za ptistupu kysliku a ob¢asného ptistupu svétla. Pro
presngjsi analyzu téchto latek bude nutné experiment v budoucnu opakovat.
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5.3.2 Kmen Rhodotorula mucilaginosa

5.3.2.1 Obsah karotenoidii, ubichinonu a ergosterolu po ukonceni kultivace (120 h)
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Graf 23: Obsah karotenoidii, ubichinonu a ergosterolu ve vzorcich kultivaci R. mucilaginosa po
120 hodinach kultivace

R. mucilaginosa se skrze svou velmi vysokou produkci lykopenu zda byt z hlediska
produkce karotenoidli ze vSech tifi zkoumanych kment nejvykonnéj§im producentem téchto
latek. Také je opét pozorovana vyssi obecnd rezistence vuci stresujicim piimésim, ackoliv
i tak pfimési vyprodukované mnozstvi karotenoidi snizuji. Obdobny trend lze pozorovat
u produkce ergosterolu, kde ackoliv pfimési zeleza snizuji produkci o az zhruba 29 %,
tak poklesy nejsou tak vyrazné, jako u ostatnich kment. U ubichinonu také narozdil od
ostatnich kmenti zadné piimési produkci nezvysuji. Pro maximalizaci vytéznosti téchto
produktt se tedy studované piimeési v danych koncentracich pro dany kmen i dany kmen obecné
diky niz$i produkci oproti R. toruloides a R. kratochvilovae nezdaji byt vhodné.
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5.4 Analyza obsahu pFimiSenych prvki v biomase R. toruloides pomoci IC a
ICP-OES

5.4.1 Kultivace

54.1.1 Zelezo
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Graf 24: Nasorbované procento primési Zeleza z kultivacniho média
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Graf 25: Nasorbované mnozstvi (mg/g) piimési zeleza z kultivacniho média

Ackoliv bylo z hlediska obsahu v biomase nejvice Zeleza nasorbovano pii kultivaci v mediu
s 10 mmol/l ptiméesi FeCls, tak v poméru ku mnozstvi pfidaného prvku se jevi sorpce byt
vyrazn€ méné U¢inna. To naznaCuje vyrovnani kiivky rychlosti sorpce vicéi koncentraci
sorbované latky, a tedy Ze ve studovaném pasmu koncentraci jiz neroste nasorbované mnozstvi
prvku v zavislosti na jeho koncentraci linearné€. Presné urceni pozice pielomu mezi linearni
a nelinearni ¢asti kiivky by bylo vhodné dozkoumat v budoucim experimentu. Pozoruhodny je
take vyrazny rozdil v relativnim mnozstvi nasorbovaného Zeleza mezi médii obsahujicimi
jodidy zpusobeny mensim vytézkem biomasy media s Nal, ktery lze pozorovat v grafech
a tabulkach vyse (Graf 1, Tabulka 15). Jak dale naznacuje i Graf 2 ktery znazornuje relativni
zastoupeni MK, zda se Ze Nal, ale ne KI, vytvaii stresové podminky, které diky svému omezeni
koncentrace biomasy snizuji celkové mnozZstvi nasorbovaného Zeleza, 1 kdyZ schopnost
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jednotlivych bun¢k sorbovat je pfinejmensim srovnatelnd a dokonce se jevi jako mirné slabsi
u bungk kultivovanych v médiu s piimési KI. Vybér mezi témito dvéma médii je tim padem
primarné zalozeny na jejich ekonomické vytéznosti. Pii srovnani koncentrace zeleza v biomase
s vyZzivovymi referen¢nimi hodnotami EUBP (Tabulka 3) obsahuje gram biomasy u vzorki s 5
a 10 mmol/l pfimési zeleza pro vSechny vekové kategorie kromé kategorii 7 az 11 mésict, 7 az
11 let a 12 az 17 let pro muZe vice nez 100 % primérné denni potieby Zeleza a u vétSiny
kategorii vyrazné nadpolovicni ¢ast referencniho pfijmu pro populaci. Vzorky s pfimésemi
jinych prvkil maji obsah Zeleza nizsi, ale potfad dosahuji na desitky procent obou stanovenych
referen¢nich hodnot. Zkoumany zpasob kultivace v médiu s ptimési se tedy zda byt efektivnim
zpusobem obohacovani biomasy o Zelezo, ackoliv ekonomicka viabilita v porovnani s ostatnimi
metodami obohacovani neni zfejma.

5.4.1.2 Selen
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Graf 26: Nasorbované procento primési selenu z kultivacniho média
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Graf 27: Nasorbované mnozstvi (mg/g) primési selenu z kultivacniho média

Oproti zelezu se z ptidaného selenu sorbuje mnohem mensi relativni, a tudiz i absolutni
mnozstvi piimési, coz by odpovidalo faktu, ze selen méa v buiice mnohem uzsi skélu vyuziti.
Trend parametru mezi vzorky pouze s ptidavkem selenu je podobny jako u Zeleza, tedy

vV v v

Ze U vyssi koncentrace je nizsi relativni mnozstvi nasorbovaného prvku, u vzorkt s ptimésemi
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dalsich prvka je ale prekvapivé vyssi nez u kultivaci pouze s pridavkem selenu. Jev je opét
zapric¢inény vyssi koncentraci biomasy (Tabulka 15) ve zminénych kultivacich, coz naznacuje,
ze ptimési prvkl do média jiz osahujici pfimées selenu zmensuji stres, kterym na né selen pisobi
a tim zlepsuji proliferaci bun¢k. Absolutni obsah selenu sice oproti 5 mmol/l ptidavku selenu
napfi¢ vzorky mirn¢ roste, ale v porovnani ke fluktuacich obsahu nasorbovaného Zeleza jsou
rozdily nepiili§ vyznamné. Kultivace v médiu s koncentraci selenu 10 mmol/l je tedy kvuli
divodim zminénych vyse, jako jsou nizsi koncentrace biomasy, nizsi relativni nasorbované
mnozstvi a K tomu pouze marginalné zvyseny absolutni obsah selenu nevyhodna. I kdyz byla
efektivita sorpce u selenu mald, tak v poméru na gram nékolikrat pfevySuje nevyssi povolenou
denni davku selenu pro vSechny uvedené skupiny (viz. Tabulka 4) a biomasa by se tedy musela
podavat v mensim mnozstvi. Kvili tomuto vysokému rozdilu poméru davek ku nasorbovanému
mnozstvi se nejevi jako vhodné podéavat biomasu s pfimeésemi selenu a zeleza v pomérech
studovanych touto praci, jelikoz by mnozstvi podané biomasy vykazovalo bud’ relativné nizky
obsah Zeleza nebo pfilis vysoky obsah selenu. V budoucnu by tedy bylo zadouci opakovat

v .

experimenty s niz§imi koncentracemi selenu v médiu.

5413 Jod

Pii analyze koncentrace jodu v supernatantu po centrifugaci kultivaci nebyl detekovan
Zadny jod, coz by naznacovalo uplnou sorpci. To se ale pfi¢i s vysledky studie provedené autory
Ostercem aj., které naznaCovaly minimalni Uroven sorpce jodu napfic¢ jeho riznymi
anorganickymi formami. Neni tedy zfejmé, jestli tedy R. toruloides interaguje s jodem odlisné
od S. cerevisiae anebo nastala jen chyba v méfeni, popi. byla koncentrace pod limitem detekce.
Ptim4 analyza biomasy nebyla provedena z ditvodu jejiho pfili§ malého mnozstvi pro provedeni
pouzité metody. Pro analyzu obsahu jodu v biomase bude tedy nutné méfeni v budoucnu
opakovat nebo zvolit jinou metodu, naptiklad ICP.

5.4.2 Sorpéni experiment
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Graf 28: Nasorbované procento vybranych sloucenin pii sorpcénim experimentu
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Graf 29: Nasorbované mnozstvi (mg/g) vybranych sloucenin pii sorpénim experimentu
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Graf 30: Nasorbované mnozstvi (mg/g) selenomethioninu p7i sorpénim experimentu

Pii pohledu na vysledky se zda, Ze po 24 hodinach sorpce bylo u vSech slouéenin
nasorbované mnozstvi mensi, neZ po 2 hodinach. MozZné vysvétleni je vEétsi mira rozpusténi
slou¢enin ve vodném prostiedi sorpce a jejich nasledna retence v supernatantu. Také je mozné
ze nastala chyba v experimentu, jelikoz pfi iniciaci experimentu byl problém slouceniny
rozpustit ve vodném prostiedi ve vialkach, coz mohlo zplisobit nerovnomérnou moznost sorpce
mezi vzorky. Je v planu pro potvrzeni nebo vyvraceni vysledki budoucim opakovanim
experimentu. Vyjimkou je selenomethionin, ktery diky svému malému mnozstvi nebylo
problém pii experimentu rozpustit. U selenomethioninu se nasorbované mnozstvi po
24 hodinach oproti 2 hodindch sorpce zvedne na vice neZz dvojnasobek ¢imz padem se
24hodinova sorpce jevi jako vyhodné&jsi. V tomto Case je obsah selenomethioninu zhruba
37 ug/g coz se jevi jako bezpe¢na davka, ackoliv je mensi nez v mnoha dostupnych doplncich.
Obsah by se dal zvysit pfidanim vétsiho mnozstvi selenomethioninu k biomase, ale ptesna mira
tohoto zvétseni by musela byt odhalena navazujicim experimentem.
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6 ZAVER

Ugelem provedeni této prace bylo upiesnit efekt stresujicich ptimési Zeleza (FeCls), selenu
(Na2Se04), jodu (Nal, KI) a jejich kombinaci uvedenych v tabulkach vyse (Tabulka 8
a Tabulka 9) na produkci karotenoidi, ergosterolu, ubichinonu, lipida a celkovou koncentraci
biomasy. Dale poté byla analyzovana mira sorpce prvki do biomasy v danych kultivacich a
sorpce prvkd na jiz vykultivovanou biomasu. Cilem prace bylo i stanoveni antioxidacni
aktivity, ale z ¢asovych diavodi nebyla zkouSka provedena a bude ji tedy nutné provést
v budoucnu. Kultivace a extrakce pro HPLC a GC analyzu kmene R. toruloides byly provedeny
Vv duplikatu, a vysledky jsou tedy ze statistického hlediska obzvlast’ véruhodné. Podle vSech
ukazateli bylo pro vsSechny studované kmeny nejvice stresujici médium s 10 mmol/l
koncentraci selenu, a to do miry ze kromé kultivace kmenu R. mucilaginosa v ném bylo
pozorovano snizeni koncentrace biomasy oproti kontrole o zhruba 50 %. U R. toruloides sice
tato pfimés velmi vyrazné zvysila zastoupeni polynenasycenych mastnych kyselin (na 46,30 %
z celku), snizené zastoupeni lipidii v biomase a sniZzeny vytézek biomasy celkové tento zvySeny
relativni obsah z hlediska absolutni vytéznosti ale z velké ¢asti neguji. V prib&hu ¢asu se obsah
nenasycenych mastnych kyselin obecné zvySoval, s nejvys$sim zastoupenim ve 120. hodiné
kultivace u vétSiny vzorkd. Narozdil od toho procentualni obsah lipida v biomase dosahoval
nejvyssich hodnot u vétsiny vzorkd R. toruloides a R. kratochvilovae uz v 96. hoding, a u
nékterych vzorkd s piimési selenu i v 72 nebo dokonce uz ve 48. hodiné kultivace. Nejvice
rezistenti proti stresu vyvolanému piimeési se zdal byt kmen R. mucilaginosa, jelikoz i kdyz mél
Vv kontrolnim prostfedi oproti R. toruloides vytéznost zhruba polovi¢ni, tak piimési snizovaly
koncentraci biomasy a obsah lipidt jen o zhruba 20 (s vyjimkou piimési 10 mmol/l Fe) az 30
% oproti 50 a vice procentnim snizenim které byly pozorovany u R. toruloides. P¥imé&si jodu se
zdaji mit mirné pozitivni vliv na celkovou produkci lipidi, a mirn€¢ snizuji zastoupeni
polynenasycenych MK ku prospéchu mononenasycenych. Obdobné je to s koncentraci
biomasy. Mimo pfimé&si jodu a u R. toruloides pfimési zeleza piimési koncentraci biomasy
snizuji, zastoupeni lipidi vSechny pfimési snizuji. Nejvice lipidu vyprodukovala R. toruloides,
poté R. kratochvilovae a nejméné R. mucilaginosa.

Z hlediska produkce karotenoidll v pfepo¢tu na mg/g jednoznaéné kraluje R. mucilaginosa
skrze svou produkci lykopenu, ktery svou kontribuci k celkovému mnozstvi karotenoidi
zpusobuje vys§i hodnotu tohoto parametru neZ u ostatnich kment. Nejmensi produkce Ize
pozorovat u R. kratochvilovae, ktera svou produkci nedosahuje ani na 1 mg/g. Nanestésti kvuli
nevhodnému skladovani vzorkl pro 96. a 72. hodinu kultivace nelze pro tento kmen sledovat
Casova progrese. Obdobn¢ jako u produkce MK kromé jodida vSechny piimési produkci
karotenoidll snizily, pro maximalni vytéznost téchto latek se tedy v danych koncentracich
nejevi jako vhodné. Jelikoz se koncentrace karotenoidii u kultivaci R. toruloides po celou dobu
kultivace zvySuje, je mozZné, ze jejich peakova koncentrace nenastala ve 120. hodin¢ kultivace
a ze pro maximalni vytéznost téchto produktti by byla vhodnéjsi delsi kultivace. Tato uvaha by
se musela ovéfit budoucim experimentem. Ohledné ubichinonu §ly nejvyssi koncentrace
pozorovat u R. toruloides, kde u vSech vzorkt koncentrace této latky dosahovaly nejvyssich
hodnot pted 120. hodinou kultivace. U vzorku s 5 mmol/l pfimési Zeleza §la pozorovat nejvyssi
koncentrace tohoto produktu ze vSech kultivaci v 72. hodiné pii hodnoté 12,66 mg/g.
Ergosterolu také produkovala nejvice R. toruloides, peakové koncentrace narozdil od
ubichinonu ale nastaly az v 120. hodiné kultivace. Pro maximalni vytéZnost ubichinonu by tedy
byla vhodna zkracena kultivace a pro ergosterol 120 nebo potencialné vicehodinova.

Sorpce prvku k biomase byla studovana pouze u R. toruloides, a vysledky se mezi selenem
a zelezem lisi. U Zeleza byla pozorovana mnohem vyssi mira sorpce (5 az 22 % oproti 0,5 az
2,5 % u selenu), pravdépodobné zpiisobena §irsi Skalou vyuziti Zzeleza v buiice. Absolutni obsah
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varioval, ale plné nebo témé¥ pIn& dosahoval na vyzivové referenéni hodnoty stanovené EUBP
pro vSechny kategorie, a nebylo by tedy nevhodné biomasu podavat napiiklad jako doplnék
stravy. U selenu byl obsah v mg/g napii¢ vzorky konstantni, a v kombinaci s tim, ze 10 mmaol/I
pridavek selenu inhiboval produkci ostatnich produktt 1ze dojit k zavéru, ze je pro kultivaci
danych kment tato koncentrace nevhodna. I pfes vyse zminénou nizkou uroven sorpce obsah
selenu v gramu biomasy nékolikrat pfevySuje vyzivové referencni hodnoty a biomasa by se
tedy musela podavat v mensim mnozstvi, coz za piedpokladu Ze je mozné zbyly selen v médiu
jinak zuzitkovat mtze byt vyhodné. Z tohoto ditvodu neni kombinace Zeleza a selenu v médiu
pti danych koncentracich vhodnd, jelikoz pii nasorbovanych mnozstvich by biomasa
obsahovala bud’ nevhodné vysokou davku selenu, nebo piili§ malou davku zeleza. Koncentraci
jodu nebylo mozné vyhodnotit diky nedostatecnému mnozstvi biomasy pro pouzitou metodu,
a experiment se bude tim padem muset opakovat. Sorp¢ni experiment se pro potvrzeni vysledka
latek kromé selenomethioninu také bude muset opakovat. Selenomethioninu se pfi zvoleném
mnozstvi pfimési nasorbovalo po 24 hodinach do biomasy zhruba 37 pg/g, coz je bezpecna
davka, ale vzhledem k tomu Ze nejde o Cisty selen a mnoho doplitki obsahuje mnozstvi vyssi
tak by v praxi bylo vyhodnéjsi sorbovat mnozstvi vyssi.

Z vysledk je ztejmé, Ze ackoliv ve vybranych instancich pifimési produkei nékterych latek
zvy$uji (jako napt. 5 mmol/l pfimé&s Zeleza produkci ubichinonu v 72. hoding u R. toruloides),
tak je obecné stres jimi zpusobeny pii danych koncentracich pfili§ intenzivni a inhibuje
produkci produktii a rlst vybranych kmentd. Vyjimkou jsou jodidy, které mély na produkci
nepodstatny vliv. V budoucnu bude tedy vhodné kromé experimenti zminénych vyse studovat
efekty pfimési pii niz§ich koncentracich a v jinych kombina¢nich pomérech.
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8 POUZITE ZKRATKY

MK — Mastné kyseliny

SFA — Saturated fatty acids (nasycené mastné kyseliny)

MUFA — Monounsaturated fatty acids (mononenasycené mastné kyseliny)

PUFA — Polyunsaturated fatty acids (polynenasycené mastné kyseliny)

HPLC — High performance liquid chromatography (vysokouc¢inné plynova chromatografie)
DAD - Diode array detector (detektor s diodovym polem)

GC — Gas chromatography (plynova chromatografie)

FID — Flame ionization detector (detektor fungujici na bazi detekce ionizace plamene)
ICP — Induction coupled plasma (induk¢né vazana plazma)

OES - Optical emission spectrometry (emisni spektrometrie)

IC — lon chromatography (iontova chromatografie)
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