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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyvala predevsim vlivem biologického stresu (kokultivaci) na
rast a metabolismus vybranych karotenogennich kvasinek a mikrofas. Metabolity téchto
mikroorganisma jsou chlorofyly a karotenoidy, coz jsou piirodni pigmenty slouzici jako
antioxidanty. Kokultivace teoreticky spoc¢iva v tom, ze se mikroorganismy vzajemné podporuji
v ristu a v produkci metabolitd, coz by mélo za nasledek zvySenou produkci jiz zminénych
chlorofyla a karotenoidt. Teoreticka ¢ast prace je zaméfena na popis vybranych druha kvasinek
a mikrofas a dale podrobnéji rozebira témata stresovych faktord v zavislosti na rastu a
metbolismu mikroorganisma. Experimentalni Cast se poté zabyva riznymi druhy kultivaci a
kokultivaci a snazi se optimalizovat produkcéni média a najit nejlepsi symbiotické kvasinky a
mikrorasy. Také se zde feSi otazka riaznych pomért mikroorganimsu v kokultivacich. Pouzité
kvasinky byly Rhodotorula kratochvilovae, Rhodosporidium toruloides a Phaffia rhodozyma.
Kultivovanymi  mikrofasami byly Desmodesmus acutus, Desmodesmus quadricauda,
Coccomyxa sp., Chlorella sorokiniana, Chlamydomonas reinhardtii a Scenedesmus obliquus.
Kultivovanou sinici byl Synechoccocus nidulans. Nejuspésnéjsim kokultivacnim experimentem
ve vSech smérech se ukazala byt kokultivace R. kratochvilovae s fasou Desm. quadricauda.
Tento experiment byl velmi uspésny ve vSech ohledech.

ABSTRACT

This bachelor thesis describes the infuence of biological stress (co-cultivations) on the
growth and metabolism of selected carotenogenic yeasts and microalgae. The metabolites of
these microorganisms are chlorophyll and carotenoids, which are natural pigments and
antioxidants. In theory, co-cultivation is a cultivation where microorganisms mutually support
each other in the growth and production of metabolites. This would cause the increased
production of previously mentioned chlorophyll and carotenoids. The theoretical part of the
work is focused on the description of selected species of yeasts and microalgae and further
discusses in more detail, the topics of stress factors depending on the growth and metabolism of
microorganisms. The experimental part then deals with different types of cultivation and co-
cultivation and tries to optimize the production media and find the best symbiotic yeasts and
microalgae. Furthemore the issue of different ratios of microorganisms in co-cultivations is also
addressed here. The cultivated yeasts strains were Rhodotorula kratochvilovae,
Rhodosporidium toruloides and Phaffia rhodozyma. And microalgae strains were
Desmodesmus acutus, Desmodesmus quadricauda, Coccomyxa sp., Chlorella sorokiniana,
Chlamydomonas reinhardtii and Scenedesmus obliquus. Cultivated cyanobacterium was
Synechoccocus nidulans. The most successful co-cultivation experiment was the one with R.
kratochvilovae and yeast Desm. quadricauda. This experiment was very succesful in all
aspects.

KLICOVA SLOVA

Karotenogenni kvasinky, mikrofasy, stresové faktory, kokultivace, karotenoidy, chlorofyly,
lipidy

KEYWORDS
Carotenogenic yeasts, microalgae, stress factors, co-cultivation, carotenoids, chlorophylls,
lipids
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1 UVOD

Dusledkem vycCerpavajicich se zasob nerostnych surovin, zhor§enému Zivotnimu prostiedi
v disledku pramyslové a technologické expanze stale vice vzrista zajem o vyuZiti
mikrobidlni biomasy jako obnovitelného zdroje energie, ale také jako mozné producenty
potebnych chemickych latek pro Cloveéka. Moznost vyuzit mikrobialni biomasu k rdznym
ucelim umoznil obrovsky rozmach a rozvoj genovych technik a biotechnologii.
Biotechnologicky primysl vyuziva biologické pochody z mnoha odvétvi, jako potravinafstvi,
medicina, farmacie, odpadové a zemédélské hospodaistvi a jiné. Kvasinky jsou velmi
uziteCné vtom smeéru, ze jsou schopny vyuzivat odpadni substraty, a to z mnoha
prumyslovych odvétvi napf. potravinaiského pramyslu. Karotenogenni kvasinky se fadi
ptevazné do oddéleni Basidiomycota. Jsou charakteristické jejich schopnosti akumulovat v
povrchovych strukturach bunék karotenoidni pigmenty jako je [-karoten, vy-karoten,
astaxanthin, torulen a torularhodin. Dalsi vyznamnou vlastnosti ¢ervenych kvasinek je jejich
schopnost akumulovat lipidy, které by bylo mozné vyuzit jako potencidlni zdroj pro produkci
biopaliv. Dalsi dilezitou latkou, kterou jsou kvasinky schopny produkovat je koenzym Q,
ktery slouzi k tvorbé energie a jako antioxidant.

Mikrofasy a sinice jsou mikroskopické organismy schopné fotosyntézy. Vykazuji se
relativné nizkymi naklady na kultivaci a maji velmi zajimavé slozeni. Jejich hlavni slozkou
jsou Cervend barviva karotenoidy, zelené barvivo chlorofyl a hlavné jsou schopny produkce
vzacnych polynenasycenych mastnych kyselin.

V dnesni dobé¢ se stale vice lidi zaobira myslenkou kokultivace t€chto mikroorganismu. Je
to z toho davodu, ze by se vzajemné mohly podporovat v rastu. Kvasinky spotiebovavaji
kyslik a produkuji oxid uhliCity, kdezto fasy potiebuji oxid uhliCity a produkuji kyslik.
Produkty svych metabolisma by podporovaly mikroorganismy navzajem. Dale by vysledna
biomasa byla obohacena jak o vyznamné latky kvasinek, tak i mikrofas.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kvasinky

Kvasinky patfi mezi eukaryotni chemoheterotrofni organismy. Jsou to jednobunécné nizsi
houby (Fungi), nejsou schopny fotosyntézy. V pfirod€ jsou velmi rozsifeny, je znamo vice
nez 1500 druha (pfedpoklada se, ze tvoii asi 1% celé populace kvasinek na planeté) délicich
se priblizn€¢ do 37 rodd. Velikost kvasinek zavisi na druhu, zivotnim prostiedi a také
nutri¢nich podminkach daného prostiedi, ve kterém kvasinky ziji. Ve skute¢nosti je primérna
velikost kvasinek vrozmezi 3 - 4 pum, jsou vSak znamy i kvasinky o velikosti 40 pm.
Kvasinky mohou mit mnoho rozli¢nych tvart. Svou roli v tom hraje stadium vyvoje a druh
zivného média a jeji funkce. Kvasinky jsou schopny ménit svij tvar dokonce i po dobu svého
vyvoje. Jako nejCastési tvar buriky je povazovan tvar rotacniho elipsoidu, ale vyskytuji se
také kulaté, ovalné, citronovité nebo lahvovité kvasinky. Kvasinky mohou zit samostatné
nebo spojené v koloniich, zde tvofi tzv. pseudomycelia nebo také faleSna mycelia. Kvasinky
se rozmnozuji prevazné nepohlavné a to bud’ pomoci mitosy nebo asymetrickym délenim —
pucenim. RozliSuji se dvé hlavni tfidy kvasinek a kvasinkovitych organismua: Ascomycetes a
Basidiomycetes [1][2][3]

2.1.1 Cytologie kvasinek

Bunka kvasinek se sklada z nékolika zékladnich Casti — bunécné stény, cytoplazmatické
membrany, cytoplazmy, organel a jadra. Bunécna sténa kvasinek udrzuje a urcuje tvar buriky
a zaroven chrani buinku pfed mechanickymi nebo chemickymi okolnimi vlivy, pred
pusobenim osmotického tlaku vnéjsiho prostredi. Hlavni slozkou bunécné stény jsou glukany
(slozeny z polysacharidi), dale u nékterych druhti jsou pfitomny také mannany, glukosamin
nebo chitin. Polysacharidy utvaii 80% bunécné stény jako souvislou splet’ vlaken, ktera je
vyplnéna bilkovinou. Vnitini a stfedni vrstvu bunécné stény vypliuji polymery glukézy —
fibrilarni -1,3- glukan a amorfni 1,6-glukan, které zodpovidaji za udrzovani tvaru. Antigenni
vlastnosti kvasinek zpusobuji glykosylované proteiny — mannanproteiny, které se primarné
nachazi ve vné§i vrstvé bunécné stény, ale zasahuji 1 do stfedni vrstvy, kde se spojuji s
glukany.

Pod bunécnou sténou se nachézi cytoplazmaticka membrana, nékdy také nazyvana jako
plazmalema. Jeji tloustka je asi 7,5 az 8 nm. Sklada se prevazné z fosfolipidu, proteini a
dalsich molekul. Cytoplazmatickdi membrana obsahuje malé pory. Jeji nejvyznamnéjsi
vlastnosti je selektivni propustnost. Mohou ji volné prochazet nizkomolekularni a elektricky
neutralni latky. Lipidova slozka membrany umoziuje transport latek, které jsou rozpustné v
tucich. Ostatni latky se transportuji do bunky slozitéji, pomoci proteinovych prenaSecu
specialnimi transportnimi mechanismy.

Uvnitf bunky se nachazi cytoplazma, u mladych bunek prihledna homogenni hmota u
star§ich buné€k se objevuji mala zrnicka. Cytoplazma obsahuje vodny roztok enzymu,
rezervnich latek, vedlejsi produkty metabolismi, endoplasmatické retikulum s ribozomy,
které slouzi k syntéze bilkovin. Vodné prostiedi bunky je esencialni pro prabéh mnoha
chemickych reakci. Dal§imi organelami pfitomnymi v cytoplazmé kvasinek jsou
mitochondrie, které umoziiuji dychani buriky. Jsou tvoreny proteiny, lipidy, fosfolipidy, RNA
a DNA. Nachazeji se zde napt. enzymy dychaciho fetézce a oxidativni fosforylace. Vakuola
kvasinek je vétsinou kulovitého membranovitého tvaru. Mladé nebo pucici buiiky maji vice
malych vakuol, starsi buriky pak obsahuji pouze jednu velkou. Uvniti se nachazi chemické
latky jako napftiklad hydrolytické enzymy, polyfosfaty, draselné ionty, aminokyseliny, puriny
a jiné. Golgiho aparat slouzi jako transport prekurzord bunécné stény z cytoplazmy pies
cytoplazmatickou membranu a také fady dalSich latek. Kvasinkové jadro ma dvojitou
membranu, uvnitf se vyskytuje malé srpkovité jadérko. [4]
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2.1.2 Rozmnozovani kvasinek
Kvasinky jsou mikroorganismy schopné jak nepohlavniho, tak pohlavniho zptsobu
rozmnozovani. V pifipadé nepohlavniho rozmnozovani se kvasinky rozmnozuji tzv. pucenim.

2.1.2.1  Nepohlavni rogzmnoZovani — puceni

Charakteristickym znakem puceni je nejen vznik nové bunky, ale také jizev, které ziistanou
na bunécné sténé po celou dobu existence buiiky. Jizvy nikdy nevznikaji na stejném misté a
jsou pojmenovany jako jizva zrodu, ktera se utvari na povrchu dcefiné buiiky po odpojeni od
buriky matefské a matefska jizva, kterd vznikne na matetské burice oddé€lenim butiky dcefiné.
Pocet jizev, které se vyskytuji v bunécné sténé je kritérium stafi buiiky. Puceni je proces, kdy
na matetské buiice vznikne maly pupenec nebo vyrostek, ze kterého se postupné stane burika
dcefinna. Nejprve se v pupenci shromazd'uji a déli organely, které postupné prechazeji do
pupence. V této fazi vyvoje bunky probihd i mitotické déleni jadra. PuCeni je ukonceno
vznikem samostatné cytoplazmatické membrany dcefiné buriky a ta se nasledn€ oddéli. [5]

2.1.2.2 Pohlavni rozmnoZovani

Kvasinky jsou schopné se rozmnozovat také pohlavné. Pouzivaji k tomu spory, diky tomu
jsou kvasinky fazeny do kategorie vieckovytrusnych hub. Pohlavni rozmnozovani u kvasinek
predstavuje spajeni dvou buné€k s haploidnim charakterem, tj. ze obsahuji jednu sadu
chromozomd. Jinak se tomuto procesu muze fikat také kopulace nebo konjugace. Dochazi ke
karyogamii, coz je spojeni dvou jader dohromady, za vzniku jednoho diploidniho jadra, které
je nasledné meiodzou (redukénim délenim) rozdéleno na Ctyti nova jadra, kdy poté kazdé jadro
obsahuje polarni télisko s mikrotubuly a jednu sadu chromozoma. [6]

2.2 Karotenogenni kvasinky

Je to skupina nepiibuznych mikroorganismu, fadicich se pfevazné do rodu Basidiomycota,
diky skutecnosti, Ze se vétSina z nich vyznacuje tvorbou bazidiospor, produkuji ureazu a jejich
bunécna sténa je slozena z chitinu, mananu a obsahuje pigmenty. V kvasinkach se nachazi
enzymaticky aparat, ktery je schopny produkovat karotenoidni pigmenty. Mohou byt
produkovany i v nepovrchovych castech buriky (pfevazné se vyskytuji v lipidovych
dropletach — lipid bodies). Diky nim ziskavaji kvasinky svou charakteristickou barvu, ktera se
svym zbarvenim pohybuje od zluté az po rizné odstiny Cervené barvy. K syntéze potiebuji
svétlo a kyslik, proto svételné zafeni indukuje zvySenou tvorbu karotenoidid. Dale jsou
kvasinky schopné akumulovat ergosterol, nenasycené mastné kyseliny, koenzymy Q10 i Q9 a
dalsi. Nejhojnéji produkované karotenoidy kvasinek jsou astaxanthin torularhodin, torulen, y-
karoten a B-karoten. Jedna se o vSudypfitomné kvasinky, mohou byt nalezeny jak ve sladké,
tak 1 ve slané vod¢, na rostlinach, byvaji asociované s zivoCichy a Casto se nachazeji také
v potravinach. [1][2][3][4][7][8]

2.2.1 Vybrané druhy éervenych kvasinek

2.2.1.1 Rod Sporidiobolus

Do rodu Sporobolomyces se tadi asi 20 druha Cervenych kvasinek. Jejich kolonie se
vyznacuji charakteristickou lososové rizovou, oranzovou, Cervenou i zlutohnédou barvou.
Maji elipsoidni nebo vietenovity tvar. Nejsou schopny zkvasovat cukry. Vyznacuji se silnou
karotenogenezi. Vyskytuji se v atmosféfe, kde jsou hlavnim zdrojem vyzivy dusikaté
sloudeniny a jejich redukované formy. Radi se zde napiiklad S. roseus, S. salicinus, S.
shibatanus a S. salmonicolor.
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Tyto druhy se charakterizuji tvorbou balistokonidii. Druh S. roseus je kulovitého az
elipsoidniho tvaru. V kapalném prostfedi produkuje sediment a na agaru tvofi pomerancovy
az koralové Cerveny hladky povrch. Vyskytuje se predevsim ve fylosfére a atmosfére.
Zdrojem vyzivy jsou nitraty nebo redukované formy dusikatych sloucenin. Druh S. shibatanus
tvoii elipsoidni buriky rtiznych tvard a na agaru tvoii lososovy nebo broskvové zbarveny
povrch. Pro vyzivu tohoto rodu se vyuziva predevsim jako zdroj uhliku glycerol nebo riboza.
Druh §. salmonicolor mé elipsoidni az protahlé burnky, které se vyskytuji bud’ jednotlivé nebo
v parech. Natér na agarech ma lososovo-rizovou nebo broskvovou barvu. [1][2][4]

Obrazek ¢. 1. Sporobolomyces pararoseus

2.2.1.2 Rod Rhodotorula

Kvasinky tohoto druhu maji kulovity az vejcovity tvar. Tento rod je charakteristicky
produkci kombinace karotenoidd torularhodinu, torulenu a P-karotenu. Je také schopna
akumulovat velké mnozstvi lipidi s pomémé vysokym obsahem nenasycenych mastnych
kyselin. Nekteré kmeny jsou schopny syntetizovat Cervené nebo zluté pigmenty na
sladinovych agarech. V kapalném prostredi jsou kvasinky schopny produkovat prstence a
sedimenty svétle krémové az svétle razové barvy. Jejich barva a vzhled se méni predevsim
podle slozeni substratu.

Tento rod je rozsifen po celém svété, protoze neni narocny na kultivaci, izolovat se mize
ze vzduchu, vody, pudy a z povrchu rostlin a zivo¢ichii. VétSina druhti postrada schopnost
asimilovat inositol. Druhy, které asimilovat inositol schopny jsou, nejsou na druhou stranu
schopny asimilovat D-glukuronat. Nekvasi sacharidy. Vytvareji koenzymy Q-10 a Q-9. Do
kmene Rhodotorula muzeme zatadit druhy R. diffluens, R. glutinis, R.a mucilaginosa, a R.
rubra.

R. kratochvilovae je druhem kvasinky bézné€ se vyskytujicim v pfirod€. Je charakteristicka
produkci torulenu, torularhodinu a B-karotenu. Je také schopna kumulovat lipidy, tvoficich az
20% susiny. Vyuzivaji se jako zdroje triacylglycerolt nebo nenasycenych mastnych kyselin.
[1][10]

Do tohoto rodu se také zahrnuji kvasinky Rhodosporidium, kdy jediny rozdil mezi nimi je
ten, ze kvasinky rodu Rhodotorula se roznozuji nepohlavné pucenim nebo délenim, zatimco
kvasinky rodu Rhodosporidium se rozmnozuji pohlavné. Zastupci tohoto rodu jsou
Rhodosporidium azoricum, Rhodosporidium diobovatum, Rhodosporidium kratochvilovae, a
Rhodosporidium toruloides. Vyuzivaji se v potravinaiském primyslu a pii vyrobé vitamind.
Vyzkumy ukazuji, ze tyto kvasinky mohou sehrat velkou roli pfi vyvoji novych typt biopaliv.
[9]10]
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Obrazek ¢. 2. Rhodotorula kréchvilovae

2.2.1.3 Rod Phaffia

Kvasinky rodu Phaffia se vyznacuji ovalnym tvarem a charakteristickou lososovou az
cervenou barvou svych kolonii. Mohou se vyskytovat jak jednotlivé, tak v parech a
v nékterych piipadech jsou dokonce schopny vytvaret kratké fetézce. Do tohoto rodu se fadi
jediny zastupce, a to Phaffia rhodozyma. Diky jeji schopnosti produkovat velké mnozstvi
astaxanthinu se pouziva v potravinaiském pramyslu, kdy se tento karotenoid pouziva
k barveni riznych potravin. [11]

Obrazek €. 3. Phaffia rhodozyma

2.2.1.4 Rod Cystofilobasidium

Tento druh kvasinek mé kulovity az vejcovité protahly tvar s hladkym, lesklym povrchem.
Tvoti oranzové, lososové nebo skoficoveé zbarvené kolonie s hladkym lesklym povrchem.
Kvasinkova generace je schopna se rozrust az po nékolika tydnech. Do tohoto rodu se fadi C.
capitatum, C. bisporidii a C. infirmominiatum. Cely rod se tfadi do Celedi Rhodotorulacea, je
ptibuzny rodu Rhodotorula. Tyto druhy nejsou schopny zkvasovat cukry a maji pfisné aerobni
metabolismus. Vytvareji koenzymy Q 9 a Q 10, obsahu;ji xylulosu.

Druh Cystofilobasidium capitatum se kultivuje hlavné pro svou schopnost vysoké
produkce koenzymu Q10, B-karotenu, torulenu a torular-hodinu. Je cervené az skoficoveé
zbarveny. [1][4]

13



Obrazek ¢. 4. Cystofilobasidium infirmominiatum

2.2.2 Vybrané druhy mikroras

2.2.2.1 Rod Desmodesmus

Rodem Desmodesmus se oznacuji nepohyblivé zelené mikrofasy rostouci jednotlivé ¢i v
koloniich. Kolonie tvofi cenobia o 4, 8 ¢i 16 jedincich, usporadanych v fadé za sebou uvnitf
ochranného pouzdra. V pfipadé, Ze nejsou vystaveny stresu a maji vhodné nutricni podminky
rostou jednotlivé bunky samostatné. V pfipadé stresové situace, nevyvazenych nutricnich
podminkach nebo v pfitomnosti predatord (napf. hrotnatka) tvofi jiz zminéna cenobia. V
ptipadé ohrozeni se rod také vyznacuje schopnosti tvorit silné bunécné stény a slizovy obal,
diky kterému se stavaji pro predatory nestravitelnymi. Rod Desmodesmus se stal béznou
soucasti sladkovodniho planktonu. Zastupci tohoto rodu jdou Desmodesmus acutus, Desm.
quadricauda a Desm. subspicatus. [15][16]

2.2.2.2 Rod Chlorella

Tento rod je specificky predevs§im diky své schopnosti vysoké produkce nenasycenych
mastnych kyselin, luteinu a v neposledni fadé se ukazuje byt vhodnym mikroorganismem pro
produkci bionafty. Jsou to jednobunécné zelené rasy vyskytujici se ve sladkych vodach. Tvar
bunék je kulovity bez pohybového ustroji. Tento rod se rozmnozuje predev§im nepohlavné, a
to délenim. Oproti ostatnim fasam maji I relativné nizké naroky na obsah zivin v prostedi a
na jejich rist. Jako zastupce zde lze uvést Chlorella Vulgaris, Ch. Sorokiniana a Ch.
Sacharophila.[15][17]

2.2.2.3 Rod Chlamydomonas

Tyto jednobunécné fasy dosahujicich rozméra v fadu od 5-100 um. Vyskytuji se ve vodeg,
vpudé, a dokonce i ve snéhu. Pomémé velkou cast burky zaujima chloroplast, dalsi
specifitou tohoto rodu jsou dva biciky, slouzici k pohybu a pfitomnost rodopsinovych
iontovych kanala citlivych na svétlo. Tyto kanalky slouzi jako kontrola toku iontd
prechazejicich pfes membranu do buiiky. Jedna se o fakultativné heterotrofni fasu, protoze v
ptipadé neptitomnosti sluneCniho zafeni je schopna pouzit jako zdroj uhliku organické
slouCeniny. Diky této vlastnosti se pomérné snadno kultivuji. [17]

Vyuzivaji se ve vyzkumu molekularni biologie, kde se zkouma naptiklad pohyblivost
bicikti nebo dynamika chloroplasti. Diky haploidnim vlastnostem a jednoduchému zivotnimu
cyklu nachazi uplatnéni ve studiu genetiky. Zastupci jsou Chlamydomonas reinhardii, Chl.
nivalis a Chl. bacillus.[15][18][19]
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Obrazek €. 5.  Mikrorasa Chlamydomonas Reinhardii

2.2.2.4 Rod Coccomyxa

Tento druh mikrotasy ma sféricky az ovalny hladky tvar bez ptitomnosti bi¢ika. Burka je
velka 40-100 um. Pfiblizn€¢ polovinu velikosti buriky zabira chloroplast. Buriky jsou
charakteristické tim, ze obsahuji velké mnozstvi lipidickych latek. Coccomyxa je eukaryotni
autotrofni organismus, energii ziskava z fotosyntézy. Mize zit sama nebo v koloniich. Muze
se vyskytovat jak ve slanych, tak i ve sladkych vodach, v pobfeznich oblastech a nékteré
druhy Coccomyxa jsou parazité, ktefi se vyskytuji v mnoha motskych organismech, v
plynovych méchyftich ryb a dalSich organech motskych zivocichli. Mezi zastupce se fadi
Coccomyxa hydrodictyon, C. parasitica a Coccomyxa sp.. [20] [21]

Obrazek €. 6.  Coccomyxa sp.

2.3 Sinice

Sinice (Cyanobacteria) se mohou oznacit jako jedna z nejstarSich forem zivota na Zemi.
Jedna se o skupinu oxygennich fotosyntetickych gram-negativnich bakterii. Jsou jedinou
skupinou prokaryot schopnou vyuzivat slunecni svétlo jako zdroj energie, vodu jako donor
elektrond a vzduch jako zdroj uhliku. Srovnanim s mikrofasami se sinice mnohem snadnéji
kultivuji v laboratornim prosttedi. Maji schopnost zit prakticky ve vSech biotopech. Vyskytuji
se ve vodé. Maji velmi malé rozmeéry a vétSinou se vyskytuji unicelularng, ale jsou schopné

rast i v koloniich, které jsou potom schopny dosahnout rozméra viditelnych lidskym okem.
[22]
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Sinice jsou schopny syntetizovat velké mnozstvi sekundarnich metabolitd, naptiklad
biologicky aktivni latky s antibakteridlnimi vlastnostmi. DalSimi vyznamnymi metabolity
mohou byt enzymy, toxiny, alkoholy, isoprenoidy, biopolymery, proteiny a pigmenty schopné
absorbce UV zafeni. Také produkce biopaliv sinicemi je dnes jednou z nejslibnéjSich oblasti
vyuziti sinic. Cyanobakterie maji specifickou charakteristiku, a to vétsi mnozstvi kopit
chromozomu, vysoky obsah fotosynteticky aktivnich proteinti v thylakoidech, pfitomnost
exopolysacharidi a extracelularnich glykolipidu. [22]

2.3.1 Rod Synechococcus

Synechococcus je dtlezita fotosynteticka sinice o rozmérech od 0,2 pm do 2 pm. Radi se
do tiidy Cyanophyta. Je nejdualezitéjsi slozkou pikoplanktonu. Muze se vyskytovat v oceanech
mirnych a tropickych pasu, ale lze ho nalézt i ve sladkych vodach. Jako fotosynteticka
bakterie ma vybornou schopnost prizpisobit se ve zménach slanosti prostiedi a svételné
intenzity. Nékteré kmeny jsou dokonce i velmi rezistentni proti vysokym teplotam a mizeme
je najit v horkych pramenech. Buiky jsou ovalného az protahlého tvaru a vyskytuji se
jednotlivé. Jsou vybornymi producenty polyhydroxybutyrata. Dale se vyuzivaji k akumulaci
pesticida, organickych fosforovych a chlornych sloucenin z vod. Nejznaméjsimi zastupci jsou
Synechococcus nidulans a Synechococcus elongatus.[23][24]

2.4 Metabolity produkované mikroorganismy

2.4.1 Karotenoidy

Karotenoidy se fadi mezi terpenoidy, konkrétné€ do skupiny tetraterpend, skladaji se z osmi
pét-uhlikatych zbytkt isoprenu. Zakladni strukturou je ¢tyficet uhlikovych atoma s linearnim
charakterem. Jedna se o sekundarni produkty metabolismu rostlin a nékterych
mikroorganismd. Jsou to pfirodni Zluté a oranzové pigmenty. Jejich charakteristické zbarveni
je zpusobenou systémem konjugovanych vazeb v chemické struktufe. Jedna se o extrémné
hydrofobni molekuly s velmi malou nebo zZadnou rozpustnosti ve vod¢. V tucich ale rozpustné
jsou. Mohou se vyuzivat i vriznych pramyslovych odvétvich napt. v chemickém,
farmaceutickém, kosmetickém a potravinaiském pramyslu. Produkce karotenoidi chemickou
syntézou nebo extrakci z organismu neni moc vyhodna. Je velmi omezena nizkymi vytézky a
vysokymi naklady na produkci. Naopak produkce pomoci mikroorganisma je vyhodna v tom
sméru, ze mikroorganismy jsou schopné syntetizovat potiebné latky ze zemedélskych nebo
dokonce 1 primyslovych odpadnich produkti. Tyto produkty obsahuji nezbytné prostiedi a
latky, ve kterém jsou mikroorganismy schopné piezivat a rust. Navic se vyuzivanim téchto
produkti zamezi znecisténi zivotniho prostiedi. Karotenoidy jsou dulezitymi dopliiky stravy,
hraji dulezitou roli v prevenci, a dokonce 1écbé nemoci, jako je roztrousena skleroza,
rakovina, Sedy zakal, anebo ateroskler6za. Karotenoidy se déli na dvé hlavni skupiny, a to
uhlovodiky, kterym se fika karoteny a kyslikaté slouceniny, které se nazyvaji xantofyly.
[12][13]

2.4.2 Karoteny

Z chemického hlediska se daji karoteny popsat jako uhlovodikové fetézce s nejméné 40
atomy uhliku. Obecné karoteny vychazeji z nejjednodussiho karotenu lykopenu s linearnim
polynenasycenym uhlovodikovym fetézcem. Dal§i karoteny poté mohou vznikat
enzymatickou upravou (hlavné cyklizaci acyklickych W-karotenii enzymové katalyzovanou
reakci). Pokud se fetézec zacykli na obou koncich fetézce tak vznikaji struktury f-karotenu a
a-karotenu.  V pfipadé zacykleni na jednom konci vznika y-karoten. Acyklické karoteny se
s vyjimkou lykopenu nachézeji v potravinafskych materialech jen v malém mnozstvi,
doprovazeji zde acyklické karoteny a xantofyly.
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Jako nejvyznamnéjsiho zastupce provitaminu A se muze uvést B-karoten, ktery se vétSinou
vyskytuje v pfitomnosti a-karotenu, y-karotenu, a dalSich provitamint. Nachazi se predevs§im
v pigmentu mrkve, merun¢k a svétlych tfeSnich. Mezi karoteny se dale fadi torulen a
torulahodin, majice podobnou funkci jako provitaminy A. [12][13][14]

Obrazek €. 7. Struktura f-karotenu[25]

2.4.3 Astaxanthin

Sloucenina fadici se mezi karotenoidy. Z chemického hlediska jde o karotenoid se dvéma
asymetrickymi atomy uhliku v poloze 3. Unikatni vlastnosti astaxantinu, jako napftiklad jeho
schopnost esterifikace mastnymi kyselinami, vysokou antioxidacni aktivitu a mnohem
polarnéj§i charakter, nez maji ostatni karotenoidy, se vysvétluji pfitomnosti hydroxylovych a
ketoskupin na kazdém iononovém kruhu v jeho molekule. [25][26]

Obrazek ¢. 8. Struktura astaxantinu [27]

244 Lutein

Karotenoid, chemicky nalezici mezi xanthofyly s polyenovym fetézcem, ktery je stejny
jako fetézec P-karotenu a se dvéma hydroxyly na koncovych fetézcich. Pravé diky témto
volnym hydroxylovym skupinam je zapii¢inéna vyS$si polarita molekuly a skutecnost, ze v
fasach se vyskytuje jako ester jedné nebo dvou mastnych kyselin. Lutein se pouziva v
potravinaiském a farmaceutickém pramyslu. V potravinafstvi se jedna o ptidavani luteinu do
krmiv hospodarskych zvifat, u kterych je nutné ziskat ptislusné zbarvené produkty, hlavné se
jedna o rybi maso a vajecné zloutky. Ve farmacii se pouziva k vyrobé prostiedku k prevenci
zhorSovani zraku, oddalovani chronickych onemocnéni, jako stimulant imunity. Ma
schopnosti branici rozvoji katarakty a aterosklerozy, zlepsuje vlastnosti pokozky.[28]

Obrazek ¢. 9.  Struktura luteinu [29]
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2.4.5 Funkce karotenoidu

Karotenoidy zastavaji v metabolismu rostlin a Zivoc¢ichi mnoho funkci. Jsou to velmi
ucinné antioxidanty, které v organismu slouzi k vychytavani radikald a dalSich reaktivnich
dusikatych a kyslikatych forem. Volné radikaly totiz v organismu pusobi na biologicky
vyznamné slouceniny jako jsou proteiny, nukleové kyseliny a tim pozménuji strukturu a
funkci téchto latek a toto pusobeni muze vést az k pozménéni struktury, poskozeni tkani a
v nejhorsim pfipad€ az k vzniku nadorového bujeni. V rostlinach jsou karotenoidy soucasti
fotosyntetického systému, kde ptisobi jako anténova barviva a pienaseji excitované elektrony
do reakénich center a tim zvySuji ucinnost celého procesu. V zivych organismech funguji
karotenoidy  pfevazné  jako antioxidanty a nejvyznamnéjSimi zastupci jsou lykopen a f3-
karoten. Velka cast karote-noidi je prekurzorem vitaminu A, ktery je naprosto nezbytny pro
spravnou funkci zrakového ustroji. [14][15][16]

2.4.6 Biosyntéza karotenoidu

Karotenoidy vznikaji jako produkty specifické isoprenoidni drahy. Vychozi latkou pro
biosyntézu isoprenoidu je acetyl-CoA. Biosyntéza probiha ve dvou krocich. Prvnim krokem je
syntéza aktivované formy isoprenu-isopentenylpyroifosfatu (IPP). V druhé fazi poté
aktivované izoprenové jednotky kondenzuji. Mikrobialni produkce karotenoidi v pramyslu
musi spliiovat podminky nizkého nakladu procest, vysokého vynosu produktt a neskodnost
pro zivotni prostiedi.[3] [17]
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+ Acetyl-CoA
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Acetoacetyl-CoA
+ Acetyl-CoA
l HMG-CoA syntasa
B-hydroxy-B-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA)
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=
Isopentenyl pyrofosfat (IPP) KE
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Prenyltransferasa
Geranyl-geranyl pyrofosfat (GGPP) A
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: o« o]
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Obrazek &. 10. Biosyntéza karotenoidii. Cervené jsou znaceny enzymy katalyzujici reakce [30]
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2.4.7 Xantofyly

Xanthofyly vznikaji jako produkty biochemické oxidace karotend. Radi se mezi kyslikaté
derivaty odvozené od acyklickych karotent, které se v malém mnozstvi vyskytuji v
potravinach. Jako nejb&znéjsi zastupce mohou byt oznaeny monohydroxyderivaty
acyklickych karotenti (kryptoxantiny), napf. rhodopin, které se vyskytuji mnohem Castéji nez
xanthofyly. Tyto derivaty se mohou nalézt v rostlinnych pletivech. Existuji také
dihydroxysubstituované pigmenty, napt. zeaxanthin, lutein a astaxanthin. [12][13][14]

2.4.8 Chlorofyly

Chlorofyly jsou fotosyntetické zelené pigmenty, nachazejici se v organelach zvanych
chloroplasty. Chorofyla existuje vice druht, lze je rozdélit do skupin A, B, C, D, E a F.
Chlorofyly Ize najit u mikrofas, fas, vysSich rostlin a sinic. Nejdalezitéjsimi chlorofyly jsou
chlorofyl A a chlorofyl B. Tyto chlorofyly jsou z chemického hlediska derivaty
dihydropofyrinu, kde je atom hoic¢iku chelatové vazan uprostied kruhu. Jednotlivé typy
chlorofyli potom urCuji postranni fetézce zakladni molekuly. Postranni fetézce vytvari i
zmeény v absorbénim spektru slunééniho zateni.

Chlorofyl A se nachéazi ve vsSech rostlinach a bakteriich schopnych fotosyntézy. Je
schopen absorbce Cerveného svétla v rozmezi vinovych délek od 480 nm do 670 nm. Naproti
tomu Chlorofyl B se vyskytuje pouze v zelenych fasach a vySSich rostlinach. Je schopen
absorbce modrého zareni v rozmezi vinovych délek od 480 nm do 650 nm. Chlorofyl C je v
pfirodé podstatné méné piitomny, je to minoritni slozka v hnédych mofskych ftasach.
Chlorofyl D je v pfirodé také relativné vzacny a vyskytuje se v Cervenych fasach. Je odlisny
od ostatnich chlorofylti tim, Zze jeho absorb&ni maximum se nachazi v blizké intraCervené
oblasti. Chlorofyl E je velmi vzacny a nachdzi se pouze ve zlutych fasach. Chlorofylem
nachazejicim se v sinicich je Chlorofyl F. Je ale pouze povazovan za dopliikovy pigment
Chlorofylu A. [31][32][33]

CHa CH CH

i c)\/\/Pk/Wo

Obrazek €. 11. Struktura Chlorofylu A [34]

2.4.8.1 Biosyntéza chlorofyli

Biosyntéza chlorofylti zacina piipojenim molekuly glutamatu na tRNA, ¢imz vznikne
glutamyl-tRNA. Tato noveé vznikla molekula se déale metabolizuje na glutamyl-1-
semialdehyd, az se nakonec za pomoci enzymu S5-aminolevulatsythasy preméni na 5-
aminolevulovou kyselinu (ALA). V nasledujici reakci kondenzuji dvé molekuly této kyseliny,
za vzniku porfobilenu, kdy je cela reakce katalyzovana ALA-dehydratasou. Molekula
porfobilinogenu je cyklicka, a obsahuje pyrolové jadro. Dalsi fazi biosyntézy je vznik
protoporfyrinu IX. Tato molekula vznika reakci ¢ty molekul porfobilinogenu. Dalsi syntéza
je katalyzovana uroporfyrinogensythasou, pracujici S kofaktorem
uroporfyrinogenkosynthasou za vzniku uroporfyrinogenu III. Dale dochazi k dekarboxylaci
uroporfyrinogenu III pomoci uroporfyrinogensynthasou na koproporfyrinogen III. Diky
oxidaci propionylovych ionti na vinylové nasledn€ vznika protoporfyrin IX. [35]
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Inkorporaci Mg** iontu do molekuly protoporfyrinu IX, za katalyzy Mg- chelatasy, vznika
Mg, Mg-proporfyrin IX. Ten se poté esterifikuje propionovym postrannim fetézcem.

Proces je katalyzovan methyltransferazou. Nasleduje cyklizace, kdy vznika divinyl
protochlorfylidu. Nasleduje reduk¢ni reakce, kde vznika protochlorofylid. Posledni krok
syntézy katalyzuje chlorofylsyntaza, kdy esterifikuje propionovy kysely postranni fetézec
kruhu s fytopyrofosfatem. Vysledna molekula biosyntézy je chlorofyl A. [35]
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Obrazek €. 12. Biosyntéza chlorofylu A [35]

2.4.9 Ergosterol

Ergosterol je organicka sloucenina, skladajici se z ergostanu majici dvojné vazby na
pozicich 5,6-, 7,8- a 22,23 a také na 3B-hydroxy skupiné. Je produktem metabolismu hub a
kvasinek. Ergosterol je schopny regulovat permeabilitu a tekutost bunééné membrany. Je také
prekurzorem vitaminu D2, coz je steroidni hormon, jinak feCeno ergokalciferol. Vitamin D je
dilezity v metabolismu esencialnich minerald vapniku, hoi¢iku a fosforu. Vznika z
ergosterolu pusobenim UV zafenim, pfeména ale neprobiha pfimo, ale pfes mnoho
meziproduktt, napft. tachysterol a lumisterol.[1][2]

2.4.10 Lipidy

Lipidy jsou organické chemické slouceniny, které se vyskytuji pfirodné€. Diky svému
hydrofébnimu charakteru jsou rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech. Obecné se tadi do
dvou kategorii. Jedna z nich je jednoduché (neutralni) lipidy, kam se fadi triacylglyceroly
(TAG), a na komplexni (polarni) lipidy. Jednoduché lipidy se z pohledu vyzivy uplatiiuji
pouze jako zdroje energie. Hydrolyzou poskytuji maximalné dva typy primarnich produktu.
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Komplexni lipidy poskytuji tfi a vice produktd a patii mezi né glycerofosfolipidy,
glykolipidy, fosfoglykolipidy, sfingofosfolipidy a eterlipidy.[36]

Lipidy v organismu plni dulezité funkce. Lipidy s polarni a nepolarni strukturou a
navazanou fosfatovou skupinou, tzv. fosfolipidy jsou hlavni strukturou biomembran, kde
umoziuji spontanni pranik malych Castic. Nejdalezit€jSimi zastupci jsou fosfatidylcholin,
fosfatidylglycerol a fosfatidylethanolamin. Obrovska chemicka rozmanitost fosfolipidi v
biomase je dana nejen druhem biomembrany, ale i podminkami kultivace. Dalsi funkce lipidu
v organismech jsou hlavné zdroj a zasoba energie, slouzi jako izola¢ni a mechanicka ochrana
a transportni forma lipidu, tzv. Lipoproteiny slouzi k transport latek. [37]

2.4.10.1 Mastné kyseliny

Skupina alifatickych monokarboxylovych kyselin ve formé esteri nachazejicich se v
ptirodnich lipidech. Velké mnozstvi zastupct, bylo jich identifikovano vice nez 1 000. Jsou
stavebni jednotkou lipidd. V organismu je najdeme piedevs§im v jejich esterifikované forme
prave v lipidech jako triacylglycerolu, cholesterol a fosfolipidy. Nejcastéji maji sudy pocet
uhlika. [3]

V zavislosti na pritomnosti a poctu dvojnych vazeb se déli na nenasycené a nasycené.
Nasycené maji ve své struktufe pouze jednoduché vazby mezi jednotlivymi uhlikatymi atomy.
U nenasycenych je naopak charakteristicka pfitomnost jedné (v takovém ptipadé se oznacuji
jako MUFA), ale zpravidla vice dvojnych vazeb (PUFA). Nenasycené mastné kyseliny jsou
esencialni pro vyssi organismy. [3][37][38]

2.4.10.2 Biosyntéza a odbourdavani mastnych kyselin

K syntéze mastnych kyselin dochéazi v bunééné cytoplazme sledem kondenzac¢nich reakci z
ptuvodni molekuly malonyl-CoA vzniklého z acetyl-CoA. Tento d¢j je slozen z vice cyklu,
kdy vystupni produkt je vzdy o dva atomy uhliku delsi nez vstupni molekula. Prvni molekula
je prevedena za pomoci enzymu acetyl-CoA-transacetasy na acetyl-ACP. Na cysteinovy
zbytek je poté navazan zbytek enzymatického komplexu syntézy mastnych kyselin (FAS).
Tim se uvolni ACP. Nové vznikajici poly-B-oxo fetézec je vzdy pied pfijetim nové acetyl-
CoA molekuly zredukovan. To je divod, pro¢ se v lipidech vyskytuji Cast€ji molekuly se
sudym poc¢tem uhlikd.[3] [39]

Odbouravani mastnych kyselin (neboli B-oxidace) je situovana v mitochondriich, kde se
postupné hydrolyticky zkracuje fetézec mastné kyseliny. Retézec je pierusovan mezi o a B
uhlikovym atomem. Jednotlivé molekuly acetyl-CoA jsou béhem odbouravani Stépeny od
karboxy konce, ¢imz se uvoliuje C2 acetylového zbytku pfipojeného na nosi¢ CoA. [3] [39]

. Syntéza
P—oxidace -

™ acyl-CoA(C__,)

FAD) NADP’ j
FADH, NADPH+H"

noyl-CoA enoyl-ACP
enoyl-Co/

H 0~ HSO\{

3-L-hydroxyacyl-CoA 3-D-hydroxyacyl-ACP

N -\D') NADP
NADH+H NADPH+H j

B-oxoacyl-CoA B-oxoacyl-ACP

CoA ) CoA+CO, jl
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Obrazek €. 13. f-oxidace a syntéza mastnych kyselin [40]
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2.5 Vliv prostiedi na mikroorganismy

2.5.1 Stresové faktory

Stresové faktory jsou v podstaté soubor faktort, které neptiznivé ovliviiuji rast, vyvoj a
chovani kvasinek. Pasobeni téchto faktori muze vést k poskozeni kvasinkovych bunek a
jejich thynu. Kvasinky maji proti riznym druhim stresu vyvinuty ruzné obranné
mechanismy. [3]

2.5.2 Biologické faktory

2.5.2.1 Kokultivace

Kokultivaci se rozumi interakce nebo souziti dvou nebo vice riznych mikroorganismu.
Tato bakalafska prace je zaméfena na kokultivace karotenogennich kvasinek a mikrofas. Radi
se mezi biologické stresové faktory, protoze jednotlivé mikroorganismy se mohou vzajemné
ovliviiovat, Cerpat si potfebné ziviny apod. Esencialni pro kokultivace je volba spravného
produk¢niho média, které by vyhovovalo obéma mikroorganismim. Tyto kultivace by se
mohly ukazat byt velmi dualezité pfi CiSténi odpadnich vod, syntéze bioaktivnich latek a v
neposledni fadé€ rovnéz pii degradaci halogenti a uhlovodikd. V idealnim pripadé€, pokud by se
kokultivace povedly, dojde ke zlepSeni procesu vymény plynu a také k upravée pH média.
Teoreticky se vychazi z pfedpokladu, ze kvasinky by mikrotasam poskytovaly oxid uhliity,
kdeZto zelené fotoautotrofni fasy by pro zménu poskytovaly kyslik kvasinkam. V dusledku by
se zvySila rychlost rastu mikroorganismu a tim tedy také mnozstvi vzniklé biomasy. Také
fasové sekundarni metabolity by mohly pozitivné ovliviiovat rist kvasinek. [41][42][43]

2.5.1 Fyzikalni faktory ovlivitujici mikroorganismy

2.5.1.1 Teplota

Teplota ovliviluje v podstaté vSechny mikroorganismy. Za teplotni stres se mize povazovat
jak zvySeni, tak snizeni teploty. ZvySenim teploty dochazi predevsim k urychleni syntetickych
i degradacnich procest, inaktivaci enzymu a buiiky zacinaji produkovat specifické bilkoviny,
kterym se tfikda HSPs — heat-shock proteins, které kvasinkam pomahaji zvysit jejich odolnost
vuéi teplotnim zménam. Vyznamnéjsi pro praktické vyuziti je chladovy Sok. Pro spravnou
funkci buné€k je esencidlni prostupnost bunéénych membran, zavisejici pfevazné na obsahu
sterolti a poméru nasycenych a nenasycenych aminokyselin.

V dusledku vyznamného snizeni teploty ziskava membrana vlastnost gelu, coz vazné
poskozuje kvasinkovou bunécnou sténu. Minimalni teplota znamena nejnizs§i moznou teplotu,
kdy se mikroorganismy mohou rozmnozovat. Maximalni teplota je vyssi teplota, pfi které
jsou mikroorganismy jesté schopné se rozmnozovat. NejvySsi rychlosti rozmnozovani
dosahuji MO pfi optimalni teploté a jsou usmrceny pii letalni teploté. [3]

2.5.1.2  Aktivita vody

Veskery kvasinkovy, fasovy a sinicovy metabolismus probiha ve vodném prostredi. Musi
se zajistit dostatek vody, na které nejsou vazany zadné rozpusténé latky. Aktivita vody se
vyjadii pomoci poméru poctu mold vody k souctu poctu mol vody a mola rozpusténé latky.
Minimalni aktivita nutnd pro kvasinky je 0,6-0,73, pro mikrofasy a sinice se poté¢ pohybuje
v rozmezi 0,79-0,99. [3]

2.5.1.3  Vliv ultrafialového zdaieni

UV zafeni je také dulezitym stresovym faktorem pro mikroorganismy. UV zafeni o
krat§ich vinovych délkdch ma pro bunky smrtici uCinky. V ptfipadé vyssi davky zareni je
kvasinky pohlcuji. Karotenoidni butiky jsou viici UV zafeni relativné odolné. [3]
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2.5.2 Chemické faktory

2.5.2.1 Hodnota pH

Dusledkem mikrobialniho metabolismu dochazi ke zméné€ hodnoty pH, jak vlivem
vzrustajici koncentrace CO», tak predev§im produkci organickych kyselin kvasinek. Velky
vliv na vitalitu kvasinek ma také vliv vnitrobunééného pH. Idealni hodnota pH se nachazi
v rozmezi 4,8-5,5, ale vét§ina organismu je schopna si pH sama regulovat. Idealni rozmezi pH
pro fasy je 7-9. Pti vys$sich vykyvech pH muze v dasledku dojit ke zniceni celé kultury. [3]

2.5.2.2  Antimikrobni latky

Jako antimikrobni latky se mohou uvést antibiotika, silnd oxidac¢ni a redoxni Cinidla,
formaldehyd atd. Tyto latky maji nepfiznivy ucinek na mikroorganismy a to tak, ze bud
zastavuji jejich rozmnozovani nebo je dokonce usmrcuji. [3]

2.5.2.3  Oxidacni stres

Oxidacni stres vznika v dasledku ptitomnosti reakci s volnymi kyslikovymi radikaly i
reaktivnimi druhy kysliku, napt. peroxidem vodiku. Tyto latky vznikaji pfi oxida¢nim
metabolismu kvasinek a vazné poskozuji dulezité Casti bunek. [3]

2.5.2.4  Osmoticky stres

Osmoticky stres zavisi na koncentracnich rozdilech uvnitf i vné bunky. Muze byt
zaptiinén zvySujici koncentraci soli a ztoho vyplyvajici snizené aktivity vody. Latky,
chranici buriky proti osmotickému stresu jsou trehalosa, kterd musi byt pfitomna uvnitf buiiky
a glycerol a aminokyseliny vn¢ bunky. [3]

2.5.2.5  VyZiva kvasinek

Kvasinky pro svij spravny vyvoj a rust potfebuji jak organické slouCeniny, které funguji
jako zdroje uhliku a dusiku, tak anorganické slouceniny a nékteré rustové latky, které si
nejsou schopny samy syntetizovat. Dulezita je také pfitomnost prvka, které jsou soucasti
bunééné hmoty. Nejdilezit&jsimi prvky jsou C, O, H, N, S a P, ziontli poté Ca*" K*, Mg*,
Na*. Zdroje uhliku se mizou rozdélit do tii skupin - sacharidové zdroje (sacharoza, glukoza,
fruktéza, galaktoza, laktoza), ptirodni zdroje (Skrob, melasa, syrovatka, sulfitové vyluhy,
celuldza a odpadni papir) a petrochemické zdroje (alkoholy, uhlovodiky, organické kyseliny).
Sacharidy se pouzivaji jako nejvhodné€jsi zdroj energie a uhlikt. Zdrojem dusiku byvaji
amonné soli. Chvili pfed pfipadnym uplnym vycerpanim zivin je buiika schopna adaptovat
svlj metabolismus na obdobi deficitu zivin. Kvasinka degraduje a poté recykluje nepotiebné
bunécné komponenty, lipidy a proteiny. Buiika si v klidovém rezimu postupné tvoii lipidicka
téliska, tvorené molekulami triacylglycerolu a estert sterolu, obalené vrstvou fosfolipidu.

V ptipadé dlouhodobého hladovéni buriky je moznost ziskat energii prave z téchto télisek
-oxidaci mastnych kyselin uvnitt mitochondrii. Jakmile se buiika dostane do nutricné
bohatého prostiedi tak se téliska upln€ odbouraji za vzniku membranovych lipida.
Nejvyhodnéjsim zdrojem zivin jsou odpadni substraty, diky své nizké cené a nevhodnosti
dalsiho zpracovani v primyslu. Muze se jednat o pefi, syrovatku, glycerol, vinafské odpady,
pivovarnické odpady a dalsi. [4]

2.5.2.6 VyZiva mikroras

Pro priubéh fotosyntézy je esencialni piitomnost svételného zareni. To muze byt ptirodni
nebo 1 umélé. Fotosyntéza je pro autotrofni organismy zdrojem uhliku. Podstatnou roli hraje
také slozeni zivného média. Je nutna piitomnost vSech mineralnich latek a soli, které potom
slouzi jako zdroje jednotlivych latek, naptiklad dusiku. [44]
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2.6 Analytické metody

Analytické metody jsou definovany jako skupina technik, které umoziuji ziskavani
kvalitativnich a kvantitativnich informaci o slozeni vzorku. Metody se déli do tfi skupin, a to
spektroskopie, chromatografie a povrchova analyza. Spektroskopie je zalozena na interakci
Castic se zarenim. Chromatografie se zabyva separaci rozdilnych slozek ve vzorku na zakladé
raznych chemickych interakci jednotlivych zkoumanych slozek. Povrchova analyza se poté
zabyva zkoumanim a kvantifikaci vSech prvki a slouCenin nachazejicich se na povrchu
zkoumaného vzorku. [45]

2.6.1 Spektrofotometrie

Je to opticka metoda patfici mezi fyzikalné-chemické analytické metody. Je zalozena na
interakci elektromagnetického zafeni s hmotou. Radi se mezi molekulovou absorbéni
spektrometrii. Tato metoda pracuje s rozsahem vinovych délek v rozmezi 200-800 nm. Tato
metoda pracuje na principu méfeni energie, ktera je pohlcena vzorkem pii prachodu zafeni.
Absorbci elektromagnetického zatreni molekulou dochéazi ke zméné elektronového stavu dané
latky- dochazi k elektronovym piechodim. Vystupem jsou poté absorblni spektra vyjadiena
jako zavislost absorbance na vinové délce. Dalsim moznym vystupem jsou spektra zavislosti
absorbance na koncentraci vzorku. Diky poslednimu zminénému spektru se takto tedy mohou
ziskavat informace o koncentraci vzorku za pomoci znamé hodnoty absorbance. [46][47]

2.6.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie je separa¢ni metodou, kdy vzorek interaguje jak se stacionarni
tak i s mobilni fazi, kdy je mobilni faze kapalna latka. V prubehu separace se tedy analyt mezi
tyto dvé faze déli. Doba, kterou analyt stravi v koloné, je zavisla na rozdilné afinité
jednotlivych slozek k obéma fazim. Velkou vyhodou kapalinové chromatografie je fakt, ze se
vzorek nemusi prevadét na t€kavé slouceniny a rovnéz nedochazi k tepelné degradaci vzorku.
[48][49]

Separace a nasledna eluce jednotlivych slozek analytu zavisi jak na povaze mobilni, tak i
stacionarni faze. Existuji rizné typy eluce. Pokud by se jednalo o izokratickou eluci, tak se
slozeni mobilni faze neméni a je konstantni. Tato eluce se pouziva pro déleni latek s
rozdilnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. U gradientové eluce se naopak slozeni mobilni
faze méni. Tento druh eluce je vhodny pro dé€leni latek, majici stejné nebo podobné fyzikalné-
chemické vlastnosti. Vystupem této metody je chromatogram, kdy je znazornéna Casova
zavislost na intenzité signalu.[48][49]

2.6.3 Plynova chromatografie (GC)

Separacni metoda pouzivana k oddélovani latek s realitné nizkymi body varu. Mobilni fazi
je zde plyn, nijak neinteragujici se vzorkem. Nosnymi plyny byvaji vodik, dusik nebo helium.
V této chromatografické metodé je separace zalozena pouze na interakci analytd se
stacionarni fazi. Kolony, které se pouzivaji byvaji kapilarni nebo napliiové. Kapilarni kolony
jsou tvofeny dutou kfemennou kapilarou, ktera je potazena polyamidem. Stacionarni faze
pokryva vnitini stény kapilary. Kapilarni kolony dosahuji vysokych separacnich uc¢innosti, v
disledku k velkému poméru mezi délkou kolony, ktera se pohybuje v rozmezi 10 az 100
metri a vnitinim primérem kolony, kde se rozméry pohybuji v fadech stovek mikrometrt.
Diky tomuto poméru se vytvari obrovska separacni plocha. Napliiové kolony se funkéné I
konstrukéné daji srovnat s témi, urCenymi pro HPLC. Vystupem GC je stejné jako u HPLC
chromatogram. [50]
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3 CILPRACE

Cilem této prace je srovnani produkénich vlastnosti vybranych karotenogennich kvasinek,
mikrotas a moznosti jejich kokultivace. V ramci prace budou feseny nasledujici dil¢i cile:

- Prehledna literarni reSerSe zaméfend na srovnani produkcnich vlastnosti mikroras
a kvasinek

- Screening moznosti kokultivace vybranych kmenl karotenogennich kvasinek a
mikrofas

- Srovnani produkce pii klasické kultivaci a kokultivaci s vyuzitim exogennich
strestl

- Optimalizace produk¢nich médii a postupt kokultivace

- Srovnani produkce biomasy a jeji celkové zhodnoceni

- Vyhodnoceni vysledka
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pro kultivaci kvasinek, mikroras a sinic
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

Pepton z kaseinu, Roth (SRN)

Agar-Agar, Roth (SRN)

D-glukdza monohydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

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

Glycerol Lach-ner, S.r.0. (CR)
Mocovina Lach-ner, S.r.o. (CR)
Dusi¢nan sodny p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)

Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Siran hofe¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Hydrogenfosforec¢nan draselny

Chlorid sodny p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)
Hydroxid draselny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Kyselina sirova 96% p.a., Penta (CR)

Siran zine&naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Siran m&d'naty pentahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina borita p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

4.1.2 Chemikalie pro extrakce, transesterifikaci a analyzu pro GC a HPLC
Aceton p.a., Lach-ner, S.r.0. (CR)
Methanol pro HPLC, Penta (CR)
Kyselina heptadekanova pro GC, Sigma-Aldrich (SRN)
Hexan pro GC, Penta (CR)
tris(hydroxymethyl)aminomethane p.a., Lach-ner, S.r.0. (CR)
Acetonitril pro HPLC, Penta (CR)
Ethylacetat pro HPLC, Penta (CR)

4.2 Pristroje a pomucky
4.2.1 Pristroje a pomucky pro kultivace
Box Aura mini iBopTech (CR)
Trepacka Yellow line, (SRN)
Tiepany inkubator, ZWYR-D2401 — Labwit, BioTech (CR)
Centrifuga Hermle Z36 HK, (CR)
Analytické vahy Boeco (CRN)
Termoblok VWR, (CR)
Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
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4.2.2 Pristroje pro izolaci a analyzu vybranych analyta
Spektrofotometr VIS, Helios 8, Unicam (GB)
Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer (USA)
Termoblok VWR, (CR)
Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
HPLC/PDA sestava: Sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
« Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
* Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
* Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
* Vyhodnocovaci systém Xcalibur
» Kolona Kinetex Core Shell C18-EVO, 150 mm délka, 4,6 mm Siika,
5,0 um castice, Phenomenex
« Drzék predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)
» Pfedkolona - C18-EVO, Phenomenex
» Filtry pro HPLC, PTFE, Chromservis
» Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)
» Systém MicroTime 200, Picoquant GmbH, objektiv s vodni imerzi
Olympus UPLSAPO 60XW
Thermo Scientific TRACETM 1300 Gas Chromatograph, (Thermo Fischer Scientific,
USA)
* Detektor FID (Thermo Fischer Scientific, USA)
» Thermo Scientific AI 1310 Autosampler
* Kolona Zebron ZB-FAME, 30 m x 0,25 mm x 0,20 um, Phenomenex

4.3 Pouzité mikroorganismy
4.3.1 Kvasinky
Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26
Phaffia rhodozyma CCY 77-1
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004
4.3.2 Mikrorasy
Desmodesmus acutus CCALA 439
Desmodesmus quadricauda CCALA 463
Coccomyxa sp. CCALA 912
Chlorella sorokiniana CCALA 260
Chlamydomnas reinhardii CCALA 928
4.3.3 Sinice
Synechococcus nidulans CCALA 188

4.4 Kultivace mikroorganismu

4.4.1 Kultivace karotenogennich kvasinek
Karotenogenni kvasinky rodu Rhodotorula kratochvilovae, Rhodosporidium Toruloides a

Phaffia rhodozyma byly kultivovany v prosttedi BBM média, s raznymi zdroji uhliku a
dusiku.

4.4.1.1 Inokulumlall
Prvni fazi kultivace je pfiprava univerzalniho zivného média pro mikroorganismy.

Kultivace byla provadéna doufazovou inokulaci, kdy do vysterilovaného inokula I o objemu
zivného média 40 ml, byly zaockovany ctyfi klicky vybraného druhu kvasinek ze zasobnich
Petriho misek. V inokulu I byly kvasinky ponechany po dobu jednoho dne.
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Druhy den se ¢ast objemu inokula I pfeockovalo do inokula IT v poméru 1:5, kdy inokulum
IT mélo objem 100 ml. Slozeni inokula I a II je totozné (viz Tabulka ¢. 1), inokula se lisi
pouze v objemu.

Tabulka ¢. 1. Slozeni YPD média

Slozeni inokula¢niho média

Slozka Mnozstvi

Destilovana voda 1000 ml

Kvasni¢ny 10g
autolyzat

Bakteriologicky 20g
pepton

Glukoza 20g

4.4.1.2 Produkéni média

Posledni fazi kultivace bylo pfeneseni kvasinek z inokula II do pfipravenych produkcnich
médii. Média obsahovala misto destilované vody BBM medium (slozeni viz Tabulka ¢. 2 a
Tabulka ¢. 3 ) , jedna sada médii méla jako zdroj uhliku glukozu a razné zdroje dusiku (viz
Tabulka €. 4), druha glycerol a take rizné zdroje dusiku (viz Tabulka €. 5).

Tabulka ¢. 2. Slozeni BBM média

Slozka nggs)obm roztok (g/l Mnozstvina 11
NaNOs3 25,00 10
CaCl:2H20 2,50 10
MgSO4-7H20 7,50 10
K>HPO4 7,50 10
KH>PO4 17,50 10
NaCl 2,50 10
EDTA - 1
Acidified iron - 1
H3;BO3 11,42 1
Trace metals - 1

Tabulka €. 3. Slozeni jednotlivych slozek BBM média

Roztok Slozka Mnozstvi (g/1)
EDTA 50,00
EDTA KOH 31,00
. FeSO4 7H20 4,98
Acidified iron S04 (96%) L ml
ZnS047H20 8,82
MnCly4 H,O 1,44
Trace metals MoO;3 0,71
CuSO45H20 1,57

Co(NO3)2:6 H,O 0,49
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Tabulka €. 4. Slozeni glukozového média

Slozeni glukozového média
Slozka Koncentrace
Glukoza 30 g/l
Rizné zdroje dusiku
Slozka Koncentrace
Mocovina 1,84 g/1
Siran amonny 4 g/l
Kvasni¢ny 7,85 g/l
autolyzat

Tabulka €. 5. Slozeni glycerolového média

Slozeni glukozového média
Slozka Koncentrace
Glycerol 30 g/l
Riizné zdroje dusiku
Slozka Koncentrace
Mocovina 1,84 g/1
Siran amonny 4 g/l
Kvasni¢ny 7,85 g/l
autolyzat

4.4.2 Kultivace mikroras a sinic

Pro kultivaci mikrofas a sinic bylo pouzito produkéni BBM medium, kde jako zdroje stresu
byly pouzity rizné zdroje uhliku a jako zdroj dusiku byla pouzita mocovina (viz Tabulka €.
6). Pouzité mikrofasy byly Scenedesmus obliqus, Desmodesmus acutus, Desmodesmus
quadricauda, Chlorella sorokiniana, Chlamydomonas reinhardii. Pouzité sinice byly
Synechococcus nidulans. Mikroorganismy byly ockovany do 40 ml produkénich médii, ze
zasobnich roztokti v poméru 1:5. Experiment byl proveden tfikrat, kdy u dvou experimentd
byly mikroorganismy kultivovany za pfistupu svétla a v poslednim experimentu byly
kutlivovany ve tmé.

Tabulka ¢. 6. Slozeni fasového a sini¢éného média

Slozeni fasového a sini¢ného média

Mogovina | 1,841

Riizné zdroje uhliku

Glukoza 30 g/l

Glycerol 30 g/l

4.4.3 Kokultivace kvasinek a mikroras (sinic)

Experiment kokultivace mikroorganismu probihal vice zptsoby. Ze zacatku se kultivovalo
v malych objemech v Erlenmeyerovych barikach, kdy nas zajimalo, zda bude kokultivace
vubec mozno provadeét, jestli jsou mikroorganismy spolu symbiotické. Na zakladé narustu
biomasy jsme vyhodnotili, které kvasinky a fasy spolu byly nejkompatibilnéjsi a s kokultivaci
jsme dale pokracovali ve vétSich objemech v provzdusiovacich lahvich.
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4.4.3.1 Kokultivace v Erlenmeyerovych barikdch

Pro kokultivaci kvasinek a fas byly pfipraveny produk¢ni media sestavajici se ze 40 ml
BBM media, zdrojem uhliku byl v jedné fadé experimenti glycerol a v druhé glukoza,
zdrojem dusiku poté byla pokazdé mocovina (shodné s médii pro kultivaci fas, viz Tabulka €.
6). Vybrané druhy kvasinek byly Rhodotorula kratochvilovae, Phaffia rhodozyma a
Rhodosporidium toruloides. Tyto kvasinky byly to produkcnich médii zaockovany z Inokula
I1, v mnozstvi 8 ml. Poté bylo pridano tolik mililitrG vybranych fas, aby opticka hustota Cinila
0,15 (Coccomyxa sp., Desmodesmus acutus, Desmodesmus quadricauda, Synechococcus
nidulans), které byly kultivovavy v provzdusiiovacich lahvich a byly probublavany CO». Cely
process kokultivace probihal 10 dni.

4.4.3.2 Kokultivace mikroras s kvasinkou Rhodosporidium toruloides v aerovaném
prostiedi

Pro kokultivace v Pyrexovych lahvich byly vybrany kvasinky rodu Rhodosporidium
toruloides a probihaly celkem ctyfi kokultivace, kdy vybrané druhy tas byly Desmodesmus
Acutus, Coccomyxa sp., Chlamydomonas reinhardii a Chlorella sorokiniana. Kokultivace s
fasou Coccomyxa probihaly v 5 Pyrexovych lahvich o objemu 400 ml, kdy zdrojem uhliku byl
glycerol (30 g/1) a zdrojem dusiku moc€ovina (1,84 g/l). V jedné lahvi bylo zaoCkovéano pouze
10 ml R. toruloides, v druhé bylo zao¢kovano jenom 20 ml Coccomyxa a ve zbylych byly
jednotlivé mikroorganismy zaotkované v poméru 1:1, 1:2 a 1:4. Rasy zastupovaly vétsi
objemové procento. Pii ockovani fas se do provzdusiiovaci lahve naockovalo tolik zasobniho
roztoku, aby pii poméru 1:1 byla absorbance fasy pii 680 nm 0,15, pfi poméru 1:2 0,30 a pfi
poméru 1:4 0,60. Pfi zaoCkovani kvasinkového média pak byla absorbance 0,1. Zbylé tii
kokultivace probihaly uplné stejné€, pouze s tim rozdilem, ze Cista fasa byla zaockovana do
dvou lahvi, z kterych jedna obsahovala BBM médium, glycerol jako zdroj uhliku a mo€ovinu
jako zdroj dusiku a druha obsahovala pouze BBM medium a mocovinu (1,84 g/l). Pro tento
krok jsme se rozhodli proto, ze prostiedi s glycerolem bylo mnohem nachylnéjsi na
kontaminaci bakteriemi a plisnémi, které v konecném dusledku byly schopné prertst fasu. U
vSech kokultivaci s touto kvasinkou byl jako zdroj uhliku pouzit glycerol. Kokultivace trvaly
14 dni.

Obrazek €. 14. Kokultivace R. Kratoch. a Desm. quadr. v provzdusnovacich lahvich
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4.4.3.3 Kokultivace mikroras s kvasinkou Rhodotorula kratochvilovae v aerovaném
prostiedi

Pro kokultivace s kvasinkou R. kratochvilovae byly vybrany ftasy Coccomyxa sp.,
Desmodesmus quadricauda, Desmodesmus acutus a Scenedesmus obliquus. Kokultivace s
jednotlivymi fasami probihaly v 6 Pyrexovych lahvich. Ve dvou lahvich byla Cista fasa, kdy
jedna ldhev obsahovala BBM medium, zdroj uhliku (30 g/l) a zdroj dusiku (1,84 g/1). Zdroj
dusiku byla vzdy mocovina, zdroj uhliku byla bud gluk6za, nebo glycerol. A druha lahev
obsahovala pouze BBM medium a mocovinu (1,84 g/1). Pro tento krok jsme se rozhodli se
stejného divodu jako u predeslych kokultivaci. V tieti lahvi bylo zaockovano pouze 10 ml R.
kratochvilovae a ve zbylych byly jednotlivé mikroorganismy zaockované v poméru 1:1, 1:2 a
1:4 ml. Rasy opét zastupovaly vétsi objemové procento. Stejné jako v predchozim piipadé
bylo pti oCkovani fas do provzdusiovaci lahve nao¢kovano tolik zasobniho roztoku, aby pfi
pomeéru 1:1 byla absorbance fasy pii 680 nm 0,15, pfi poméru 1:2 0,30 a pii poméru 1:4 0,60.
Pii zaoCkovani kvasinkového média pak byla absorbance 0,1. U téchto experimentt se do
provzdusniovacich lahvi prvné naoCkovaly tasy, nebyl ptidan zadny zdroj uhliku a nechaly se
den nartstat samy, bez pfitomnosti kvasinek. Ty byly spolu se zdroji uhliku pfidany az po dni.
V pripadé kokultivaci u fas D. quadricauda, D. acutus a Scen.obliquus byla jako zdroj uhliku
pokazdé glukosa. V ptipadé Coccomyxa to byl glycerol. Kokultivace trvaly 14 dni.

4.4.4 Stanoveni narustu biomasy

Ke stanoveni narustu se pouzivala zlyofilizovana forma biomasy. V piipad€ experimenti v
Erlenmeyerovych zkumavkéach bylo odebrano 30 ml roztoku vzorku a nasledné se vzorek
zcentrifugoval pfi 7000 rpm po dobu 6 minut. Po centrifugaci byl odlit supernatant, usazeny
vzorek byl promyty destilovanou vodou a znovu zcentrifugovan. Po opétovné centrifugaci byl
opét odlit supernatant a vzorek byl opét prolit destilovanou vodou a preveden do predem
zvazené zkumavky typu Eppendorf.

V pfipadé experimenti v Pyrexovych lahvich bylo odebrano 200 ml vzorku. Postup
centrifugace byl stejny, liSil se pouze v poslednim kroku. Biomasa nebyla ptevedena do
mikrozkumavky typu Eppendorf, ale ponechala se ve stavajici centrifugacni zkumavce
objemu 50 ml. Takto zcentrifugované vzorky byly pfipraveny na lyofilizaci.

Po zlyofilizovani se v ptipadé zkumavek Eppendrof vazily celé zkumavky a vaha biomasy
byla vypocitana odeCtem plné a prazdné Eppendorfovy zkumavky. V pfipadé vzorki v
centrifugacnich zkumavkach byl vzorek prenesen na vazici misky a zvazen na analytickych
vahach.
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4.4.5 Priprava vzorki pro analytickou metodu HPLC

4.4.5.1 Acetonova metoda

Acetonova metoda byla pouzita v pfipadé zpracovani biomas mikrofas, které produkuji
chlorofyly a polarnéj§i karotenoidy. Lyofilizovany vzorek byl odvazen do mikrozkumavky
typu Eppendorf se zavitem. V piipadé kvasinek se odvazené mnozstvi pohybovalo v rozmezi
30 mg, u mikrofas a sinic to bylo 10 mg. Vzorek byl néasledné rehydratovan asi 1 ml vody a
vlozen do mraziciho boxu, aby doslo k poskozeni struktury bunék. V mrazicim boxu byl
ponecham minimaln€ 30 minut. Po vyndani z mraziciho bohu byl k vzorku pipetovan 1 ml
acetonu a piidany mikro sklenéné kulicky, minimalné ve dvojnasobném mnozstvi nez
biomasa. Mikrozkumavka byla umisténa na vortex a tfepana po dobu 15-30 minut. Po
vyttepani byl obsah mikrozkumavky pftelit do 15 ml centrifugacni zkumavky, mikrozkumavka
se vyplachla jesté 1 ml acetonu, ktery byl posléze také vlit do 15 ml centrifugacni zkumavky a
ptidalo se do ni jesté 2 ml acetonu, aby finalni objem v centrifugacni zkumavce ¢inil 4 ml. Z
tohoto mnozstvi byly odpipetovany 2 ml a ty néasledn€ byly odpafeny na dusikové odparce.
VysuSena biomasa byla rozpusténa ve 2 ml smési ethylacetatu a acetonitrilu HPLC kvality v
pomeru 1:2. Posledni krok extrakce spocival v prefiltrovani vzorku do vialky o objemu 1,8 ml
a ulozen do mraziciho boxu pred samotnou HPLC analyzou. Parametry HPLC sestavy jsou
uvedeny v tabulce (Tabulka ¢. 7).

4.4.5.2 Extrakce dle Folsche

Tento typ extrakce byl pouzit pro zpracovani kvasinkovych vzorkul, protoze kvasinky
produkuji vice nepolarnich karotenoidi. Bylo odvazeno 5-15 mg biomasy do mikrozkumavky
typu Eppendorf se zavitem a t€snénim. Vzorek se nasledné hydratoval 1 ml destilované vody.
Pro lep$i narusSeni struktury bun€k biomasy se vzorek na 20-30 min vlozil do — 80°C). Poté
byly vzorky vytazeny, rozmrazeny a na centrifuze stoceny. Supernatant byl vylit. Pfidaly se
sklenéné kulicky (glass pearls) a 1 ml methanolu p.a. Vzorky se pak daly na 15-30 minut
tfepat na vortex. Poté se vzorek prevedl do 15 ml centrifugacni zkumavky a pfidaly se k nému
jesté 2 ml chloroform laboratorni kvality. Zkumavky se daly na 10 min tfepat na vortex.
Pridal se 1 ml destilované vody a vzorky se staCely na centrifuze pii 1500-2000 rpm po dobu
1 minuty. Po staCeni se odpipetovala spodni chloroformova faze a ta se nasledné odpatila v
termobloku, kde inertni atmosféru zajistoval N»>. Po odpareni se ke vzorku pridal 1 ml smési
ethylacetatu a acetonitrilu HPLC kvality v poméru 1:2. Poslednim krokem bylo pftefiltrovani
vzorku pies 0,4 um filtr PTFE do vialky o objemu 1,8 ml. Parametry HPLC sestavy jsou
uvedeny v tabulce (Tabulka ¢. 7).

Tabulka ¢. 7. Gradientovy program a slozeni mobilnich fazi pro HPLC analyzu karotenoidu

Kolona Nepolari C18

Detektor DAD

Slozeni MF A: MF B:

MF ACN:TrisHCI:MeOH | MeOH:EtAc
84:14:2 60:40

Cas [min] | MF A [%] MF B [%]

0 100 0

13 0 100

19 0 100

20 100 0

24 100 0
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4.4.6 Transesterifikace vzorku mikrobiilni biomasy

Do krymplovacich vialek se odvazilo pfiblizné 10 mg zlyofilizované biomasy. Pfidalo se
1,8 ml transesterifikacni smési.

Ta obsahuje 15% H>SO4 v methanolu HPLC kvality a interni standard kyseliny
heptadekanové v koncentraci 0,5 mg/ml. Takto pfipravené vzorky byly zakrymplovany a
nechaly inkubovat v termobloku po dobu 2 hodin pfi teploté 85°C. Po uplynuti této doby jsou
transesterifikované vzorky volné€ ponechany, aby se vychladily na pokojovou teplotu.

Do vialek o objemu 5 ml se napipetuje 0,5 ml 0,05 mol/l NaOH a kvantitativné se do ni
prevede obsah vialky se vzorkem. V dal§im kroku se pfida 1 ml hexan HPLC kvality, vialka
se uzavie a nechd se na vortexu tfepat po dobu 5 minut. Po oddéleni fazi se z organické
hexanové faze odebere 0,1 ml a prevede do Cisté 1,8 ml vialky spolu s 0,9 ml hexane HPLC
kvality. Takto pfipraveny vzorek je analyzovan pomoci GC. Parametry GC sestavy jsou
uvedeny v tabulce (Tabulka ¢. 8).

Tabulka ¢. 8. Parametry GC/FID

Zebron ZB-FAME, o rozmérech

Kapilarni kolona 30m x 0,25 mm x 0,20 um

Déavkovani Autosampler Thermo Scientific AI 1310
Objem nastiiku vzorku 1wl

Pomér nastiku délice toku 10

Konstantni pratok nosného plynu

H» 1 ml/min
Detektor Plamenové ionizaéni
Teplota 250 °C

Vzduch 350 ml/min, make-up N> 30 ml/min,
Prutok H> 35 ml/min
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Kbvasinky

V téchto experimentech byly pro kultivaci pouzity kmeny kvasinek Rhodotorula
kratochvilovae, Phaffia rhodozyma a Rhodosporidium toruloides. Prvni kultivace probihaly
po dobu 4 dnu, poté po dobu 10 dnt. Byla pouzita rizna média, u kterych se ménily zdroje
uhliku a dusiku. Dale bylo dulezité zjistit, jak dobfe kvasinky porostou na BBM médiu, které
je esencialni pro fasy. Bez BBM média by nebylo mozné zkousSet kokultivace, protoze
mikrotasy by bez néj neprezily.

5.1.1 Kmen Rhodotorula kratochvilovae
Kultivace po dobu 4 dni

V tomto experimentu, kdy byl kmen R. kratochvilovae kultivovan po dobu 4 dni
v Erlenmeyerovych barikach na médiu v objemu 40 ml s riznymi zdroji uhliku a dusiku byl
sledovan narust biomasy a jednotlivych metabolitd. Z tabulky (Tabulka ¢. 9) lze vidét, ze
nejvetsi narust biomasy byl na médiu, které obsahovalo glukozu a kvasni¢ny autolyzat, poté
na médiu s glukdézou a ureou a glycerolem a kvasni¢nym autolyzatem. Nejmensi narust
biomasy byl na médiu, které obsahovalo glycerol a ureu.

Celkovou produkci metabolitd v zavislosti na slozeni média lze vidét v grafickém
znazornéni (Obrazek ¢. 16). Nejvétsi produkci karotenoidi vykazuji kvasinky v médiu
s glycerolem a siranem amonnym. V ostatnich médii byla jejich produkce podobna. Nejveétsi
zastoupeni ergosterolu bylo u kultivace na glycerolovém médiu se siranem amonnym
(6,02 mg/g biomasy) a na glukézovém médiu se siranem amonnym (5,09 mg/g biomasy).
Nejvice B-karotenu bylo zaznamenano u média s glycerolem a ureou (3,63 mg/g biomasy).
MO ve vSech médiich s vyjimkou toho s glukozou a kvasni€nym autolyzatem byly schopné
produkce torularhodinu a lykopenu. Jako produkt ve vSech médiich byl také zaznamenan
koenzym Q. Procentualni slozeni akumulovanych lipidi ukazuje grafické znéazornéni
(Obrazek ¢. 17). Na vSech médiich jsou procentualné nejvice zastoupeny MUFA. Produkce
PUFA a SFA jak v ramci jednotlivych médii, tak 1 celkové, je podobna. Nejvétsi procentudlni
zastoupeni MUFA maji média glukoza a urea a glukoza s kvasnicnym autolyzatem. Nejveétsi
produkci SFA mélo medium glycerol a urea a nejvetsi zastoupeni PUFA bylo v médiu
glycerol a kvasi¢ny autolyzat.

Celkova produkce lipidi na mnozstvi biomasy je znazornéna v grafickém znazornéni
(Obrazek ¢. 18). Nejvétsi procentualni zastoupeni lipidd v poméru k biomase vykazovaly
kvasinky na médiu s glycerolem a ureou. Nejvétsi mnozstvi vyprodukovanych lipida bylo
zaznamenano u mikroorganismi kultivovanych v médiich glukoza sureou a glukoza
s kvasniCnym autolyzatem. Nejvétsi procentualni zastoupeni lipidi bylo zaznamenano u
kvasinek rostoucich na glycerolovém médiu s ureou.

Tabulka ¢. 9. Narust biomasy R. kratochvilovae v riznych produkénich médiich

Glukoza Glycerol Glycerol Glukoza Glycerol Glukoza
urea urea (NH4)2SOq4 (NH4)2SO4 kvas. kvas.
12,17 g/l 4,78 g/l 6,19 g/l 9,32 g/l 11,42 g/1 13,38 g/l
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Obrazek €. 16. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae na riiznych
produkcnich médiich
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Obrazek €. 17. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene R. kratochvilovae v riiznych produkcnich médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 18. Grafické zndzornéni produkce lipidit s kmenem R. kratochvilovae v riiznych
produkcnich médiich po 4 dnech
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Kulltivace po dobu 4 dnu na BBM médiu

V tomto experimentu, byl kmen R. kratochvilovae kultivovan po dobu 4 dni stejné jako
v predchozim experimentu. Rozdil byl ten, ze se jiz kultivovalo v Erlenmeyerovych barikach
ve 40 ml BBM média s riznymi zdroji uhliku a dusiku. Tabulka ¢. 10 ukazuje, Ze nejvétsi
narust biomasy byl pozorovan na BBM médiu s glukdzou a ureou. Z tabulky lze také vidét, ze
v tomto experimentu byly vyrazné rozdily v produkci v zavislosti na slozeni média. Nejmensi
narust biomasy byl zaznamenan na médiu s glukdzou a siranem amonnym.

Celkova produkce metaboliti v zavislosti na slozeni média je zobrazena v grafickém
znazornéni (Obrazek ¢. 19). Nejvétsi produkce byla zaznamenana u produkéniho média
glukoza a glycerol se siranem amonnym a v médiu s glukézou a kvasnicnym autolyzatem.
Produkce ergosterolu byla nejvyssi u médii s glycerolem a siranem amonnym (4,07 mg/g
susiny). Nejvétsi produkce B-karotenu je u média s glukoézou a kvasnicnym autolyzatem
(1,46 mg/g biomasy). Produkce koenzymu Q je nejvyssi u médii glycerol a siran amonny a
glukdza se siranem amonnym. Procentualni sloZeni akumulovanych lipida ukazuje grafické
znazornéni (Obrazek ¢. 20). Na vSech médiich jsou procentualné opét nejvice zastoupeny
MUPFA, jejich mnozstvi v zavislosti na produkénim médiu bylo ve vSech srovnatelné.
Produkce PUFA a SFA jak v ramci jednotlivych médii, tak i celkové, je podobna, az na média
glycerol, glukoza, oba s kvasni¢nym autolyzatem. Nejvétsi procentualni zastoupeni MUFA
maji kvasinky v médiu s glukdézou a siranem amonnym. Nejvétsi produkci SFA méla R.
kratochvilovae na BBM médiu s glycerolem a ureou. Nejvétsi zastoupeni PUFA mély
kvasinky z média glukéza s kvasnicnym autolyzatem.

Celkova produkce lipidi na mnozstvi biomasy je znazornéna v grafickém znazornéni
(Obrazek ¢. 21). Nejvétsi zastoupeni lipidd vykazovaly kvasinky z média glycerol a siran
amonny. Ostatni hodnoty zastoupeni lipidi a produkce mnozstvi lipida v g/l jsou ve zbylych
médiich priblizné stejné. Nejveétsi procentualni zastoupeni lipid( bylo zaznamenano u média
s glycerolem a siranem amonnym.

Tabulka ¢. 10. Narust biomasy R. kratochvilovae v riznych produkénich BBM médiich

Glycerol Glycerol Glycerol Glukoéza Glukoéza Glukoéza
kvas. urea (NH4)>SO4 (NH4)2SO4 | urea kvas.
5,89 g/l 12,74 g/l 8,85 g/l 3,98 g/l 18,42 g/l 5,85 g/l
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H -karoten [mg/g biomasy]
Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy]
Biomasa [g/1]

® Torulen [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy]
m Torularhodin [mg/g biomasy]
= Lykopen [ug/l média]
Obrazek €. 19. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae na riiznych
produkcnich BBM médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 20. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene R. kratochvilovae v riiznych produkcnich BBM médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 21. Grafické zndzornéni produkce lipidit s kmenem R. kratochvilovae v riiznych
produkcnich BBM médiich po 4 dnech

Kultivace po dobu 10 dni na BBM médiu
Pro tento experiment byl pouzit stejny objem média a stejné médium jako v prechozim

ptipad€, jedinym rozdiilem je tentokrat délka kultivace, MO se nechaly v médiu po dobu 10
dni. Z tabulky narustu biomasy (Tabulka ¢. 11) lze vidét, ze po 10 dnech se uz kvasmky
pravdépodobné dostaly do faze odumirani MO, protoze celkova produkce biomasy je nizsi
nez v predchozim experimentu. Nejvyssi produkci mély kvasinky v médiu glukoza, kvasnicny
atolyzat, nejmensi potom v médiu glycerol, kvasni¢ny autolyzat.

Produkce metaboliti je znazornéna v grafickém zobrazeni (Obrazek ¢. 22). Nejvétsi
produkce karotenoidii probihala v médiu s glukozou a ureou. Nejvétsi produkce ergosterolu
byla na médiu s glycerolem a ureou (4,02 mg/g biomasy), B-karoten mel produkci piiblizné
stejnou u vSech médii, ale neymensi byl u média s glukozou a siranem amonnym a nejvyssi u
glycerolu s ureou (0,84 mg/g susiny).

Nejvice torularhodinu se vyprodukovalo na médiu s glycerolem a siranem amonnym.
Procentualni slozeni akumulovanych lipida je znazornéno v grafu (Obrazek ¢. 23). Produkce
MUFA, PUFA i SFA je srovnatelna ve v§ech médiich, az na médium s glycerolem a kvas.
autolyzatem, tam je produkce mensi. Zarovei je v tomto médiu nejnizsi produkce SFA a
nejvyssi produkce PUFA ze vSech médii.
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Produkce lipidl v zavisloti na médiu je uvedena v grafu (Obrazek ¢. 24). MnozZstvi
vyprodukovanych lipidi ve v§ech médiich je podobné, az na médium glycerol, kvas.
autolyzat. Nejveétsi procentualni zastoipei lipida vyprodukovaly MO v médiu s glycerolem a
ureou.

Tabulka ¢. 11. Narust biomasy R. kratochvilovae v produkénich BBM médiich s riznymi
zdroji CaN

Glukoéza Glukoéza Glukoéza Glycerol Glycerol Glycerol
urea kvas. (NH4)2SO4 urea kvas. (NH4)2S04
10,19 g/l 13,57 g/l 5,84 g/l 921 g/l 6,83 g/l 10,46 g/l
16,0 ~
14,0 -
12,0 A
10,0 A
8,0 -
6,0 -
4,0 -
2,0 A I I I
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m -karoten [mg/g biomasy] u Torulen [mg/g biomasy]
u Celkové karotenoidy [mg/g biomasy] Ergosterol [mg/g biomasy]
mCoenzym Q [mg/g biomasy] ® Torularhodin [mg/g biomasy]
Biomasa [g/1] m Lykopen [ug/l média]

Obrazek €. 22. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae na riiznych
produkcnich BBM médiich po 10 dnech
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Obrazek €. 23. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene R. kratochvilovae v riiznych produkcnich BBM médiich po 10 dnech
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Obrazek €. 24. Grafické znazornéni produkce lipidii s kmenem R. kratochvilovae v riiznych
produkcnich BBM médiich po 10 dnech

5.2 Kmen Phaffia rhodozyma

5.2.1 Kaultivace 4 dny

Cilem této kultivace bylo porovnat produkci biomasy v zavislosti na riznych zdrojich
dusiku a uhliku v médiu. Z produkéni tabulky (Tabulka €. 12) lze vidét, ze nejveétsi narust
biomasy byl v médiu s glycerolem a kvasniénym autolyzatem, druhd nejvétsi je potom v
médiu s glukézou a kvasniCnym autolyzatem. Ostatni produkce biomasy v médiich jsou
srovnatelné. Uvedené produkce karotenoidt (Obrazek ¢. 25) ukazuji, ze nejvétsi a srovnatelné
produkce byly v médiich glycerol se siranem amonnym a ureou a v médiu glukdza s
kvasniénym autolyzatem. Ostatni produkce celkovych karotenoida jsou v porovnani s témito
ttemi hodné malé. Nejvétsimi producenty ergosterolu pak byly MO na médiu s glycerolem a
ureou (3,87 mg/g biomasy) a glukézou a siranem amonnym (4,17 mg/g biomasy). Produkce
B-karotenu byla nejvyssi u médii s glukdézou a siranem amonnym (1,71 mg/g biomasy),
glycerolem a siranem amonnym (1,73 mg/g biomasy) a glycerolem a ureou (1,53 mg/g
biomasy). Koenzym Q byl také nejvyssi u téchto tfech kokultivaci, nejvyssi hodnotu mél u
média s glukdézou a siranem amonnym (1,79 mg/g biomasy). Procentualni produkci MK
v akumulovanych lipidech ukazuje graf (Obrazek €. 26). Produkce SFA bya u vSech MO ve
vSech médiich srovnatelna a byly to minortini produkty. V piipadé kvasinek kultivovanych
v médiich s glycerolem a ureou, glukézou a ureou a glycerolem a siranem amonnym jsou
majoritnim produktem MUFA, stim, ze médium s glycerolem a ureou méllo nejvyssi
produkci MUFA ze vSech.

U médii s glukézou a siranem amonnym, a glukdézou a glycerolem s kvasni¢nym
autolyzatem jsou majoritnimi produkty PUFA. Nejvétsi produkce PUFA byy schopny
kvasinky rostouci na médiu s glukézou a siranem amonnym. Celkova produkce lipida
(Obrazek €. 27) je priblizné srovnatelna u vSech médii, az na média glukoza a siran amonny a
glycerol s kvasniCnym autolyzatem. Nejvétsi procentualni zastoupeni lipidd bylo u média
s glukozou a ureou.

Tabulka ¢. 12. Narust biomasy P. rhodozyma v raznych produk¢nich médiich

Glukoéza Glukoéza Glukoéza Glycerol Glycerol Glycerol
(NH4)2S04 kvas. urea kvas. (NH4)2S04 urea
2,39 g/1 3,11 g/ 2,69 g/1 3,48 g/l 2,66 g/l 2,69 g/l

39




45 -

4,0 -

3,5

3,0 A

2,5

2,0 4

1,5 A

1,0 -

0,5 -

0,0 - T T

k“a’\'&fbﬁ@o‘\ 0\0\"‘\&5 e\o“wﬁe G\ﬂo"\d@ o o™ \*Jc*“@%
Gw¥ AN

s e Lot gt
® §-karoten [mg/g biomasy] u Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
mCoenzym Q [mg/g biomasy] = Ergosterol [mg/g biomasy]
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Obrazek €. 25. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii P. rhodozyma na riiznych
produkcnich médiich
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Obrazek €. 26. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene P. rhodozyma v riiznych produkcnich médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 27. Grafické znazornéni produkce lipidit s kmenem P. rhodozyma v riiznych produkcnich
médiich po 4 dnech

5.2.2 Kaultivace 4 dny na BBM médiu

V tomto experimentu bylo zakladem produk¢niho média BBM medium s riznymi zdroji
uhliku a dusiku. Z produkéni tabulky (Tabulka ¢. 13) je ziejmé, ze nejvySsi produkci
zaznamenaly kvasinky z produk¢éniho média BBM, glycerol a urea. Nejmensi produkce byla
zjisténa na médiu BBM, glycerol a siran amonny. Produkce celkovych karotenoidii (Obrazek
¢. 28) je ve vSech médiich srovnatelnd, pouze na médiich glukéza s ureou a glycerolem se
siranem amonnym je mirn¢ vys$i. Nejvice ergosterolu bylo zaznamenano u média s glukézou
a ureou (4,74 mg/g susSiny). Nejvice B-karotenu vyprodukovaly MO na médiu glycerol se
siranem amonnym (1,29 mg/g biomasy). U vSech ostatnich médii je jeho produkce pfiblizné
srovnatelna. Procentualni zastoupeni MK v biomase (Obrazek ¢. 29) je specifické pro kazdé
produkéni médium. U média s glycerolem a kvas. autolyzatem byly kvasinky schopny
produkovat pouze SFA a PUFA.
Zde byla produkce SFA nejvétsi ze vSech vzorkid. Nejveétsi produkce MUFA byla ze vzorku
v médiu s gluk6zou a kvasnicnym autolyzatem a nejvétsi produkce PUFA mél vzorek s média
glukodza se siranem amonnym. Nejvétsi produkce lipida (Obrazek €. 30) byla zaznamenana u
médii, kde byla v obou pfipadech jako zdroj uhliku glukéza, jednou se siranem amonnym a
podruhé s kvasni¢nym autolyzatem. Produkce lipidi v médiu glycerol, kvasni¢ny autolyzat
byla minimalni.

Tabulka ¢. 13. Narust biomasy P. rhodozyma v produk¢énich médiich s riiznymi zdroji C a N

Glycerol Glycerol Glycerol Glukoéza Glukoéza Glukoéza
kvas. urea (NH4)2SO4 (NH4)2S04 urea kvas.
4,34 g/l 6,88 g/l 2,02 g/l 2,59 g/l 2,53 g/l 3,96 g/1
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Obrazek €. 28. Grafické zndazornéni produkce vybranych metaboliti P. rhodozyma na riiznych
produkcnich BBM médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 29. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene P. rhodozyma v riiznych produkcnich BBM médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 30. Grafické znazornéni produkce lipidii s kmenem P. rhodozyma v riiznych produkcnich
BBM médiich po 4 dnech
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5.2.3 Kaultivace 10 dni na BBM médiu

Experiment probihal ve stejném produkénim BBM médiu s riznymi zdroji uhliku a dusiku
jako v predchozim experimentu, rozdilem je délka trvani kultivace. Produkce biomasy
(Tabulka ¢. 14) je v této kultivaci ptiblizn€ srovnatelna ve vSech médiich. Nejvyssi produkci
umoznilo médium s glycerolem a ureou, nejmensi produkci vykazovalo médium s glukézou a
ureou. Graf produkce karotenoidnich barviv (Obrazek €. 31) ukazuje, ze produkce celkovych
karotenoidu je ve vSech médiich také srovnatelna, s tim ze ale nejvyssi je v médiu s glukozou
a siranem amonnym. NejvyS$si produkce koenzymu Q byla zaznamenana u média s glukozou
a siranem amonnym (1,98 mg/g biomasy). Ergosterol byl nejvyssi u glukézy s kvasnicnym
autolyzatem (2,04 mg/g susiny). B-karoten byl nejvice zastoupey u média s glukozou a
siranem amonnym.

Co se tyCe procentualniho zastoupeni lipidi (Obrazek ¢. 32), také je ve vSech typech médii
priblizné podobné. Nejvétsi zastoupeni MUFA mé médium s glukoézou a siranem amonnym,
PUFA ma nejvétsi podil ve vzorku z média glukéza s kvasnicnym autolyzatem a SFA ma
nejveétsi hodnotu produkce z média s glycerolem a kvasniénym autolyzatem. Mnozstvi
akumulovanych lipidi (Obrazek €. 33) je také u vSech vzorka srovnatelné, viditelné€ nejnizsi
produkce lipidu nastala v médiu s glukozou a kvasni¢nym autolyzatem. Procentualné nejvice
lipid v biomase bylo na glycerolovém a gluk6zovém médiu se siranem amonnym.

Tabulka ¢. 14. Narust biomasy P. rhodozyma v produkénich BBM médiich s riznymi zdroji C
aN

Glukoéza Glukoéza Glukoéza Glycerol Glycerol Glycerol
urea kvas. (NH4)2SO4 urea kvas. (NH4)2S04
4,72 g/1 4,68 g/l 5,57 g/l 5,89 g/l 5,44 g/l 5,3 ¢g/
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Astaxanthin [mg/g biomasy]
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B B-karoten [mg/g biomasy]

B Coenzym Q [mg/g biomasy]
Biomasa [g/1]

Torularhodin [mg/g biomasy]
mLykopen [mg/gbiomasy]

Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]

Ergosterol [mg/g biomasy]

Obrazek €. 31. Grafické zndazornéni produkce
produkcnich BBM médiich po 10 dnech

vybranych metabolitit P. rhodozyma na riznych
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Obrazek €. 32. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene P. rhodozyma v riiznych produkcnich BBM médiich po 10 dnech
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Obrazek €. 33. Grafické znazornéni produkce lipidii s kmenem P. rhodozyma v riiznych produkcnich
BBM médiich po 10 dnech

5.3 Kmen Rhodosporidium toruloides

V ptipadé kmene R. toruloides byla v ramci této prace provedena pouze kultivace na BBM
médiu, protoze ostatni kultivace za srovnatelnych podminek byly obsahem druhé simultanné
provadéné bakalarské prace. [51]

5.3.1 Kaultivace 10 dni na BBM médiu

Tato kultivace probihala, aby se zjistilo, zda je vybrany kvasinkovy kmen schopny rist a
prezit v BBM médiu, dulezitém pro kokultivace. V médiich byly rizné zdroje uhliku a dusiku.
Z produk¢ni tabulky (Tabulka €. 15) vyplyva, ze nejvétsi produkei mély kvasinky v médiu s
glycerolem a ureou. Nejmensi produkci vykazovalo produkéni médium s glycerolem a kvas.
autolyzatem. Z grafu celkové produkce metabolitii (Obrazek ¢. 34) muzeme vidét, ze celkova
produkce karotenoidi je potom ve vSech médiich velmi podobna. Produkce ergosterolu na
vSech médiich je pfiblizné stejna, pouze u glukozy s ureou je mensi. Nejvyssi je u média
s glycerolem a ureou (2,78 mg/g biomasy).
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Produkce [B-karotenu je také u vSech médii srovnatelna, ale nejvySsi je u média
s glycerolem a ureou (0,84 mg/g biomasy). Co se tyCe procentualniho zastoupei lipidi ve
vzorku (Obrazek €. 35), tak ve vSech médiich je srovnatelné mnozstvi MUFA i PUFA, az na
vzorek z média glukoza + urea. Kvasinky z tohoto média produkovaly pouze MUFA a SFA, s
tim ze maji nejvetsi procentualni zastoupeni MUFA ze vSech vzorkd. Nejvétsi zastoupeni
SFA ma vzorek z média glukoza a kvas. autolyzat. Nejvétsi zastoupeni PUFA ma medium se
zdrojem uhliku glycerolem a s kvas. autolyzatem. Nejvétsi celkovou produkci lipida (Obrazek
¢. 36) mély MO kultivované na glukézou a kvasnicnym autolyzatem. Ostatni produkce jsou
srovnatelné, az na média s glukozou a ureou a glycerolem a kvasni¢nym autolyzatem, kde je
produkce mensi. Nejvétsi procentualni zastoupeni lipidd v biomase bylo zaznamenano u
kvasinky na gluk6zovém médiu se siranem amonnym.

Tabulka €. 15. Narust biomasy R. foruloides v produk¢nich médiich s riznymi zdroji C a N

Glukoéza Glukoéza Glukoéza Glycerol Glycerol Glycerol
(NH4)2SO4 urea kvas. (NH4)2S04 urea kvas.
4,6 g/l 3,46 g/ 7,72 g/l 5,01 g/l 12,76 g/l 2,31 g/l
10,0 -
8,0
6,0 -
4,0 -
2,0 -
0,0 m . : . : || , B = || - .
NI oy S. N} oD S.
e R ST ™
G

Torularhodin [mg/g biomasy]
Lykopen [mg/g biomasy]

Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]

Ergosterol [mg/g biomasy]

Torulen [mg/g biomasy]
m B-karoten [mg/g biomasy]

®m Coenzym Q [mg/g biomasy]

Biomasa [g/1]

Obrazek €. 34. Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii R. toruloides na riznych

produkcnich BBM médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 35. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene R. toruloides v riiznych produkcnich BBM médiich
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Obrazek €. 36. Grafické zndzornéni produkce lipidii s kmenem R. toruloides v riiznych produkcnich
BBM médiich po 10 dnech

5.4 Rasy

V pripadé Cistych fasovych experimentd byly provadény kultivace v BBM médiich s
raznymi zdroji uhliku a dusiku (Tab. 6). Kultivovanymi mikrofasami byly Scenedesmus
obliqus, Desmodesmus acutus, Desmodesmus quadricauda, Chlorella sorokiniana,
Chlamydomonas reinhardii. Pouzité sinice byly Synechococcus nidulans. Cilem experimentu
bylo zjistit, zda jsou vybrané kmeny fas schopny mixotrofniho zptsobu rastu, tedy piijimani
organického zdroje uhliku. V prvnich dvou sadach experimentl, kdy byly kultury
v osvétlenych Erlenmeyerovych zkumavkach bylo zjisténo, ze fasy v médiu v pfitomnosti
uhliku nebyly schopny pfezit i pfes pfitomnost svétla. Ve tietim experimentu se slozeni médii
nezménilo, pouze se Erlenmeyerovy bariky zabalily do alobalu, aby k mikroorganismium
nemé¢lo vibec pristup svétlo. Ani tento experiment zadna kultura fas nepiezila. Zjistilo se, ze
zkoumané kmeny fas jsou skutecné striktné fotoautotrofni.

5.5 Kokultivace

V kokultivaéni Casti vysledkt se porovnavaly produkce kvasinek a fas jak samotnych, tak
v kokultivacich. Média mé¢la stejné slozeni, zdkladem bylo BBM médium se zdrojem dusiku
ureou, jediny rozdil byl ve zdroji uhliku, kdy to byla glukéza nebo glycerol.
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Porovnavaly se produkce MK, karotenoidnich barviv, ergosterolu a koenzymu Q. Do
HPLC grafti byly zahrnuty pouze nejdilezitéjsi barviva, MO produkovaly také astaxantin,
neoxantin, violaxantin, torulen a torulahodin, ale v porovnani s ostatnimi barvivy bylo jejich
mnozstvi zanedbatelné, proto se pro prehlednost v grafech nenachéazeji. Vyjimkou jsou pouze
produkty, jejichz mnozstvi bylo srovnatelné s ostatnimi barvivy.

5.5.1 Kokultivace s kmenem Phaffia rhodozyma
Kokultivace P. rhodozyma na BBM médiu s glycerolem a ureou

V tomto experiment probihala kokultivace P. rhodozyma s riznymi fasami v produkcénim
médiu se zdrojem uhliku glycerolem. Pii vyhodnoceni produkce biomasy (Tabulka ¢. 16) bylo
zjisténo, ze sice nejvetsi narust biomasy ma Cista kvasinka, ale kokultivace s fasou D. acutus
ma produkci biomasy pftiblizn€ srovnatelnou. Nejmensi narust biomasy se projevil u vzorku
kokultivace s Coccomyxa sp.. V grafickém znazornéni produkce metaboliti (Obrazek ¢. 37)
lze vidét, ze kokultivace se Synech.. nidulans ma nejvétsi mnozstvi vyprodukovanych
celkovych karotenoidua (1,88 mg/g biomasy).

Druhé nejveétsi mnozstvi ma samotna kvasinka (1,28 mg/g biomasy) a mezi ostatnim
kokultivacemi je mnozstvi vyprodukovanych karotenoidi pfiblizné stejné. Nejvetsi mnozstvi
ergosterolu (1,69 mg/g biomasy) a koenzymu Q (2,15 mg/g biomasy) byla schopna
vyprodukovat kokultivace s fasou Coccomyxa sp..

Nejvétsi mnozstvi B-karotenu vyprodukovala sinice Synech. nidulans (0,68 mg/g biomasy).
Pfi porovnani procentualniho zastoupeni lipidd ve vzorcich (Obrazek ¢. 38) lze vidét, ze
nejvetsi produkci MUFA ma kokultivace s Coccomyxa sp.. Tato kokultivace také
vyprodukovala pouze MUFA a SFA. U ostatnich vzorki, krom kokultivace s D. quadricauda,
je procentualni produkce lipidi srovnatelna. Graf porovnani produkce mnozstvi lipidu
(Obrazek ¢. 39) ukazuje, ze produkce i procentualni zastoupeni lipida je nejvyssi u samotné P.
rhodozyma a v kokultivaci s fasou D. acutus.

Tabulka ¢. 16. Narust biomasy P. rhodozyma a mikoras v kokultivacich s glycerolem a ureou

Synechoc. Desmos. Coccomyxa Desmod. P. Rhodozyma
nidulans quadricauda sp. acutus
3,89 g/l 4,07 g/l 2,51 g/l 8,43 g/l 8,71 g/l
9,0 -
8,0 -
7,0
6,0
5,0
4,0 A
3,0
2,0
1,0 4
0,0 -
Synech.nidulans Desm.quadricauda Coccomyxa sp. Desm.acutus P.rhodozyma
® Lutein [mg/g biomasy] m 3-Karoten [mg/g biomasy]
u Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]  ®Chlorofyl A [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy] m Coenzym Q [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy] m Biomasa [g/1]

Obrazek €. 37. Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii P. rhodozyma v kokultivacich na
glycerolovém médiu
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Obrazek €. 38. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s P. rhodozyma s riiznymi mikrorasami na glycerolovém médiu
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Obrazek €. 39. Grafické zndzornéni produkce lipidii v kokultivacich s kmenem P. rhodozyma
s riiznymi mikrorasami na glycerolovém médiu

Kokultivace P. rhodozyma na BBM médiu s gluk6zou a ureou

Experiment je shodny s pfedchozim, s rozdilem ve zdroji uhliku, v tomto pfipadé jim byla
glukéza. Z tabulky produkce biomas (Tabulka ¢. 17) lze vidét, ze v piipadé kokultivace
kvasinky se sinici Synech. nidulans je narust biomasy vétsi nez u samotné kvasinky a
ostatnich kokultivaci. Zbylé kokultivace maji srovnatelnou produkci a ta je niz§i nez biomasa
samotné P. rhodozyma. Co se tyCe ale produkce karotenoidu a barviv (Obrazek €. 40), je zde
jednoznacné nejvétsim producentem metaboliti kokultivace P. rhodozyma a Desm.
quadricauda. Tato kokultivace vyprodukovala nejvétsi mnozstvi koenzymu Q (8,64 mg/g
susiny), ergosterolu (6,14 mg/g biomasy), B-karotenu (0,61mg/g suSiny) i1 celkovych
karotenoida (1,55 mg/g susiny). Druhym nejleps§im producentem je pak kokultivace s fasou
Desm. acutus. Nejmensim producentem vSech metabolita byla sinice Synech. nidulans.

Procentualni zastoupeni MK v akumulovanych lipidech (Obrazek ¢. 41) a celkové
vyprodukované mnozstvi lipida (Obrazek ¢. 42) je ve vSech piipadech (jak v kokultivacich,
tak i u samotné kvasinky) naprosto srovnatelné. Nejvetsi procentualni zastoupeni lipida
v biomase poté mely kokultivace s fasou Desm. acutus a sinici Synechoccocus nidulans.

Tabulka ¢. 17. Narust biomasy P. rhodozyma a mikoras v kokultivacich s glukézou a ureou

Desmos. Synechoc. Desmod. Coccomyxa sp. Cista
quadricauda nidulans acutus kvasinka
2,69 g/1 3,28 g/l 2,63 g/l 2,55 g/l 3,12 g/1

48



10,0 -
8,0 -
6,0 -
4,0
2,0 -
0,0 -
Desm.quadricauda Synech.nidulans Desm.acutus Coccomyxa sp. P.rhodozyma
® Lutein [mg/g biomasy] m -Karoten [mg/g biomasy]
m Celkove karotenoidy [mg/g biomasy]  m Chlorofyl A [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy] m Coenzym Q [mg/g biomasy]
= Ergosterol [mg/g biomasy] m Biomasa [g/1]

Obrazek €. 40. Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitu P. rhodozyma v kokultivacich na
glukozovém médiu
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Obrazek €. 41. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s P. rhodozyma s riiznymi mikrorasami na glukozovém médiu
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Obrazek €. 42. Grafické znazornéni produkce lipidi v kokultivacich s kmenem P. rhodozyma
s riiznymi mikrorasami na glukozovém médiu
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5.5.2 Kokultivace s kmenem Rhodosporidium toruloides

Kokultivace R. foruloides na BBM médiu s glycerolem a ureou

Z tabulky (Tabulka ¢. 18) muzeme pozorovat, ze nejvyssi produkci ma v tomto piipade
samotna kvasinka. Produkce celkovych karotenoidi (Obrazek ¢. 43) je u vSech vzorku
srovnatelna, s vyjimkou kokultivace s Coccomyxa sp., kdy je mensi. Nejvyssi produkce
karotenoidi se ukazala byt v kokultivaci se sinici Synechoccocus nidulans (4,67 mg/g
biomasy). Nejvét§im producentem ergosterolu a koenzymu Q pak byla kokultivace
s Coccomyxa sp (3,07 mg/g biomasy a 2,42 mg/g biomasy). Produkce B-karotenu je u vSech
kokultivaci srovnatelna, jen Coccomyxa méla produkci mensi.

Procentualni zastoupeni lipidi (Obrazek ¢. 44) ve vSech vzorcich je také srovnatelné,
vyjimku tvoti opét Coccomyxa, ktera vyprodukovala pouze SFA a MUFA. Graf produkce
lipid (Obrazek €. 45) ukazuje, ze v pripade kokultivaci je produkce a procentualni zastoupni
lipida pfiblizné stejné, ale nejveétsi produkei ma samostatna kvasinka.

Tabulka ¢. 18. Produkce biomasy Rhodosporidia toruloides v kokultivacich s glycerolem

Synechoc. Desmod. Desmos. Coccomyxa Cista
nidulans acutus quadricauda sp. kvasinka
4,05 g/l 3,77 g/l 4,97 g/l 3,88 g/1 5,70 g/l

6,0 -

Synech.nidulans

® Lutein [mg/g biomasy]

m 3-Karoten [mg/g biomasy]

u Chlorofyl A [mg/g biomasy]
® Coenzym Q [mg/g biomasy]

m Biomasa [g/1]

Desm.acutus

Coccomyxa sp.

Torularhodin [mg/g biomasy]

m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy|

Chlorofyl B [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy]

5,0 -
4,0
3,0 -
2,0 -
1,0 A
0,0 . .

Desm.quadricauda

R.toruloides

Obrazek €. 43. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitit R. toruloides v kokultivacich na
glycerolovém médiu
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Obrazek €. 44. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. toruloides s ruznymi mikrorasami na glycerolovém médiu
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Obrazek €. 45. Grafické znazornéni produkce lipidii v kokultivacich s kmenem R. toruloides s riiznymi
mikrorasami na glycerolovém médiu

Kokultivace R. foruloides na BBM médiu s glukézou a ureou

Tento experiment byl stejny jako pfedchozi. Jedinym rozdilem byl jiny zdroj uhliku,
v tomto piipadé glukédza. Z tabulky produkce (Tabulka €. 19) je ziejmé, ze v tomto pripade
vykazuje kokultivace s D. acutus. vétSi mnozstvi biomasy, nez ma samotna kvasinka. Rozdil
ale neni nijak zavratny. V tomto médiu se produkce metaboliti (Obrazek ¢. 46) mezi
kokultivacemi a cCistou kvasinkou li§i. Kokultivace maji vétsi produkci celkovych
karotenoidd, a B-karotenu. Oproti tomu samotna R. toruloides ma malou produkci B-karotenu
a celkovych karotenoidi, méla ale obrovskou produkci koenzymu Q (6,79 mg/g susiny).
Nejvice celkovych karotenoidi mély kokultivace s Desm. quadricauda (6,35 mg/g biomasy) a
Desm. acutus (6,30 mg/g biomasy). Dale mély tyto dvé kokultivace velkou produkci
ergosterolu — Desm. quadr. 5,11 mg/g biomasy, Desm. acutus 4,87 mg/g biomasy. Desm.
quadricauda byl tak nejvétsim producentem torularhodinu.
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Procentualni zastoupeni lipida ve vzorcich (Obrazek ¢. 47) se v jednotlivych vzorcich lisi.
Kokultivace s Coccomyxa sp. méa nejvétsi produkei SFA a nejmensi produkci PUFA. Nejvétsi
produkci MUFA mél vzorek, ktery obsahoval Cistou kvasinku. V kokultivacich ma nejveétsi
procentualni zastoupeni MUFA ve vzorku s Desm.acutus. Co se tyCe celkové produkce lipida
(Obrazek ¢. 48), tak nejvétsi mnozstvi vyprodukovanych lipida bylo ve vzorku kokultivace
s Desm. acutus, kde je také nejvétsi procentudlni zastoupeni. Ve vSech ostatnich vzorcich je
produkce mnozstvi lipidi podobna.

Tabulka €. 19. Produkce biomasy Rhodosporidium toruloides v kokultivacich s glukdzou

Synechoc. Desmod. Desmos. Coccomyxa Cista
nidulans acutus quadricauda sp. kvasinka
1,56 gl 2,17 g/l 0,9 g/l 1,75 g/l 2,12 g/l

8,0 -

7,0

6,0

5,0 A

4,0 -

3,0

2,0

1,0 -

0,0 -

Synech.nidulans Desm.acutus  Desm.quadricauda Coccomyxa sp. R.toruloides

® Lutein [mg/g biomasy] Torularhodin [mg/g biomasy]
B -Karoten [mg/g biomasy] m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
u Chlorofyl A [mg/g biomasy] Chlorofyl B [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy] Ergosterol [mg/g biomasy]

® Biomasa [g/1]
Obrazek €. 46. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. toruloides v kokultivacich na
glukozovém médiu
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Obrazek €. 47. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. toruloides s riiznymi mikrorasami na glukozovém médiu
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® Biomasa [g/1] % zastoupeni lipidi ™ Mnozstvi lipidu [g/1]

Obrazek €. 48. Grafické znazornéni produkce lipidii v kokultivacich s kmenem R. toruloides s riiznymi
mikrorasami na glukézovém médiu

Kokultivace R. toruloides s Coccomyxa sp. a Chlorella sorokiniana na BBM médiu

s glycerolem a ureou v ruznych pomérech

Tento experiment probihal soufasné s obémi fasami a cilem bylo srovnat celkovou
produkci biomasy, metaboliti a lipidd v kokultivacich, ¢istych fasovych a kvasinkovych
médiich. V Cistych fasovych médiich nebyl pfitomen zadny zdroj uhliku, protoze bylo
zjisténo, ze v takovém médiu neni mozné zabranit kontaminaci bakteriemi, které ve vysledku
prerostou a zahubi fasy.

Kokultivace R. toruloides a Coccomyxa sp. nebyla dle narustu biomasy moc uspé$na
(Tabulka ¢. 20). Samotna kvasinka byla schopna vyprodukovat vét§i mnozstvi biomasy, nez
nejuspesngjsi kokultivace kvasinka: fasa 1:4. V produkci metabolitd (Obrazek ¢. 49) u
kokultivace s Coccomyxa sp. se jako nejlepsi producenti ukéazaly byt pravé kultivace samotné
kvasinky a mikrofasy. Kokultivace nebyly schopné vyprodukovat velké mnozstvi produktu.
Z kokultivacnich poméra se ukazal byt nejlepsi 1:4, ale i u né byly produkce malé. Nejvice
celkovych karotenoidu vyprodukovala Coccomyxa sp. (2,15 mg/g susiny), R. toruloides (1,65
mg/g susiny) a poté kokultivacni pomeér 1:4 (0,92 mg/g susiny). Co se tyCe metaboliti R.
toruloides tak to byly torulen, koenzym Q, ergosterol a B-karoten. Metabolity Coccomyxa sp.
byly ergosterol, koenzym Q, chlorofyl A, chlorofyl, B-karoten a lutein. Oproti tomu
kokultivace vyprodukovaly pouze B-karoten a ergosterol.

Procentualni zastoupeni MK v lipidech (Obrazek €. 51) je velmi podobné u kultivace opét
samotné fasy a kvasinky, kde vyprodukovaly nejvice PUFA. U kokultivaci jsou nejvice
zastoupenymi MK SFA, z toho, ze v pfipad€ R. toruloides a Coccomyxa sp. je to az 100%
v poméru 1:4 (nicméné hodnota mize byt zpusobena chybnym naméfenim vzorku). Co se
tyCe celkové produkce lipida (Obrazek ¢. 52), tak i zde byly samotné MO schopny mnohem
lepsi produkce nez MO v kokultivacich.

Kokultivace R. toruloides a Chl. sorokiniana se dle narustu biomasy (Tabulka ¢. 20) da
povazovat za uspesné€jsi. Kokultivace ve vSech pomeérech byly schopny vyprodukovat vice
biomasy nez Cistd kvasinka. Nejlepsim kokultivaénim pomeérem se ukéazal byt pomér
kvasinka : fasa 1:1. V produkci metabolitd (Obrazek ¢. 50) se ale jako nejlepsi producenti
ukazaly byt pravé kultivace samotnych MO. Kokultivace bohuzel nebyly schopné
vyprodukovat takové mnozstvi produktd. Chl. sorokiniana vyprodukovala koenzym Q,
chlorofyl A, chlorofyl, B-karoten a lutein.
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Metabolity R. foruloides byly torulen, koenzym Q, ergosterol a B-karoten. V piipadé
kokultivaci byly jedinymi produkty B-karoten a koenzym Q. Nejvice B-karotenu bylo u
kokultivace v poméru 1:4 (0,59 mg/g susiny), nejvice ergosterolu vyprodukovala kokutlivace
vpomeéru 1:2 (0,13 mg/g suSiny). U procentudlniho zastoupeni MK v akumulovanych
lipidech (Obrazek €. 51) je zajimavé, Ze naprostym majortinim produktem u kokultivaci jsou
SFA. MUFA a PUFA jsou minimalni a v pfipadé kokultivace v poméru kvasinka : fasa 1:4
PUFA chybi tpln¢é. U MO kultivovanych samostatné jsou majoritnim produktem MUFA. Co
se ale tyCe celkové produkce (Obrazek ¢. 52), tak vice lipida vyprodukovaly MO kultivované
samotné. Nejvetsi procentualni zastoupeni lipida bylo zaznamenano u Cisté kvasinky a fasy

Coccomyxa sp..

® Lutein [mg/g biomasy]

B 3-Karoten [mg/g biomasy]

u Chlorofyl A [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy]
m Biomasa [g/l]

® Torulen [mg/g biomasy]

m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy|

Chlorofyl B [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy]

Tabulka €. 20. Produkce biomasy Rhodosporidium toruloides s Chl. Sorokiniana a
Coccomyxa sp. v kokultivacich v riznych pomérech
R. toruloides Cocco. sp. R.t.+Cocco. R.t.+Cocco. R.t.+Cocco.
sp. 1:1 sp. 1:2 sp. 1:4
1,79 g/l 0,68 g/1 0,98 g/1 0,69 g/1 1,03 g/1
Chl. S. R.t.+Ch.s. 1:1 R.t+Ch.s. R.t+Ch.s.
1:2 1:4
0,24 g/1 2,87 g/l 1,91 g/l 1,82 g/1
6,0 -
50 -
4,0 4
3,0 -
2,0 -
1,0 -
4 14l
R.toruloides Coccomyxa sp. R.t+Cocco. 1:1  Rt.+Cocco. 1:2  R.t.+Cocco. 1:4

Obrazek €. 49. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. toruloides v kokultivacich
s Coccomyxa sp. v riiznych pomérech
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® Lutein [mg/g biomasy] m Torulen [mg/g biomasy]
m -Karoten [mg/g biomasy] m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy|
® Chlorofyl A [mg/g biomasy] Chlorofyl B [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy] = Ergosterol [mg/g biomasy]

H Biomasa [g/1]

Obrazek €. 50. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. toruloides v kokultivacich
s Chlorella sorokiniana a Coccomyxa sp. v riiznych pomérech
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Obrazek €. 51. Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. toruloides s Chlorella sorokiniana a Coccomyxa sp.
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Obrazek €. 52. Grafické zndzornéni produkce lipidii v kokultivacich s kmenem R. toruloides
s Chlorella sorokiniana a Coccomyxa sp. v riiznych pomérech

Kokultivace R. toruloides s Desm. Acutus a Chlamydomonas Reinhardtii na BBM
médiu s glycerolema a ureou v raznych pomérech
Dalsim pokusem byla kokultivace R. toruloides s Desm. acutus a Chlamydomonas

reinhardtii. Prvni den byly do vSech produk¢nich médii zaoCkovany pouze tfasy bez zdroje
uhliku. Ten se spolu s kvasinkami pfidal az druhy den, aby mély fasy néjaky Cas prizpusobit
se novému prostiedi. Pro Cisté fasova média byly pfipraveny dva druhy produkénich médii,
jedno s pritomnosti uhlikového zdroje a druhé bez.

Z tabulek produkce biomasy (Tabulka ¢. 21) je bohuzel jasné, ze kokultivace s zadnou
fasou v zadném poméru nebyly z hlediska narustu biomasy tak uspeésné jako u ¢istych MO. U
obou kokultivaci se ukazala byt nejvyhodné&jsi pomér kvasinka : fasa 1:2.

Z prviho grafu produkce karotenoidnich barviv (Obrazek €. 53) se nejlepsSim producentem
metabolitt ukazala byt Chl. reinh. v produkénim médiu s glycerolem, médium bylo vSak silné
kontaminované bakteriemi, neni tedy mozné namétfené hodnoty povazovat za uplné€ prikazné.
Nejlepsim producentem celkovych karotenoidu se stala kokultivace v pomeéru kvasinka : fasa
1:4. Produkce B-karotent je srovnatelna u vSech pomérd kokultivace, ale nejvyssi byla u
poméru 1:2 0,82 mg/g biomasy. Nejvyssi produkce ergosterolu a koenzymu Q ze vSech
kultivaci se ukazala byt u kokultivacniho poméru 1:4, a to 3,87 mg/g biomasy a 3,65 mg/g
biomasy. Procentudlni zastoupeni (Obrazek ¢. 55) MK mezi kokultivacemi je srovnatelné
mezi poméry kvasinka:ftasa 1:1 a 1:4. V poméru kvasinka:fasa 1:2 jsou majortinim
produktem SFA, kde je jejich mnozstvi nejvétsi ze vSech kultivaci. Nejvice MUFA
vyprodukovala Cista kvasinka, nejvice PUFA Chl. reinhardtii v médiu bez glycerolu. V otazce
celkového mnozstvi akumulovanych lipida (Obrazek ¢. 56) je taky na prvnim misté Cista
kvasinka, dale pak kokultivace v pomér kvasinka : fasa 1:4 a 1:2.

U produkce celkovych karotenoidd s Desm. acutus (Obrazek ¢. 54) u kokultivaci
produkce klesa se zvySujicim se pomérem pritomnosti fas v médiu. Produkce karotenoidi u
Cisté kvasinky a fasy v médiu bez glycerolu je srovnatelna. Produkce B-karotenu je nejvyssi u
kultivace samotné kvasinky a fasy, u kokultivaci je témeér totoznd. Nejvice ergosterolu a
koenzymu Q vyprodukovala samotna kvasinka (7,21 mg/g biomasy a 3,96 mg/g biomasy) a
kokultivace v poméru 1:1 (4,29 mg/g biomasy a 3,64 mg/g biomasy). NejvyznamnéjSim
producentem chlorofylu A pak byla samotna fasa v médiu bez glycerolu, v kokultivacich
produkce klesa se zvySujicim se pomérem fas.
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V piipadé tohoto experimentu je procentualni zastoupeni MK (Obrazek ¢. 55) u
kokultivaci a kutlivace samotné kvasinky velmi podobné, MUFA jsou majoritnim produktem.
U kultivace samotné fasy v médiu s glycerolem byly vyprodukovany jenom MUFA a PUFA,
nicméné bylo médium kontaminovao bakteriemi. Desm. acutus v médiu bez glycerolu mélo
majoritni produkt SFA. Mnozstvi vyprodukovanych lipida (Obrazek ¢. 56) je nejvétsi u
kultivace samotného R. toruloides. U kokultivaci opét klesa se zvySujicim se mnozstvim fas
v médiu. Nejveétsi procentualni zastoupeni lipida pak bylo zaznamenano u vzorku s Cistkou
kvasinkou, u koultivace s fasou Desm. acutus v poméru 1:1 a u kokultivace s Chl. reinhardtii

v poméru 1:4.

Tabulka €. 21. Produkce biomasy Rhodosporidium toruloides s Desm.

Reinhardtii v kokultivacich v riznych pomérech

acutus a Chl.

R. D.a. + D.a. bez Rt+D.a. 1:1 | R.t.+D.a. R.t.+D.a.
toruloides glycerol glycerolu 1:2 1:4
3,15 g/l 0,91 g/l 1,20 g/l 0,87 g/l 1,56 g/l 1,38 g/l
Chl. reinh. + Chl. reinh. R.t.+Ch.r. R.t.+Ch.r.. R.t.+Ch.r.
glycerol Bez glyc 1:1 1:2 1:4
1,60 g/1 0,94 g/1 0,53 g/l 1,25 g/l 0,58 g/l
10,0
9,0
8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0
Chl.reinhardtii s R.toruloides  R.t.+Chl.rein. 1:1 R.t.+Ch. rein. 1:2 R.t.+Ch.rein.1:4
glyc

® Lutein [mg/g biomasy]

m 3-Karoten [mg/g biomasy]

u Chlorofyl A [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy]

m Biomasa [g/1]

u Torulen [mg/g biomasy]

m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy]

Obrazek €. 53. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. toruloides v kokultivacich
s Chlamydomonas reinardtii v ruznych pomérech
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u Chlorofyl A [mg/g biomasy] Chlorofyl B [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy] = Ergosterol [mg/g biomasy]

Obrazek €. 54. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. toruloides v kokultivacich
s Desm. acutus v riiznych pomérech
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Obrazek €. 55. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. toruloides s Desm. acutus a Chlamydomonas reinhardtii

58



25
20
15

10

OJ_I_._._L._|| o o b 0.

ides @C sC _l'-‘ ,1'-2 _l'-A‘ .. et i S . 0111 . .1'-7‘ . ‘1'-4
goﬂ*\?n acumssesm.acuws R-"XD G R,t.)‘D'a RLXD .a. W ardt bfemhafd“: )(c\(‘.\r@m’t )(C“'Yem,‘ N ch.f@m
pes™ chr® cw Rt Rt R

® Biomasa [g/1] % zastoupeni lipidi ~ ® Mnozstvi lipidu [g/1]

Obrazek €. 56. Grafické znazornéni produkce lipidit v kokultivacich s kmenem R. toruloides s Desm.
acutus a Chlamydomonas reinhardtii v riiznych pomérech

5.5.3 Kokultivace s kmenem Rhodotorula kratochvilovae
Kokultivace R. kratochvilovae na BBM médiu s glycerolem a ureou

Z tabulky produkce (Tabulka €. 22) je ziejmé, ze v tomto piipadé vykazuji vSechny typy
kokultivaci produkci vétsSiho mnozstvi biomasy, nez ma samotna kvasinka. Nejvetsi nartst
biomasy, byl zaznamenam u kokultivace s Coccomyxa sp..V tomto experimentu se produkce
metaboliti (Obrazek ¢. 57) mezi kokultivacemi a Cistou kvasinkou li§i. Samotna R.
kratochvilovae vykazuje vétsi produkci celkovych karotenoidi nez kokultivace.
Vyprodukovala také velké mnozstvi ergosterolu. Nejmensi produkce celkovych karotenoida
byla paradoxné u kokultivace s Coccomyxa (0,51 mg/g suSiny). Co se tyCe produkce mezi
samotnymi kokultivacemi tak v pfipadé celkovych karotenoidu z toho vychazi nejlépe Desm.
acutus 1,912 mg/g biomasy. Nejvétsi produkci ergosterolu meéla kokultivace se Synech.
nidulans (1,64 mg/g biomasy). Jedinym producentem chlorofylu A byl Desm. quadricauda.

Procentualni zastoupeni lipida ve vzorcich (Obrazek ¢. 58) se v jednotlivych vzorcich lisi.
Kokultivace s Coccomyxa sp. méa nejvétsi produkei SFA a nejmensi produkci PUFA. Nejvétsi
produkci MUFA mél vzorek, ktery obsahoval Cistou kvasinku. V kokultivacich ma nejvétsi
procentualni zastoupeni MUFA ve vzorku s Desm.acutus. Co se tyCe celkové produkce lipida
(Obrazek €. 59), nejvétsi mnozstvi vyprodukovanych lipidd bylo ve vzorku kokultivace
s Desm. acutus, kde je také nejvétsi procentudlni zastoupeni. Ve vSech ostatnich vzorcich je
produkce mnozstvi lipidd podobna. Nejvétsi procentualni zastoupeni lipida bylo ve vzorku
kultivace ¢isté kvasinky.

Tabulka €. 22. Produkce biomasy R. kratochvilovae v kokultivacich s glycerolem

Synechoc. Desmos. Coccomyxa Desmod. R.
nidulans quadricauda acutus kratochvilovae
5,49 g/l 7,02 g/1 11,37 g/l 4,72 g/l 4,18 g/l
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Synec.nidulans  Desm.quadricauda  Coccomyxa sp. Desm.acutus R.kratochvilovae
® Lutein [mg/g biomasy] m -Karoten [mg/g biomasy]
m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy] m Chlorofyl A [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy] m Coenzym Q [mg/g biomasy]
= Ergosterol [mg/g biomasy] H Biomasa [g/1]

Obrazek €. 57. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitu R. kratochvilovae v kokultivacich
na glycerolovém médiu
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Obrazek €. 58. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. kratochvilovae a riiznymi mikrorasami na glycerolovéem médiu
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Obrazek €. 59. Grafické zndzornéni produkce lipidu v kokultivacich s kmenem R. kratochvilovae a
riiznymi mikrorasami na glycerolovém médiu

Kokultivace R. kratochvilovae na BBM médiu s gluk6ézou a ureou

Tento experiment byl stejny jako predchozi. Jedinym rozdilem byl jiny zdroj uhliku,
v tomto pfipadé glukdza. Z tabulky produkce (Tabulka ¢. 23) lze vidét ziejmé, ze v tomto
ptipadé€ vykazuje kokultivace s Desm. quadr. jako jedina kokultivace vét§i mnozstvi biomasy,
nez ma samotna kvasinka. Celkova produkce metaboliti (Obrazek ¢. 60) mezi kokultivacemi
a Cistou kvasinkou se da srovnat. Vyjimku tvofi kokultivace s fasami Desm. acutus a D.
quadricauda, kde je produkce celkovych karotenoidi mensi. Kokultivace s Coccomyxa. sp je
nejveétsim producentem koenzymu Q (2,42 mg/g suSiny) a ergosterolu (3,37 mg/g suSiny).
Poté nasleduje kokultivace s Desm. quadric., kdy mnozstvi koenzymu Q cinilo 1,42 mg/g
suSiny a ergosterolu bylo 2,19 mg/g suSiny. Coccomyxa sp. a Desm. quadricauda
v kokultivacich jsou jedinymi producenty chlorofylu A.

Procentualni zastoupeni lipidi ve vzorcich (Obrazek ¢. 61) je také srovnatelnd az na
kokultivaci s Coccomyxa. Kokultivace s Coccomyxa ma nejvét§i produkci SFA a PUFA ze
vSech kultivaci. Nejvétsi produkct MUFA meél vzorek, obsahujici Cistou kvasinku. Co se tyce
celkové produkce a procentualniho zastoupeni lipida (Obrazek ¢. 62), tak je produkce opét
srovnatelna mezi v§emi vzorky, Vyjimku tvoti kokultivace s Desm. acutus, kde je produkce i
procentualni zastoupeni mensi.

Tabulka €. 23. Produkce biomasy R. kratochvilovae v kokultivacich

Desmos. Synechoc. Desmod. Coccomyxa Cista
quadricauda nidulans acutus sp. kvasinka
958 g/l 8,92 g/l 7,69 o/l 8,97 g/l 9,17 g/l
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Desm.quadricauda Synech.nidulans Desm.acutus Coccomyxa sp.  R.kratochvilovae
® Lutein [mg/g biomasy] m 3-Karoten [mg/g biomasy]
m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy] H Chlorofyl A [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy] B Coenzym Q [mg/g biomasy]
= Ergosterol [mg/g biomasy] ® Biomasa [g/1]

Obrazek €. 60. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae v kokultivacich
na glukézovém médiu
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Obrazek €. 61. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. kratochvilovae a riiznymi mikrorasami na glukozovém médiu
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Obrazek €. 62. Grafické zndzornéni produkce lipidi v kokultivacich s kmenem R. kratochvilovae a
riiznymi mikrorasami na glukézovém médiu

Kokultivace R. kratochvilovae se Scen. obliquus a Desm. acutus na BBM médiu s

glukozou a ureou v ruznych pomérech

Dalsimi v sérii experimenttu byly kokultivace kvasinky R. kratochvilovae s fasami Scen.
Obliquus a Desm. acutus. Pro tasy byly opét ptipraveny dva druhy prudukcénich médii, jedno s
pfitomnosti uhlikového zdroje a druhé bez. Bohuzel médium se zdrojem uhliku bylo
kontaminované jinymi mikroorganismy.
Z tabulky produkce kokultivace se Scen. Obliquus (Tabulka €. 24) je patrné, ze ani jedna
kokultivace nebyla, co se tyCe narustu biomasy, tak uspesna jako kultivace samotné kvasinky.
Mezi kokultivacemi se ukazal byt nejlepsi pomér kvasinka : fasa 1:2. V otazce produkce
metabolitt (Obrazek €. 63) se ukazal byt nejlepSim Scen. Obliquus v médiu bez glukozy.
Vsechny poméry kokultivaci pak mély produkci celkovych karotenoidi vyssi nez kvasinka
samotna. Nejvétsim producentem ergosterolu je kokultivace v poméru 1:2 (5,52 mg/g suSiny),
za ni nasleduje Cista kvasinka (5,44 mg/g susiny). Co se tyCe produkce koenzymu Q, nejlépe
vychazi kokultiva¢ni pomér 1:1 s produkci 4,73 mg/g suSiny. Procentualni zastoupeni lipida
(Obrazek ¢. 65) u kokultivaci a kultivace R. kratochvilovae je srovnatelné, s vyjimkou
kokultivace v poméru kvasinka : fasa 1:1, kde je vétsi obsah SFA nez u zbylych dvou.
V ptipadé kultivace Scen. Obliquus na médiu s glukozou vysledky nejsou moc smérodatné
z divodu kontaminace média. Scen. Obliquus v médiu bez glukdzy vyprodukoval nejvétsi
mnozstvi PUFA a nejmensi mnozstvi SFA a MUFA ze vsech kultivaci. Co se tyce celkového
mnozstvi akumulovanych lipida (Obrazek ¢. 66) nejlépe z toho opét vychazi kultivace
samotné kvasinky.

Tabulka kultivaci kvasinky s Desm. acutus (Tabulka ¢. 24) nam fika, ze tento experiment
neprezily samotné fasy v produkcnich médiich. Srovnavat mizeme tedy jen kokultivace a
kultivaci samotné R. kratochvilovae. Ani v tomto ptipadé nebyly kokultivace schopné prertst
biomasou samotnou kvasinku. Rozdil mezi nejuspésnéjsim pomérem kvasinka : fasa 1:4 a
kultivaci kvasinky jiz ale neni tak veliky jako v pfipadé se Scen. Obliquus. Co se ale tyCe
produkci metaboliti (Obrazek ¢. 64) tak tam ztoho jednoznacné vychazeji nejlépe
kokultivace, které svou produkci metaboliti vyrazné¢ predCily produkci Ccisté R.
kratochvilovae. Mnozstvi vyprodukovanych celkovych karotenoidi je srovnatelné, ale
nejlepSim pomeérem se v tomto sméru ukazal byt pomér kvasinka : fasa 1:2. VSechny
kokultivace byly schopny vyprodukovat velké mnozstvi ergosterolu. NejlepsSim pomérem byl
pomer 1:1, ktery vyprodukoval 4,64 mg/g susiny.
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Nejvétsim producentem koenzymu Q byla kokultivace v poméru 1:2 — 4,57 mg/g suSiny.
Chlorofyl B byl nejvice pfitomen u kokultivacniho poméru 1:2. V procentualnim zastoupeni
lipidt (Obrazek ¢. 65) jsou ve vSech kultivacich majoritnim produktem MUFA. Minortinim
produktem jsou potom PUFA, kromé kokultivace v poméru kvasinka : fasa 1:2, kde jsou
minortinim produktem SFA a PUFA jsou zde zastoupena nejvice ze vSech kultivaci. MUFA
jsou nejvice zastoupeny u Cisté R. kratochvilovae. V lipidické produkci (Obrazek €. 66) je
nejveétsim producentem lipida kultivace samotné R. kratochvilovae a poté kokultivace
v poméru kvasinka : fasa 1:4.

Tabulka €. 24. Produkce biomasy R. Kratochvilovae se Scen.

v kokultivacich v riznych pomérech

Obliquus a Desm. acutus

R. Scen.obl. Scen.obl. R.k. +S.0. R.k. +S.0. R.k.
kratochvilovae | bez glukdzy + glukédza 1:1 1:2 +S.0. 1:4
432 g/l 0,63 g/l 0,22 g/l 0,49 g/l 3,12 ¢/l 0,92 g/l
Desm.ac.bez Desm.ac. R.k+D.a. R.k+D.a. R.k+D.a
glukézy + glukodza 1:1 1:2 . 1:4.
Neprezil Nepiezil 0,65 g/l 1,24 g/l 3,42 g/l
14,0 -
12,0 -
10,0 A
8,0 -
6,0 4
4,0 -
2,0 4
0,0 -
C L Y
aov? 50 Qs o> \ \
?\\k"a‘o SCe(\' \\Q““ c,e(\-o\o\\o‘ X Ce(\.o x‘:ce“‘o ‘\Sce’(\‘o
M Lutein [mg/g biomasy] M Torulen [mg/g biomasy]
M B-Karoten [mg/g biomasy] m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]

M Chlorofyl A [mg/g biomasy]

B Coenzym Q [mg/g bi
M Biomasa [g/I]

omasy]

Chlorofyl B [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy]

Obrazek €. 63. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae v kokultivacich
se Scen. obliquus v riiznych pomérech
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m Coenzym Q [mg/g biomasy] = Ergosterol [mg/g biomasy]

H Biomasa [g/1]

Obrazek €. 64. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae v kokultivacich
s Desm. acutus v riiznych pomérech
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Obrazek €. 65. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. kratochvilovae a Scen. Obliquus a Desm. acutus
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Obrazek €. 66. Grafické znazornéni produkce lipidii v kokultivacich s kmenem R. kratochvilovae
s Desm. acutus a Scen. obliquus v riiznych pomérech

Kokultivace R. kratochvilovae s Desm. Quadricauda na BBM médiu s glukozou a
ureou v ruznych pomérech

Pfi tomto experimentu byly do provzdusiovacich lahvi zaockovany tfasa Desmodesmus
quadricauda a kvasinka Rhodotorula kratochvilovae. Nejprve se zaoCkovala tasa, pouze do
BBM média s ureou, nechala se den rust a az po dni se pfidala glukéza jako zdroj uhliku a
kvasinka. Ve vysledcich je také uveden D. quad. v médiu s glukdzou, ale médium bylo silné
kontaminovano bakteriemi. Z tabulky biomas (Tabulka ¢ 25) lze wvidét, ze jakakoli
kokultivace méla vys§i produkci biomasy nez kultivace samotné kvasinky. Nejvetsi narust
potom méla kokultivace s pomérem kvasinka : fasa 1:2. I z grafu celkové produkce metabolita
(Obrazek €. 67) je zfejmé, ze jakakoli kokultivace byla schopna vyprodukovat vétsi mnozstvi
produkti nez samotna kultivace kvasinky a fasy.

Nejvétsi produkci celkovych karotenoidi maji MO, které byly kultivovany v poméru
kvasinka: tasa 1:2 (10,04 mg/g susiny). Produkce ergosterolu je nejvyssi u kokultivaéniho
pomeéru kvasinka : tasa 1:1 (5,37 mg/ g suSiny). Poté je v produkci na druhém misté Cista
kvasinka a poté kokultivaéni pomeéry 1:4 a 1:2. U vsech kokultivaci je také vyprodukovano
vice B-karotenu nez u samotné kvasinky. Kokultivacni pomér 1:4 mél také vétsi produkei
luteinu (0,24 mg/l) nez samotny Desm. quadricauda (0,01 mg/g susiny). Nejvétsi produkce
koenzymu Q byla u kokultiva¢niho poméru 1:1 a to 6,04 mg/g susiny.

Co se tyce uvedeného procentualniho zastoupeni lipidi (Obrazek €. 68), je produkce
MUFA a PUFA ve vSech vzorcich srovnatelnd, az na médium s D. quadr. bez glukézy, kdy
fasa vyprodukovala pouze SFA a MUFA. Graf mnozstvi lipidi (Obrazek ¢. 69) fika, ze
kokultivace mély vétsi mnozstvi vyprodukovanych lipidi nez samotna kvasinka a fasa.
Nejvice jich vyprodukovaly kokultivace v pomérech kvasinka : fasa 1:1 a 1:4. Procentualni
zastoupeni lipida v kokultivacich je taky vysoké.
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Tabulka €. 25. Produkce biomasy R. Kratochvilovae s Desm. quadricauda v kokultivacich v
ruznych pomérech

R. Desm.q. Desm.q. + R.k.+D.q. R.k.+D.q. R.k.+D.q
kratochvilovae | bez glukdzy glukéza 1:1 1:2 . 1:4
4,48 g/l 0,23 g/l 2,75 g/l 4,61 g/l 721 g/l 4,59 g/l
12,0 -
10,0 -
8,0 -
6,0 -
4,0 -
2,0 4
0,0 -
o,tO(;WMOV qw e Sm.qo'ud. : Sm.q od s d Sm.qv’ad.
RK Desm' De Y\.“.)«De' ke xD¢ k_xDe
® Lutein [mg/g biomasy] m Torulen [mg/g biomasy]
B 3-Karoten [mg/g biomasy] 1 Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
u Chlorofyl A [mg/g biomasy] Chlorofyl B [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy] = Ergosterol [mg/g biomasy]

E Biomasa [g/1]
Obrazek €. 67. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae v kokultivacich
s Desm. quadricauda v riiznych pomérech
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Obrazek €. 68. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. kratochvilovae a Desm. quadricauda
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Obrazek €. 69. Grafické znazornéni produkce lipidii v kokultivacich s kmenem R. kratochvilovae
s Desm. quadricauda v riiznych pomérech

Kokultivace R. kratochvilovae s Coccomyxa sp. na BBM médiu s glycerolem a
ureou v ruznych pomérech

Poslednim experimentem byla kokultivace kvasinky R. kratochvilovae a mikrofasy
Coccomyxa sp.. Prvni den se do vSech médii zaockovaly pouze tasy, druhy den byly do
kokultiva¢nich lahvi pfidany zdroje uhliku a kvasinky. Byly pfipraveny dva média pro fasy,
jedno s pritomnosti uhlikového zdroje a druhé bez. Bohuzel bylo médium s uhlikem
kontaminované jinymi mikroorganismy. Z tabulky vytéznosti (Tabulka ¢. 26) je patrné, ze
zadna kokultivace nebyla, co se produkce biomasy tyCe uspeésnéjsi nez kultivace samotné
kvasinky. Nejlep§im pomérem se potom ukazal byt pomér kvasinka : fasa 1:4.

Co se tyCe celkové produkce karotenoidnich barviv (Obrazek ¢. 70) i tady se mnohem
lepSimi ukazaly kultivace Cistych fas a kvasinek, nejlepsim producentem karotenoidu byla
Coccomyxa sp. v médiu bez zdroje uhliku. Tato Coccomyxa byla také nejlepsim producentem
vsech karotenogennich barviv torulenu i B-karotenu a také chlorofyll. V ptipadé produkce
ergosterolu je nejlep§im producentem Cista kvasinka, z kokultivaci v jeho produkci vychazi
nejlépe pomér kvasinka : fasa 1:2. Ostatni poméry jsou v produkci srovnatelné. U vSech
pomeéra kokultivaci jsou produkce chlorofylt nizké. Nejvétsi produkce chlorofylu A je u
kokultivaéniho poméru kvasinka : fasa 1:1.

Procentualni zastoupeni MK v lipidech (Obrazek ¢. 71) je v pfipadé MUFA piiblizné
podobné u vSech kokultivaci. U samotné kvasinky je to majoritni produkt (a nejveétsi
zastoupeni ze vSech kultivaci), u Coccomyxa sp. v médiu bez uhliku je to minoritni produkt.
Coccomyxa sp. s glycerolem ma procentudlni zastoupeni kyselin témer shodné. Nejvét§im
producentem PUFA je Coccomyxa sp. v médiu bez uhliku. Nejvétsim producentem SFA je
Coccomyxa sp. v kokultivaci v poméru kvasinka : fasa 1:1. Co se tyce celkové produkce a
procentualniho zastoupeni lipidd (Obrazek ¢. 72), tak je nejvétsim producentem
akumulovanych lipidGi samotna R. kratochvilovae.
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Tabulka ¢. 26. Produkce biomasy R. Kratochvilovae s Coccomyxa sp. v kokultivacich v

raznych pomérech

R. kratochvilovae

Cocco. sp.
bez glycerolu

Cocco. sp.
s glycerolem

R.k+ Cocco.
sp. 1:1

R.k+Cocco.
sp. 1:2

R.k+Cocco.
sp. 1:4

8,16 g/l

0,08 g/1

2,09 o/l

0,93 g/l

1,04 g/l

1,65 g/l

12,0 -
10,0 A
8,0 -
6,0
4,0

2,0 -

0,0 -
.C
o

1l 12 1A

C
1 . o
. be OCCO' « ’\’COCCO .

. 0-
cocco' Cocco' ¥ « Bk')( c

m Lutein [mg/g biomasy]
m -Karoten [mg/g biomasy]
m Chlorofyl A [mg/g biomasy]

m Torulen [mg/g biomasy]

m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy]

m Coenzym Q [mg/g biomasy] = Ergosterol [mg/g biomasy]

® Biomasa [g/1]

Obrazek &. 70. Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae v kokultivacich

s Coccomyxa sp. v riiznych pomérech
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Obrazek &. 71. Grafické zndazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. kratochvilovae a Coccomyxa sp
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Obrazek €. 72. Grafické zndzornéni produkce lipidi v kokultivacich s kmenem R. kratochvilovae a
Coccomyxa sp. v riiznych pomérech
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6 ZAVER

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na stresové faktory ovliviiyjici riist a metabolismus
kvasinek a mikrofas. Konkrétné to byly pievazné biologické faktory — kokultivace.
Kultivovanymi kmeny kvasinek byly Rhodotorula kratochvilovae, Phaffia rhodozyma a
Rhodosporidium toruloides. Vybranymi druhy mikrofas poté byly Desmodesmus acutus,
Desmodesmus quadricauda, Coccomyxa sp., Chlorella sorokiniana, Scenedesmus obliquus a
Chlamydomonas reinhardtii. Jako zastupce sinic byl vybran Synechoccocus nidulans.

V prvnich sériich kultivac¢nich experimentt byly vybrané druhy kvasinek kultivovany na
médiich s riznymi zdroji uhliku a dusiku, aby bylo zjisténo, které médium je nejoptimalnéjsi
pro rast. V druhé fazi byly mikroorganismy kultivovan na BBM médiu s riznymi zdroji
uhliku a dusiku. U kmene R. kratochvilovae to bylo po ¢ty denni kultivaci médium
s glukozou a kvasniénym autolyzatem. Nejvétsi produkce celkovych karotenoidi byla u
gluk6zového meédia sureou a u glycerolového a gluk6zového média s kvasniénym
autolyzatem. Nejveétsi mnozstvi akumulovanych lipida vzniklo v médiu glukézou a ureou a
kvasni¢nym autolyzatem. Po Ctyt denni kultivaci na BBM médiu se jako nejlepsi zdroj uhliku
pro rust biomasy ukazala byt glukdza a zdroj dusiku urea. Nejvétsi produkce akumulovanych
lipida byla u média s glycerolem a siranem amonnym. Po deseti denni kultivaci na BBM
médiu byla nejlepsim zdrojem uhliku v narustu biomasy i celkovych karotenoidi glukoza a
dusiku kvasni¢ny autolyzat. Nejvétsi mnozstvi vyprodukovanych lipida bylo zaznamenano u
média glycerolem a ureou a glycerolem a siranem amonnym.

U kmene P. rhodozyma se u Ctyt denni kultivace ukazalo byt nejlepsi glycerolové médium
s kvasni¢nym autolyzatem. Produkce karotenoidi byla nejvy$si u média s glycerolem a
kvasnicnym autolyzatem, ale u vSech médii byla poméme vysoka. Akumulované mnozstvi
lipidd bylo u vSech médii pfiblizné€ srovnatelné. Po Ctyf a deseti denni kultivaci na BBM
médiu bylo nejlepsim produkénim médiem to s glycerolem a ureou. Kmen R toruloides byl v
této praci kultivovan pouze na BBM médiu, kde byl jako nejlepsi zdroj uhliku glukéza a
dusiku kvasni¢ny autolyzat. Produkce karotenoidti po ¢tyfech dnech byla nejvyssi na BBM
médiu s glycerolem a ureou, po deseti dnech byla produkce karotenoidi vysoka u vSech
médii. Akumulované lipidy byly nejvyssi u produkéniho média s glukdézou a kvasniénym
autolyzatem.

Dale nasledovaly kokultivacni experimenty v Erlenmeyerovych barikach, kdy byl jako
zdroj uhliku pouzit glycerol a glukéza. Jako zdroj dusiku byla v obou piipadech pouzita urea.
Kmen R. kratochvilovae byl kultivovan se ¢tyfmi vybranymi druhy mikrofas a sinic (Desm.
acutus, Desm. quadricauda, Coccomyxa sp., Synech. nidulans), v paté barice byla kultivovana
Cista kvasinka. V experimentu s glycerolovym uhlikatym zdrojem se v otazce produkce
vys$si produkci biomasy nez kultivace samotné kvasinky. Co se ale tyCe samotné produkce
metabolitt, nejlepsi se ukazala byt kultivace samotné kvasinky. Nejvice akumulovanych
lipidd vyprodukovalo médium se samotnou kvasinkou. U glukézového média méla nejvétsi
produkci biomasy kultivace s fasou Desm. quadricauda. Co se tyCe produkce metabolitl,
nejuspesnéjsimi se ukazaly byt kokultivace s fasami Coccomyxa sp. a Desm. quadricauda.
Mnozstvi vyprodukovanych lipidi bylo u tohoto experimentu srovnatelné mezi vSemi
kultivacemi, u kokultivace s Desm. acutus bylo mensi.

Kmen P. rhodozyma byl kultivovan se ¢tyfmi vybranymi druhy mikrofas a sinic (Desm.
acutus, Desm. quadricauda, Coccomyxa sp., Synech. nidulans) a v paté bance byla
kultivovana opét Cista kvasinka. Opét byly dva druhy produkcnich médii, jedno s glycerolem
a druhé s glukozou. Zdrojem dusiku byla urea. V piipade glycerolového média méla nejvetsi
produkci biomasy samotna kvasinka. Nejlepsim producentem metaboliti pak byla kokultivace
s fasou Coccomyxa sp. a sinici Synechoccocus nidulans. Nejvice lipida vyprodukovala
kokultivace se Syn. nidulans.
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U média s glukézou byla nejvétsi produkce biomasy v kokultivaci se sinici Syn. nidulans.
Nejlepsim producentem metabolitd byla kokutlivace s fasou Desm. quadricauda. Produkce
lipida byla v tomto piipad€ naprosto srovnatelna mezi v§emi kultivacemi.

Kmen R. toruloides byl také kultivovan se Ctyfmi vybranymi druhy mikrofas a sinic
(Desm. acutus, Desm. quadricauda, Coccomyxa sp., Synech. nidulans), v paté barice byla
samotna R. toruloides. V glycerolovém médiu meéla nejvétsi narust biomasy kultivace
samotné kvasinky. Produkce metabolitt je v této sadé experimenti vyrovnanéjsi, nejvice jich
vyprodukovala kokultivace se Synec. nidulans, poté nasleduje samotna kvasinka, poté Desm.
quadricauda a Desm. acutus. Nejmensi produkce metaboliti byla u kokultivace s fasou
Coccomyxa sp.. Nejvice lipida naakumulovala kokultivace se Syn. nidulans. U glukozového
média byl nejvétsi narust biomasy u kokultivace s Desm. acutus, ale v porovnani s biomasou
u Cisté kvasinky je rozdil minimalni. Nejvétsi produkei karotenoidi pak mély kokultivace
s fasami Desm. quadricauda a Desm. acutus. V tomto ptipadé bylo nejvice vyprodukovanych
lipida v kokultivacnim médiu s Desm. acutus.

Nasledovaly experimenty s mikrofasami, kde byl do média pfidan zdroj uhliku. Cilem
bylo zjistit, zda jsou fasy schopny mixotrofniho metabolismu. Rasy experimenty nepiezily,
zjistilo se tedy, Ze jsou striktné autotrofni.

V nasledujici sadé¢ byly mikroorganismy kultivovany v aerovaném prostredi a
kokutlivace byly v riiznych pomérech. Pouzité kvasinkové kmeny byly R. toruloides a R.
kratochvilovae. U kmene R. toruloides byly provedeny experimenty s fasami Desm. acutus,
Desm. quadricauda, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sorokiniana a Coccomyxa sp..
Nejuspesnéjsim kokultivacnim experimentem v otazce produkce biomasy se ukézala byt
kokultivace s fasou Chlorella sorokiniana. V tomto ptipadé byla zaznamenana vétsi biomasa
u vSech kokultivacnich pomérti nez u samotné kultivace kvasinky. V metabolické produkci
ale kokultivace tak uspésna nebyla, méla mnohem méné produktli nez kultivace samotné rasy
vyprodukovaly samotna fasa a kvasinka vice metabolitt.

U kmene R. kratochvilovae byly provedeny experimenty s fasami Desm. quadricauda,
Desm. acutus, Coccomyxa sp. a Scenedesmus obliquus. Poméry kvasinek a fas byly 1:1, 1:2 a
1:4, kdy byla u vysSicu poméri fasa vzdy v nadbytku. Z téchto experimentl vychazi
jednoznacné nejlépe kokultivace stasou Desm. quadricauda. Tento experiment byl
nejuspésnéjsi ze vSech kokultivacnich experimentl vibec. VSechny kokultivacni poméry
mely vétsi narust biomasy i1 produkci karotenoidu, ergosterolu a koenzymu Q nez kultivace
samotné kvasinky. NejlepsSim kokultivatnim pomeérem se ukazal byt 1:2, u ostatnich byla
produkce metaboliti i biomasy srovnatelna. Nejméné uspéSnou kultivaci jak z hlediska
produkce metabolit tak i biomasy se ukazala byt kokultivace s Coccomyxa sp..

Nejuspesnéjsi kokultivaci tedy byla kokultivace s R. kratochvilovae s Desm. quadricauda
ve vSech pomeérech. Tato kokultivace byla uspéSna jak v produkci biomasy, produkci
karotenoidd tak i v produkci lipidd. Usp&nou kokultivaci s hlediska narustu biomasy byla
také kokultivace s R. toruloides a Chlorella sorokiniana. V produkci celkovych karotenoida
byly jesté uspé$né kokultivace R. kratochvilovae s Desm. acutus ve vSech pomérech.

Vsechny kokultivacni experimenty byly pouze pilotni, do budoucna by bylo potieba
provést optimalizaci produkcénich médii, najit nejsymbiotiCtéjsi mikroorganismy, nalézt
vhodné pomery kokultivaci, zvazit pouziti a vliv antibiotik a celkové provést vice
experimentd v této oblasti. To bude predmétem dalSich praci.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
ACN - acetonitril

DAD - detektor diodového pole

FID - plamenové ionizacni detektor

GC - plynova chromatografie

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie

MeOH - methanol

MF A — mobilni faze A

MF B — mobilni faze B

MO - mikroorganismy

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny
PTFE — polytetrafluorethylen

PUFA - polynenasycené mastné kyseliny

SFA - nasycené mastné kyseliny

TrisHCI — pufr kyseliny chlorovodikové
YPD - yeast extract-pepton-dextrose
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