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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaoberd produkciou mikrobialnej biomasy vybratych kmenov
karoténoidnych kvasiniek na odpadnom produkte mliekarenskych vyrob — srvatky. Cielom
prace bolo nakultivovat’ vybraté kmene karoténoidnych kvasiniek na srvatkovom médiu
s pridavkom enzymov laktazy a protedzy. V tejto praci boli sledované tieto kvasinkové kmene:
Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula kratochvilovae, Rhodotorula mucilaginosa,
Sporidiobolus metaroseus, Cystofilobasidium macerans. Praca je rozdelena na dve hlavné Casti.
V teoretickej Casti si popisané vybrané kmene kvasiniek a ich metabolity, pouzity odpadny
substrat — srvatka a jej vyuzitie na kultivaciu mikroorganizmov. TaktieZ je stru¢ne popisana
charakteristika enzymov a chromatografické metddy plynovej a kvapalinovej chromatografie.
Prakticka Cast’ sa zaobera kultivaciou vybranych mikroorganizmov na vyuzitom odpadnom
substrate — srvatky s pridanim enzymov laktazy a protedzy. Nakultivovana biomasa bola d’alej
analyzovana na plynovej a kvapalinovej chromatografii, kde bol stanovovany obsah mastnych
kyselin, karoténoidov, ergostrolu a ubichinonu.

KLZUCOVE SLOVA
Karoténogénne kvasinky, karoténoidy, ergosterol, ubichinon, srvatka, enzymy



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the production of microbial biomass of selected carotenoid
yeast strains on the waste product of dairy production - whey. The aim of the work was to
cultivate selected carotenoid yeast strains on whey medium with the addition of lactase and
protease enzymes. The following yeast strains were studied in this work: Rhodosporidium
toruloides, Rhodotorula kratochvilovae, Rhodotorula mucilaginosa, Sporidiobolus metaroseus,
Cystophilobasidium macerans. The thesis is divided into two main parts. The theoretical part
describes the selected yeast strains and their metabolites, the waste substrate used - whey and
its use for cultivation of microorganisms. In addition, there is also briefly described the
characteristics of enzymes and chromatographic methods of gas and liquid chromatography.
The practical part deals with the cultivation of selected microorganisms on the used waste
substrate - whey with the addition of lactase and protease enzymes. The cultured biomass was
further analyzed by gas and liquid chromatography to determine the content of fatty acids,
carotenoids, ergosterol and ubiquinone.

KEY WORDS
Carotenogenic yeasts, carotenoids, ergosterol, ubiquinone, whey, enzymes
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1 UvVOD

Vyroba syru a mlie¢nych vyrobkov zacala uz pred tisickami rokov. Okrem produkcie sa
vyprodukuje aj nespocetné mnozstvo odpadnych substratov, najmi srvatky, ktoru je treba
nejako d’alej spracovat. Zo srvatky sa teda stdva lacny a ulinny substrat pre rdzne
mikroorganizmy. Niektoré druhy kvasiniek, ako napriklad karoténoidné kvasinky dokazu tento
odpadny substrat spracovat’ a premenit’ ho na vyuZiteI'né latky ako su karoténoidy, rozne steroly
a nenasytené mastné kyseliny.

Nenasytené mastné kyseliny su dolezitymi zlozkami, ktoré pomahaju zlepSovat’ zdravie
srdcového a cievneho systému a znizovat hladinu cholesterolu v krvi. Steroly s antioxidacné
latky s priaznivymi u¢inkami na srdcové zdravie a cholesterol. Karoténoidy su prirodné farbiva,
ktoré maju antioxidantové u¢inky a pomahaju chranit’ bunky pred oxidaénym stresom. Mnohé
karoténoidy su prekurzorom vitaminu A. Tiez pomahaja pri zlepSeni funkcie pecene a maji
protizapalové G¢inky na organizmus. Ich dopyt a vyuzitie sa kazdym rokom navySuje a je
ziadany nielen v potravinarskom a farmaceutickom priemysle, ale aj v kozmetike a vyzivovych
doplnkoch. Vdaka pozitivnym té¢inkom na zdravie a krasu sa stavaju nevyhnutnou sucast'ou
zdravého zivotného Stylu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kvasinky
2.1.1 Kuvasinky

Kvasinky su heterotrofné eukaryotické organizmy, ktoré patria do riSe fungi. Tvar buniek je
najCastejSie  elipsoidny, vajcovy, alebo gulovy. Je to nasledkom vegetativneho
rozmnozovania — pucania pripadne delenia a do ur¢itej miery aj kultivaénymi podmienkami
a vekom buniek. Vplyvom prostredia maju kvasinkové bunky tendenciu zhlukovat’ sa a klesat’
na dno nadoby. ZmenS$enim svojho permeabilného povrchu sa brania proti nepriaznivej latkovej
vymene z media. [1,2].

2.1.2 Cytoldgia

Vegetativna kvasinkova bunka méa na povrchu bunkovu stenu silnej a pevnej struktury. Tento
utvar ju chrani pred mechanickym poskodenim a osmotickym tlakom. Na povrchu bunkovej
steny sa nachadzaju jazvy po pucani. Cytoplazmickd membrana pod bunkovou stenou méa
polopriepustny charakter, ktory umoziuje bunke import Ziviny a export splodin ¢i uz aktivne,
alebo pasivne. Pod tymito biomembranami sa nachddza wvnatorné prostredie bunky
s cytoplazmou a bunkovym jadrom a organelami. Cytoplazma sa pocas Zivota bunky meni.
U mladych buniek sa javi ako priehl'adna, homogénna hmota. U star§ich sa zacinaju objavovat’
zrnieCka S menSou alebo vdcsou vakualizaciou. Jadro je od cytoplazmatickej membrany
oddelené dvomi membranami. Obsahuje chromozoémy, Cize obsahuje geneticki informaciu
bunky. Medzi najvyznamnejSie organely patria mitochondrie, endoplazmatické retikulum,
vakuoly a Golgiho aparat. Mitochondrie si semiautonémne organely s dvomi membranami,
v ktorych sa nachadzaju dychacie enzymy a systémy oxidacnej fosforilacie. Endoplazmatické
retikulum sa nachadza v blizkosti jadra a je tvorené sustavou membran a kanalikov. Na jej
povrchu st polyzomy a agregaty ribozémov, v ktorych prebicha proteosyntéza. Vakuoly sluzia
ako ulozisko niektorych latok ako su draselné iony, puriny, aminokyseliny a d’alsie. Zaroven
v nich dochadza k rozkladu latok s kratkym medzi¢asom rozpadu. Vyznam Golgiho aparatu
pozostava Vv transporte prekurzorov bunkovej steny, z cytoplazmy, cez cytoplazmaticku
membranu [1].

Bunkova stena

Jazva zrodu
Cytoplazmaticka membrana
Jadro

Jadrova membrana
Vakuola

Endoplazmatické reticulum
Mitochondrie

Glykogeén

Polymetafosfat (\Volutin)
Lipidy

Golgiho aparat

© oo NN R

N
= o
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N

Obrézok 1 Prierez kvasinkovou bunkou [1]
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2.1.3 RozmnoZovanie

Kvasinky sa najéastejSie vegetativne rozmnozuju puc¢anim. Po mitotickom deleni a zdvojeni
bune¢ného materidlu vznika dcérska bunka (pupen), ktora je spojend kanalikom. V niektorych
pripadoch sa pupent neoddeli od materskej bunky a zostanu spojené. Tieto bunky sa d’alej
mnozia a vznikd retazec buniek, takzvané pseudomycelium. Druhym spdsobom
rozmnozovania kvasiniek je pohlavné rozmnoZovanie pomocou spor. Obecne je
charakterizované spajanim dvoch haploidnych buniek, naslednym spajanim ich jadier, pocas
ktorého vznikaju diploidné jadrd. Vzniknuté diploidné jadra sa delia meidzou na $tyri haploidné
jadra, ktoré su zakladom spér. [1, 2].

2.1.4 Karoténogénne kvasinky

S to kvasinky, ktoré maji svoj metabolizmus prispdsobeny na produkciu ¢ervenych farbiv,
teda karoténov. Karotény su pigmenty zItého az Cerveného sfarbenia, rozpustné v tukoch, ale
nerozpustné vo vode. Nachadzaji sa na vnutornej strane cytoplazmatickej membrany. Medzi
producentov karotenoidov patria najmé kvasinky z oddelenia Basidiomycotina, kam patria
rody: Rhodototula, Rhodosporidium, Sporidiobolus, Sporobolomyces a Cystofilobasidium [3].

2.1.4.1 Rod Cystofilobasidium

Kvasinky tohto rodu vytvaraja karotenoidy, ktorych kombinacia podmieniuje ich jasne oranzove,
ruzovo - lososové az Skoricové sfarbenie. Tvar buniek je vajcovity az predizeny. K
nepohlavnému rozmnozovaniu dochadza polarnym pucanim. Niektoré¢ druhy vytvaraju
pseudohyfy. Pocas pohlavného rozmnozovania sa vytvara pravé mycélium. V telomorfnom
stave sa na mycelium vytvaraji interkalarne, gulovité, hrubostenné tmavo sfarbené probazidie.
Medzi najznamejSie druhy tohto rodu patria: Cystofilobasidium bisporidii, Cystofilobasidium
macerans [7].

Obrézok 2 Kultura na Petriho miske a zaznam z mikroskopu kvasinky Cystofilobasidium macerans
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2.1.4.2 Rod Rhodotorula
Bunky tohto rodu st gulovité, vajcovité alebo predizené. Syntetizuju ZIté alebo &ervené
pigmenty. Nepohlavné rozmnozovanie prebicha mnohostrannym alebo polarnym pucanim.
Netvoria balistokonidie. U via¢siny druhov chyba schopnost’ asimilovat’ inozitol a UpIne chyba
fermentacna schopnost’ [8].

Obréazok 3 Kultura na Petriho miske kvasinky Rhodotorula kratochvilovae

2.1.4.3 Rod Rhodosproridium
Kolonie tychto druhov kvasiniek maji ruzovu az oranzovu farbu. Tvar bunky je premenlivy od

gulovitého, vajcovitého aZ predizeného. Nepohlavné rozmnoZovanie je zabezpedené
mnohostrannym pucanim alebo puc¢anim na péloch. Netvoria balistokonidie. Niektoré druhy sa
spravaju heterotalicky, iné sa dokazu oplodnit’ samé. Vysledkom je vznik dikaryotidneho
mycélia so svorkovymi spojmi. Patria sem napriklad druhy: Rhodosporidium toruloides,
Rhodosporidium kratochvilovae a Rhodosporidium lusitaniae [9, 10].

Obrézok 4 Kultura na Petriho miske a zdznam z mikroskopu kvasinky Rhodosporidium toruloides
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2.1.4.4 Rod Sporidiobolus

Tvar buniek je vajcovity, elipsoidny, alebo predizeny. Farba je oranzové, ruzovéa az Gervena.
Nepohlavne sa rozmnozuji pucanim a balistokonidie sa vytvaraju na jednoduchych
a rozvetvenych sterigmatach. Pohlavné rozmnozovanie mbze byt’ heterotalické i homotalické.
Pri heterotalickom rozmnoZovani vznika dikaryotické mycélium konjugéaciou kompatibilného
parového paru. Pri homotalickom sa vyvijaju hyfy s telospérami. Vysledkom kli¢enia telospor
je metabazidium s diploidnymi bazidiospérami. Fermenta¢ny metabolizmus uplne chyba.
Patria sem napriklad druhy: Sporidiobolus pararoseus, Sporidiobolus metaroseus, alebo
Sporidiobolus johnsonii [11, 12].

Obrazok 5 Kultura na Petriho miske kvasinky Sporidiobolus metaroseus

2.2 Metabolity
2.2.1 Karoténoidy

Karoténoidy predstavuji skupinu cennych molekul Siroko vyuzivanych v roznych odvetviach
medzi ktoré patri najma potravinarsky, farmaceuticky a kimny priemysel. SU prekurzormi
vitaminu A a farbivami. Pdsobia ako vel'mi dobré antioxidanty, ktoré zachytavaju kyslikove
a peroxidove radikaly. Cudsky organizmus si karoténoidy nedokaze vytvarat’ sém, musi ich
prijimat’ v potrave alebo vo vyzivovych doplnkoch. St vSak syntetizované organizmami, ako
su rastliny, mikroriasy, cyanobaktéria a kvasinky. V bunke sa nachadzajd na vnatornej strane
cytoplazmatickej membrany, kde chrania bunky pred poSkodenim svetlom. Rozmanitost’
Struktur a biosyntetickych drah karoténoidov je ovplyvnena vonkaj$im prostredim. Podmienky
ako pH, teplota, koncentracia soli, mnoZzstvo rozpustené¢ho kyslika priamo ovplyviiuju regulaciu
biosyntetickych drah karoténoidov. V stresovych podmienkach su karoténoidy prostriedkom
obranného mechanizmu [3,4,5,6].

2.2.1.1 Struktira karoténoidov

Karoténoidy  patria  medzi  terpenoidy, ktorych  zakladnou  jednotkou je
2 —metyl - 1,3 — butadién. Centralna ¢ast je zlozena zdlhého uhlovodikového retazca
s konjugovanymi dvojnymi vdzbami. Karoténoidy sa rozdeluji na dve skupiny, ato na
karotény a xantofyly. Ich rozdiel spociva v pritomnosti roznych kyslikatych funkénych skupin,
ako su napriklad epoxy, metoxy, hydroxy, u xantofylov [4, 13].
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Podra cyklizacie na koncovych Castiach retazca sa delia na:

e Acyklické ( Tvorené linearnych retazcom, napriklad Lykopén)

e Monocyklické ( Na jednej strane je vytvoreny pat-uhlikaty, alebo Sest-uhlikaty cyklus,
napriklad torulén)

e Bicyklické (Na oboch stranach je zakonéenie cyklom, napriklad  — karotén)[3].

1IN X

R \\\\\ R

X

General carotenoid

\\\\

p-carotene

Astaxanthin

O
Obréazok 6 Struktiira vybratych karoténoidov [15]

2.2.1.2 Biosyntéza karoténoidov

Karoténoidy su produktom sekundarneho metabolizmu pocas izoprenovéj drahy. Su derivatmi
univerzalnych péat-uhlikatych prekurzorov, konkrétne izopentenylpyrofosfatu (IPP) a
dimetylalylpyrofosfatu (DMAPP). Existuju dve cesty syntézy: Mevalonatova (MVA) draha
a 2-C-metyl-D-erytritol-4-fosfatova (MEP) drdha. Kvasinky vyluéne vyuzivaji MVA
drahu.Biosyntéza mevalonovej drahy zac¢ina kondenzéciou dvoch molekul acetyl-CoA na
acetoacetyl-CoA apokracuje dalsou kondenzaciou na medziprodukt p-hydroxy-
methylglutaryl-CoA. Ten sa dalej redukuje na mevalonovi kyselinu, ktora je prvym
$pecifickym prekurzorom biosyntetickej cesty terpenoidov. Dalej sa fosforyluje a nasledne
dekaxboxyluje a vznikaju molekuly isopentenylu difosfatu (IPP), alebo jeho izoméru
dimethylallyldifosfatu (DMAPP). Postupnym pripajanim troch molekul IPP ku DMAPP vznika
hlavny produkt geranylgeranylpyrofosfat (GGPP). Reduk¢énou kondenzaciou dvoch GCPP
vzniké fytoen, ¢o je najjednoduchsi Cso karotenoid [17,26,27].
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Obrazok 7 Mechanizmus mevalonovej drahy biosyntézy karoténoidov[15]

Syntéza samotnych karoténoidov vedie cez fytoén. Ten podlieha desaturacii, ¢o vedie k vzniku
lykopénu. Lykopén pdsobi ako prekurzor cyklickych karoténoidov. Cyklizaciou lykopénu
vznika y-karotén, ktory tvori hlavny bod vetvenia. Z neho vznikaju roznymi metabolickymi
reakciami dalsie karoténoidy ako p-karotén, torulén. Thorularhodin vznikd naslednou
hydroxylaciou a oxidaciou torulénu.
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Obrazok 8 Schéma biosyntézy vybranych karoténoidov [15]

2.2.1.3 Karoteny

Karotény maju jednoduchu Strukturu, su tvorené len uhlovodikovym ret'azcom. SU lipofilné,
bioaktivne latky, ktoré si nerozpustné vo vode. Vdaka svojej polyénovej Strukture su
vybornymi antioxidantami, ktoré zachytavaju a eliminuja kyslikové radikaly z prostredia. Su
nestabilné voci oxidacii, teplu a svetlu vd’aka Struktare konjugovanej dvojnej vazby, ktora je
bohata na elektrony. [4, 14, 16] .

2.2.2 Lipidy

Pod oznacenie lipidy spadéd Siroké spektrum latok, ktorych spoloénym znakom je prevaha
vel’kych nepolarnych uhlovodikovych struktar v molekule, ktoré dodavaju lipidom typicku
olejoviti az voskovii povahu. Jednd sa o0 nepolarne molekuly rozpustné v organickych
rozpustadlach, ale nerozpustnych vo vode [18].
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2.2.2.1 Biologicka funkcia a delenie lipidov

Lipidy rozdel'ujeme na jednoduché a zlozité. Medzi jednoduché patria triacylglyceroly, ktoré
maju vysoky obsah vodiku a Zivin a st teda aj energeticky najbohatsie. Skladaju sa z troch
mastnych kyselin spojenych s glycerolom esterovou vézbou. V organizmoch sluzia ako hlavné
zasobné latky. Medzi zlozité lipidy patria fosfoacylglyceroly, sfingolipidy a d’alSie komplexné
zluceniny ako lipoproteiny alebo glykolipidy. Fosfolipidy a steroly sa orientujd do monovrstiev
a dvojvrstiev a vytvaraji strukturne jadro biomembran. Tvoria az polovicu celkového zloZenia
biomemrény. Biologicka funkcia lipidov je vel'mi rozmanita. Ostatné lipidy hraji dolezita rolu
ako napriklad enzymy, kofaktory, elektronové prenasace a d’alsie[18,28].

2.2.2.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny st zakladné stcasti lipidov. Jedna sa o alifatické monokarboxylové kyseliny
s dlhymi az na vynimky nevetvenymi retazcami tvorenymi 4 az 26 atomami uhliku. VolIne
Vv prirode sa beZne nevyskytuju. V ich esterifikovanej forme st v§ak hlavnou zloZkou réznych
lipidov. V prirode sa molekuly mastnych kyselin vyskytuji zva¢sa s parnym poctom atomov
uhlika. V zavislosti od po¢tu dvojnych vézieb mdzu byt nenasytené, mononasytené, alebo
polynasytené. [19].

Mononasytené mastné kyseliny (MUFA) maja vo svojom retazci jednu dvojnu vdazbu. Su to
olejovité latky, ktorym sa pripisuju priaznivé G¢inky na srdcovocievny systém. Hlavnym
zastupcom je kyselina olejova. [19,35].

Polynasytené mastné kyseliny (PUFA) obsahuju dve alebo viac nenasytenych dvojnych vazieb
v cis konformécii. SU to kvapalné latky. Maju priaznivé protizapalové vlastnosti. Kvoli
vy$$iemu mnozstvu dvojnych vizieb si najnachylnejSie k oxidacii. Prikladom polynasytenych
mastnych kyselin su linolenova kyselina, alebo arachidonova kyselina. [19, 34]

Nasytené mastné kyseliny (SFA) v svojej Strukture neobsahuju dvojnti vizbu. Vd’aka tomu st
najstabilnejSie. Jedna sa o tuhe latky za izbovej teploty. Spaja sa s nimi zvySovanie cholesterolu
v krvi. [19, 35]

2.2.2.3 Biosyntéza mastnych kyselin

Biosyntéza mastnych kyselin alebo tiez oznatované ako lypogenéza, prebieha v bunkach
v cytosole. Tato draha neprebieha v organizme reverzibilne ich oxidaciou. Na syntéze
mastnych Kkyselin sa podiel'a v bakteridlnych bunkach sedem nezavislych enzymov.
V kvasinkach a d’alsich vyssich organizmoch tuto rolu prevzal enzym fatty acid synthase (FAS),
ktory nahradzuje sedem samostatnych enzymov. Biosyntéza mastnych kyselin je rozdeliteI'na
do troch faz[19,20].

V prvom kroku syntézy mastnych kyselin sa acetyl-CoA karboxyluje na malonyl-CoA za
pritomnosti acetyl-CoA-karboxylazy a hydrogénuhli¢itanu ako zdroja CO2. Tento enzym je
multienzymovy protein obsahujici variabilny pocet identickych podjednotiek , ktord kazda
obsahuje biotin, biotin karboxylazu a protein, ktory ho nesie, transkarboxylazu a regulaéné
allosterické miesto [43].
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FAS je dimér zloZzeny z dvoch identickych monomérov. Kazdd nesie na jednom
polypeptidickom retazci vSetkych sedem enzymov. Na zaciatku dochadza k spojeniu pdvodnej
molekuly acetyl-CoA s cysteinovou -SH skupinou. Je katalyzovand acetyltransacylazou.
Malonyl-CoA zreaguje zo susednou SH-skupinou na 4-fosfopantetheinu ACP na druhom
monomere za vzniku acetyl(acyl)-malonyl enzymu. Acetylova skupina pésobi na metylovi
skupinu malonylovych rezidui a tym sa uvoltiuje CO> a vytvori sa 3-ketoacyl enzym, pri¢om
cysteinova skupina zostava volna. Dalej dochadza ku redukcii, dehydratécii a d’alsej redukcii
3-ketoacylovej skupiny a vytvara sa nasyteny acyl-S-enzym. Nova molekula malonyl-CoA sa
spaja s SH-skupinou a nahradza nasyteny acylovy zbytok na volnej cysteinobvej -SH skupine.
Po $iestich opakovaniach tychto reakcii je vytvoreny 16-uhlikovy acylovy radikal (palmitoyl).
Ten je nasledne uvolneny z komplexu enzymov t¢inkom siedmeho enzymu thioesterasy [43].
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Obrazok 9 Schéma biosyntézy mastnych kyselin [15]
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2.2.2.4 poxidacia

B oxidacia mastnych kyselin prebieha v mitochondriach. Na mitochondrialnom matrixe sa
nachadza skupina enzymov nazyvana oxidaza mastnych kyselin. Tento enzymaticky systém
katalyzuje oxidaciu acyl-CoA na acetyl-CoA, ktoré su sprazené s fosforylaciou ADP.

Predtym, ako su mastne kyseliny katabolizované, musia byt’ premenené na aktivnu formu acyl-
CoA, Téato reakcia je katabolizovana enzymom acyl-CoA-synthetasou. V prvom kroku
B - oxidacie sa odoberaju dva vodiky z 2(a)- a3(B)- uhlikovych retazcov. Tato reakcia je
katalyzovana acyl-CoA-dehydrogenazou. Vznika A?-trans -enoyl-CoA a FADH,. Nasledne je
dvojna véizba nasytena molekulou vody a katalyzovana enzymom A? -enoyl-CoA-hydratazou
avznikd 3-hydroxyacyl-CoA. Néslednou dehydrogenaciou na 3. uhliku vzniknd zhodné
zlaceniny 3- ketoacyl-CoA zluceniny. V poslednom kroku je na pozicii 2,3 rozstiepeny
thiolazov a vzniké acetyl-CoA a ret'azec acyl-CoA, ktory je o dva uhliky krat§i ako povodny.
Acyl-CoA znovu vstupuje do cyklu d’alSej oxidacie. Oxidacia mastnych kyselin je ukonéena
vtedy, ked’ je v citratovom cykle posledny acetyl-CoA oxidovany na COz a vodu [43].

2.2.2.5 Ubichinon

Ubichinon, inym nazvom koenzym Q, oznacuje benzochinony rozpustné v tukoch, ktoré sa lisia
dizkou izoprenylového bo&ného ret'azca. Tvori neodmyslitelnii su¢ast’ dychacieho retazca, kde
transportuje elektrony pri oxidativnej fosforylacii. Taktiez je kofaktorom syntézy
pyrimidinovych nukleotidov a napoméaha recyklacii oxidu dusnatého. V svojej redukovanej
forme je vybornym antioxidantom, ucinne chrani membranové fosfolipidy a sériove
lipoproteiny s nizkou hustotou pred peroxidaciou. Nepriamo stabilizuje vapnikové kanaly, aby
sa zabranilo pretazeniu vapnikom, podiel’a sa na recyklacii a-tokoferolového radikalu spit’ na
a-tokoferol. V bunkach sa jeho koncentracia zvySuje, ak su bunky v strese. Jeho obsah sa
s pribudajucim vekom znizuje. Jeho najznamej$im zastupcom je koenzym Q 10. Koenzym
Q 10 je syntetizovany z mevalovej drahy, kde je ziskavany z acyl-CoA, ktory produkuje
cholesterol, dilichol a ako kone¢ny produkt CoQ10 [32.39,40,41].

2.2.2.6 Ergosterol

Ergostrerol je bioaktivna latka, ktora patri medzi steroly. Nachadza sa vo viaésine hubovitych
buniek, kde je jednou z hlavnych zloziek biomembrén. V rastlinnej risi sa vyskytuje vo forme
fytosterolu a u zvierat cholesterolu. Je finalnym produktom dlhej viacstupiiovej biosyntetickej
sterolovej drahy. Pre ich prvé tri kroky je biosyntéza rovnaka, potom sa za¢ne draha kazdej
odlisovat. Funkcia ergosterolu spociva V zabezpeCeni pevnosti, spravnej fluidity a stability
biomembrany a zvySeni odolnosti buniek pred zmenami vonkaj$ich podmienok, ako su
osmoticky tlak, teplota a vlhkost’ [37,38].
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2.3 Kultivacia
2.3.1 Kultivacia kvasiniek

Zivotaschopnost’ a vyvoj mikroorganizmov zavisi na vonkajsich podmienok. Kazda zmena
v podmienkach dokaze ovplyvnit’ rast a vyvoj buniek. Ak vSak si zabezpetené vhodné
podmienky, dany organizmus sa mnozi vel'mi rychlo. Medzi najvyznamnejSie faktory patria
vyziva, teplota, pH, vodnd aktivita a airacia. Kazdé médium by malo mat’ zabezpec¢eny dostatok
uhlikatého substratu a d’alsie anorganické i6ny pre spravny rast buniek [1].

2.3.2 Rastova krivka

Mnozstvo zivin obsiahnutych v Zivnom médiu obmedzuje rast populacie, pretoZe ich postupne
mikroorganizmy spotrebovavaju a za¢inaju sa hromadit’ splodiny metabolizmu, ktoré vo
vyssich koncentraciach zabratuji d’alSiemu rozmnozovaniu. Rastova krivka ndm graficky
znazortiuje zavislost’ koncentracie buniek v Zivnom médiu na ¢ase v mediu. Mikroorganizmy
po preneseni do in¢ho zivného média nedokazu ihned’ optimalizovat’ rychlost rastu a mnoZenia,
tento &as vyuzivaju na aktivaciu enzymov. Tato faza sa oznaduje ako Lag - faza. Jej dizka zalezi
na mnohych faktoroch, zktorych medzi najvyznamnejSie patri zloZenie média, druh
mikroorganizmu a podobne. Po Lag-faze nastdva faza exponencialneho rastu, ktora je
charakteristicka najva¢sim zrychlenim rastu kultury. V stacionarnej faze sa ustaluje pocet
buniek priblizne na rovnakej hodnote. Je to spdsobené spomalenim rozmnozovania, kedy
prirastok novych buniek je vyvazeny odumierajucimi. Posledna faza je f4za odumierania pocas
ktorej dochadza k autolyze buniek, hromadeniu metabolitov a tbytku zivin [1, 2].

Obrazok 10 Rastova krivka [1]

2.3.3 Bioreaktor

Bioreaktory st nadoby alebo nadrze, v ktorych prebieha transforméacia surovin na biochemické
produkty. Su vyrobené z inertného materialu, najcastejsie sklo alebo nerezova ocel’. Skladaju
sa z vymenného chladi¢a, miesadla, aera¢neho zariadenia, Cerpadla. Vsetky tieto Casti su
ovladané cez centralny systém. Je dolezité, aby bioreaktor obsahoval pH sondu, teplomer,
a kyslikovt sondu. Tieto ¢inidla vysielaja signély, ktoré vyhodnocuje systém a usmerfiuje cely
fermentor. Podla velkosti sa fermentory rozdeluju na laboratorne o objeme do 30 I:
Stvrtprvadzkové o objeme 30 az 1001, poloprevadzkové sobjemom 100 az 5000 I
a prevadzkové, ktoré maju objem viac ako 5000 I. Podl'a sposobu prevadzky rozdelujeme
bioreaktory na: vsatkové (Batch), kontinualne, alebo fed- batch. Vsatkovy bioreaktor patri
medzi najvyuZivanejSie. Jeho podstatou je uzavrety systém, v ktorom dochadza k zmenam
Vv priebehu ¢asu [30.31].
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2.4 Odpadny substrat
2.4.1 Srvatka

Srvatka je tekuty, zltozeleny, vedl'ajsi produkt pri vyrobe syrov, alebo kazeinu z mlieka. Je
vysledkom koaguldcie mliecnych bielkovin kyslymi alebo proteolytickymi enzymami. V
zavislosti od typu pouzitej vyrobnej metody pripravy, hlavne vyberom zrazadla, rozdel'ujeme
kysll a sladkd srvatku.. Ku kyslému, kazeinovému zrazaniu dojde pri pH priblizne 4,6. VyuZziva
sa pri vyrobe tvarohu alebo Cerstvych kyslych syrov. Na vyrobu sladkych syrov sa pridavaju
do mlieka enzymy, ktoré sposobia naruSenie kazeinovych bielkovin a nésledné¢ uvolnenie
organickych kyselin, mineréalov a bielkovin do srvatky. Srvatka predstavuje priblizne 85-95 %
mlieka a zachovava si priblizne 55 % vyzivnych latok. Zlozenie srvatky vSak ovplyviiuje
mnoho faktorov, ako napr. su zdroj mlieka, metoda pouzita pri vyrobe alebo doba skladovania.
Hlavnou zlozkou Kkyslej i sladkej srvatky tvori voda s priblizne 93 %, z celkového objemu
srvatky. Susina srvatky je vSeobecne zlozena zo: 70-72 % laktdzy, srvatkovych bielkovin 8-
10 %, minerélnych latok 12-15 % a z kyseliny mlie¢nej, citronovej, nebielkovinovych zlucenin
dusika, ako st mocovina a kyselina mocova a vitaminov skupiny B [22, 23].

2.5 Uprava substratu
2.5.1 Enzymy

Enzymy su molekuly bielkovinovej povahy, schopné katalyzovat' biochemické reakcie.
Nachadzajt sa vo vSetkych zivych organizmoch, kde sa zapajaja a usmerniuju prakticky vsetky
metabolické procesy v bunke. Vyznacuju sa vysokou S$pecifitou substratu a funguju za
miernych teplot a neutrdlneho pH. Enzymova aktivita je zavisla na svojej primarnej az
kvartérnej Struktare. Enzymova reakcia prebieha na aktivnych miestach. SU to malé oblasti
enzymu, ktoré obsahuju urcité presne rozmiestnené funkéné skupiny vedlajSich retazcov
aminokyselin . Do aktivneho centra enzymu je substrat pripatany nekovalentnymi vazbami ,
ktoré vyzaduju presné vzdialenosti medzi interagujdcimi atdbmami substratu a vazbovych
skupin centra a ich spravne nasmerovanie. Zdrojom energie pre aktivaciu enzymovych reakcii
je energia uvolnena pri vizbe substratu na enzym. Pri poskodeni denaturaciou alebo disociaciou
na podjednotky stracaju svoje katalyticku aktivitu. [19,20].

2.5.1.1 Laktaza

Laktdza taktiez nazyvana P-galaktozidaza je enzym, ktory katalyzuje hydrolyzu lakt6zy na
galaktozu a glukozu. Casto sa pouZiva v potravinarskom priemysle. PouZivaji sa dva typy, a to
neutrdlna a kysla laktdza. Laktaza produkovana hubami ma vysoki aktivitu pri kyslych
hodnotach pH 2,5- 5,5. Laktaza produkovana kvasinkami vykazuje najvyssiu aktivitu pri pH 6-
8 [36].

2.5.1.2 Proteaza

Protedzy su enzymy, ktoré katalyzuju ireverzibilny rozklad aminovej vézby v peptidovych
a proteinovych substratoch. Vdaka tomu sa zcastiiujii prakticky vsetkych biologickych
procesov. Ich aktivita v organizme musi byt’ prisne kontrolovana pre zvysenie proteolyzy alebo
zabraneniu nadmernej hydrolyze proteinov[37].
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2.6 Analytické postupy
2.6.1 Chromatografia

Obecne je chromatografia analytickd metoda, ktora rozdeluje analyzovanii vzorku na
komponenty, tym Ze sa distribuuje medzi 2 fazy: stacionarnu a mobilnu fazu. Stacionarna faza
je zafixovana v koléne alebo na pevnom povrchu. Mobilné faza sa pohybuje cez alebo skrz
stacionarnu fazu a unasa so sebou zmes analytu. Separacia je zalozena na rozdielnej rychlosti
elicii jednotlivych komponentov analytu. Podla umiestnenia stacionarnej fizy moézeme
chromatografické metddy rozdelit' na kolénovii chromatografiu, kedy je staciondrna faza
v Uzkej trubici — koldne a planarnu chromatografiu, kedy je stacionarna faza porézna vrstva na
pevnom povrchu [24, 25].

2.6.2 Plynova chromatografia

Plynova chromatografia je jednou z najpouzivanejSich technik kvantitativnej a kvalitativnej
analyzy. Vyuziva sa pre latky s nizkou teplotou varu a zaroven latky, ktore s stale pri vysokych
teplotach. Jej analyza je zaloZena na separovani vzorky na zaklade rozdelenia medzi plynnou
mobilnou fazou a pevnou, alebo kvapalnou stacionarnou fazou. Mobilna faza je nosny plyn,
ktory je inertny voéi analytom. Vyuzivaju sa plyny ako je vodik, dusik, argdn alebo hélium.
Dusik mé vel'mi nizku chemicku reaktivitu, takze sa neviaZze na analyzované zluCeniny, ¢o
umoziuje ich rychlu a presnt separaciu. Taktiez ma vel'mi mali molekulovi hmotnost, ¢o
znamena, ze ma vyssSiu rychlost’ Sirenia v plynovej faze, a tym aj va¢siu ucinnost’ separacie.
Dusik je tieZ netoxicky, nehorlavy a nendkladny, ¢o robi jeho pouzitie v plynovej
chromatografii bezpe¢nym a efektivnym [24, 25].

Ref

side
eference
side ) (

e
Detector |
| |
—— —
|
|
> 4 | |
| —
OO

>

N’

5% F =

Thermostated heaters

Obrazok 11 Schéma kvapalinového chromatografu[25]

2.6.3 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia HPLC je separacna metdda, ktora separuje analyty
Vv najroznejsich organickych, anorganickych a biologickych materialoch. Metdda je vyuzitel'na
pre latky s nizkou teplotou varu a pre tepelne nestabilné latky. Mobilnou fazou je kvapalina, do
ktorej je davkovana vzorka v kvapalnej forme cez alebo skrz stacionarnu fazu v kolone[24, 25].
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Obréazok 12 Schéma vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie[42]
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3 CIEL PRACE
Cielom préce je optimalizacia predpripravy mliekarenského odpadu — srvatky pre kultivaciu
vybranych karoténogénnych kvasiniek.

Ciele prace boli rozdelené do jednotlivych ¢iastkovych bodov uvedenych nizsie:

1. Vypracovana literdrna reserS k téme karotenogénnych kvasiniek a ich vyuZitia pre
biotransformaciu potravinarskych odpadov

2. Optimalizacia predpripravy mlickarenskej srvatky pre biotechnologické vyuzitie

3. Skriningové kultivcie vybranych kvasiniek na médiach obsahujlcich srvatku a jej
jednotlivé komponenty

4. Vykonanie poloprevadzkovej fermentorovej kultivécie

5. Analyza produkovanej biomasy a vyhodnotenie vysledkov
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4 PRAKTICKA CAST
4.1 Chemikalie
Kvasni¢ny autolyzat, Roth (SRN)

D-glukéza monohydrét p.a., Lach-ner (Ceska Republika)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-ner (Ceska Republika)
Bakteriologicky pepton, Duchefa Biochemie (Nizozemsko)

Siran amonny p.a., Penta (Cesk4 Republika)
Glycerol, Penta (Ceska Republika)

Siran hore¢naty heptahydrat p.a., Lach-ner (Ceska Republika)

Methanol p.a, Penta (Ceska Republika)

Chlorofom p.a. Penta (Ceska Republika)
Acetonitril pro HPLC, Chem-Lab (Belgie)

Hexan pro HPLC, Carlo ERBA (Francie)
Heptadekanova kyselina, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina sirova 96 %, Lach-ner (Cesk4 Republika)
Ethylacetat pro HPLC, Roth (SRN)

Hydroxid sodny, Lach-ner (Ceska Republika)
Tris-HCI, Penta (Ceska republika)

Methanol pro HPLC, Chem-Lab (Belgie)

4.2 Pombcky a pristroje
4.2.1 Pristrojova technika a pomdcky pre kultivaciu kvasiniek

Predvéazky Scout, Ohaus

Analytické vahy Boeco

Laminarny box Air Stream ESCO Class 11 BSC

Skrinova trepacka ZWYR-D2401, Labwirt

Trepacka WiseShake SHR-2D, Witeg

Centrifaga Z 36 HK, Hermle Centrifuga MIKRO 120, Hettich
GKB Color Digital CCD kamera

Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.o.
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Autoklav Systec

Lyofilizator FreeZone 4.5 | Freeze Dry Systém, Labconco
Vakuové pumpa k lyofilizatoru Vakuumbrand

Mikroskop L 1l 00A, Intraco Micro

Homogenizétor BeadBug, Benchmark Scientific
Termoblok Dry Block Heater, Ohaus

Fermentor RALF 7 |, BIOINGENIRING

Vortex Genie 2, P-Lab

Vortex Fixed Speed Vortex Mixer, VXMNFS, Ohaus
Vakuova odparka HB4 basic, HBA Labortechnik

4.2.2 Pristrojova technika a pomocky pre izolaciu a analyzu karoténoidov a lipidov
Stuart Block Heater SBH200D (UK)

GC/FID zostava:

TRACE 1300 TM (Thermo Fischer, USA)

Kapilarna koléna Zebron GC FAME, 30m, 0,25 mm, 0,20 um (Phenomenex)
HPLC/PDA zostava:

Zostava Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fischer, USA)

Koldona Kinetex C18 EVO 150 mm, 4,6 mm, 2,6 um (Phenomenex)

DAD detektorem rady Vanquish (Thermo Fischer, USA)

Drziak predkolény - KJO - 4282, ECOM (CR)

Predkolona - C18, AJO - 4287, Phenomenex

Vyhodnocovaci software Chromeleon 7.2
4.3 Druhy kvasiniek
Cystofilobasidium macerans (CCY 10-1-2)

Rhodotorula kratochvilovae (CCY 20-2-26)
Rhodotorula mucillaginosa (CCY 19-4-6)
Rhodotorula mucillaginosa (CCY 20-9-7)
Rhodosporidium toruloides (CCY 062-002-001)
Sporidiobolus metaroseus (CCY 19-6-20)
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4.4 Predpriprava odpadného substratu
4.4.1 Srvatka

Srvétka v dvojlitrovych flasiach bola sterilizovana v autoklave po dobu 15 mindt pri 121 °C.
Po vyhladnuti boli zo srvatky odfiltrované srvatkové bielkoviny filtraciou za znizeného tlaku.
Filtrat bol umiestneny na magneticki mieSac¢ku, kde bol pridavany enzym laktaza. Pocas
hydrolyzy boli odoberané vzorky, u ktorych bol stanoveny obsah cukrov met6dou HPLC/RI.
Po dosiahnuti pozadovanej koncentracie cukru bol hydrolyzat opéat’ vysterilizovany v autoklave.

4.5 Kultivacia kvasiniek v malom objeme
45.1 Podmienky pri kultivacii

Vzhl'adom na to Ze nami vybrané kvasinky su vSetky aerobne mikroorganizmy, ich kultivacia
bola prevedena aerébne v Erlenmayrovych 250 ml bankach na trepackach. Pre udrzatelnost’
homogenity vysledkov boli vSetky kultivacie prevadzané v skrinovych trepackach pri
konstantnej teplote 25 °C.

45.2 Inokulom !l all

Pri kultivacii bola vyuzita dvojstupiiova Inokulacia | a Il. Na zaciatku kazdej kultivacie boli
pripravené media pre inokulum I a Il podla tabul’ky 1. Objem inokula I bol 50 ml v 250 ml
Erlenmayerovej banke aobjem inokula Il bol 100 ml v 500 ml Erlenmayerovej banke.
Pripravené inokula boli v dalsom kroku sterilizované v tlakovom hrnci pri 120 °C po dobu
45 minut. Po vychladnuti bolo inokulum 1 zao¢kované vybratou kvasinkou v sterilnom
prostredi oCkovacicho boxu. Kvasinky na Petriho miske boli prenesené pomocou sterilnej
kl'u¢ky. MnozZstvo kvasiniek ¢inilo pat’ kl'u¢iek. Nasledne bola banka zazatkovana a umiestnena
na trepacky po dobu 24 hodin. Po ubehnuti stanoveného ¢asu bolo inokulum | preockované do
inokula Il v o¢kovacom pomere 1 : 5 v sterilnom o¢kovacom boxe.

Tabulka 1 Zlozenie inokulacnych médii I a |l

Zlozka Koncentracia (g/l)
Kvasni¢ny autolyzat 10
Glukéza monohydréat 22
Pepton 20

4.5.3 Kultivacia v produkénych médiach

Pri kultivacii kvasiniek boli v produkénych médiach vyuzité dva typy zlozenia média. Prvého,
zakladného, ktorého zlozenie je uvedené Vv tabulke ¢.2 adruhého so zvySenym obsahom
srvatky 0 50 % so zlozenim v tabulke ¢. 3. Vzdy bolo pripravené pre jednu kvasinku pat’' 250 ml
Erlenmayerovych baniek do ktorych boli pripravené média o objeme 50 ml. Prva banka
obsahovala kontrolné médium a d’alsie Styri srvatkové média. Po priprave boli tieto banky
vysterilizované v tlakovom hrnci pri teplote 120°C po dobu 45 minut. Po vychladeni médii boli
zaoCkované v sterilnom o¢kovacom boxe. Ockovaci pomer z inokula 11 bol 1 : 5. Pri o¢kovani
bolo do kazdého média napipetovanych 100 ul mikroelementov a 20 pl enzymov podla Udajov
v tabul’ky €. 4. Pripravené a zaockované média boli vlozené na trepacku po dobu 96 hodin.
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Tabulka 2 ZlozZenie kontrolného a srvatkového média

Kontrolné médium Srvatkové médium

Zlozka Koncentrécia (g/l) | Zlozka Koncentracia (g/1)
Gluk6za (monohydrét) 50,882 Srvatka (obsah cukru) 50,882
KH,PO, 4,000 KH,PO, 4,000
MgSO4. 7TH20 0,696 MgSO4. 7H20 0,696
Mocdovina 1,810 mocovina 1,810

Tabulka 3 ZlozZenie kontrolného a srvatkového média pri zvysenom mnoZstve cukru

Kontrolné medium Srvéatkové médium

Zlozka Koncentrécia (g/l) | Zlozka Koncentrécia (g/1)
Glukd6za (monohydrat) 76,323 Srvatka (obsah cukru) 76,323
KH_PO, 4,000 KH,PO, 4,000
MgSO4. 7TH20 0,696 MgSO4. 7H20 0,696
Mocdéovina 1,810 mocovina 1,810

Tabulka 4 Pridavok enzymov v produkcnych médiach

Oznacenie | Pridavok enzymov Objem (ul)
A Kontrolné medium 0
B Srvatkové médium bez enzymov 0
C Srvatkové médium z proteazou 20
D Srvatkové médium z laktazou 20
E Srvatkové médium z proteazou a laktazou 20+20

4.6 Kultivacia vo fermentore
4.6.1 Podmienky

Kultivacia bola uskuto¢nena v 2,5 | laboratérnom fermentore 0 objeme média po zaoCkovani
sobjemom 1,8 I. Kultivacie bola riadené operaénym systémom, ktorého podmienky boli
nastavené na pH 5,8; teploty 22°C a pO2 v rozmedzi 20-30 %. Maximalne otacky miesadla boli
nastavené na 1000 ot/min, aby sa zabranilo poSkodeniu buniek.

4.6.2 Priprava inokul a produkéného média

ZloZenie inokul I, 1l je uvedené v Tabulke 1. 50 ml inokula I bolo pripravené do 250 mi
Erlenmayerovej banky. Po vysterilizovani bolo médium zaockované z petriho misky. Po
24 hodinach na trepackach bol cely objem preliaty do inokula Il o objeme 250 ml v 2 |
Erlenmayerovej banke. V3etky ockovania prebiehali v sterilnom prostredi ockovacieho boxu.

Bolo pripravené 1,51 produkéného srvatkové médium so zvySenym obsahom cukru SO
zlozenim v Tabulke 3. V autoklave bolo médium vysterilizované a po vychladnuti bolo
v sterilnom prostredi pridany enzym laktaza, mikroelementy a nésledne bolo zao¢kované celym
objemom inokula 11.
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4.6.3 Odbery z fermentora

Kultivécia vo fermentore prebiehala 120 hodin. Pocas tejto doby boli vzorky odoberané pre
d’alsiu analyzu. Tie boli odoberané v roznych ¢asovych rozmedziach, do 10 ml centrifugacnej
skumavky.

4.7 Spracovanie vzoriek biomasy

4.7.1.1 Priprava biomasy

Po 96 hodindch boli Erlenmayerové banky vytiahnuté z trepacky. Z kazdej banky bolo
odobranych 40 ml do velkych 50 ml centrifugaénych skimaviek. Tie boli vlozené do
centrifagy pri 8000 ot/min po dobu 3 minat. Nasledne bol supernatant zliaty a biomasa na dne
skimavky bola rozsuspenzovand s malym mnoZstvom destilovanej vody a kvantitativne
prevedena do ¢&istych 15 ml centrifugdénych skdmaviek. Skumavky boli nasledne
centrifugované pri 3000 ot/min po dobu 5 minut. Potom bol supernatant zliaty a skmavky boli
vlozené do mraziaceho boxu. Po zmrazeni vzoriek, boli skimavky vlozené na lyofilizator, kde
boli zlyofilizované.

4.7.2 Priprava vzoriek na analyzu

4.7.2.1 Priprava vzoriek na plynovy chromatograf

Vzorky boli pred analyzov na plynovom chromatografe najprv navazené na analytickych
vahach do krimpovacich vialiek. Vaha biomasy sa pohybovala od 10 — 18 mg. Potom bolo do
krimpovacich vialiek napipetovanych 1,8 ml transesterifikacnej zmesi a vialky boli
zakrimpovane. Tie boli d’alej umiestnené na termoblok,kde boli temperované, pri teplote 85 °C
po dobu 2 hodin. Po vychladnuti boli vialky odkrimpované a kvantitativne prevedené do 5 ml
vialiek. Ku vzorkam bolo napipetovanych 0,5 ml 0,05 M roztoku NaOH a 1 ml HPLC hexanu.
Vzorky boli uzavreté a umiestnené na vortex po dobu 5 minut. Po ustaleni dvoch faz bolo
z hornej fazy odpipetovanych mikropipetov 100 pl roztoku nepolarnej fazy, ktora bola
prevedenad do zavitovej vialky. Nakoniec bolo do zavitovej vialky pridanych 0,9 ml HPLC
hexanu a vialka bola uzavreta a pripravena k analyze.

4.7.2.2 Analyza na plynovom chromatograme

Na plynovom chromatografe bola uskuto¢nena analyza mastnych kyselin. Bola pouzita kolona
Lion - GC FAME 30 m x 0,25 mm x 0,2 um s prietokom nosného plynu vodiku 1 ml / minutu.
Nastrik vzorky ¢inil 1 pl so split mechanizmom a split ratiom 10. Detekcia prebiehala na
detektore FID.
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Tabulka 5 Dalsie parametre plynovej chromatografie

Retenény Cas Miera Cielena hodnota | Cas zadrzania
0,000 Run
1,000 0,00 60,0 1,00
3,625 40,00 125,0 1,00
8,625 5,00 140,0 2,00
19,736 4,50 190,0 0,00
22,236 25,00 240,0 0,50
New Row
22,300 Stop run

4.7.2.3 Priprava vzoriek na kvapalinovi chromatografiu

Do Eppendorfovej skimavky bolo na analytickych vahach vazenych 10 -20 mg zlyofilizovanej
biomasy. Néasledne bolo pridanych 1 ml vody a vzorky sa ponechali hydratovat’ 30 minat. Tie
boli vloZené do centrifagy pri 14000 ot/min po dobu 1 mindty,Supernatant bol nasledne zliaty.
K hydratovanej biomase bolo napipetovanych 1 ml metanolu a priblizne 0,5 ml sklenenych
gul6cok. Skumavky boli vlozené na dezintegrator po dobu 1 apol minaty. Obsah
Eppendorfovych skimaviek bol kvantitativne prevedeny do 15 ml centrifuga¢nych skimaviek
do ktorych bolo napipetované 2 ml chloroformu. Tie boli vlozené na multipozi¢ny vortex po
dobu 10 mindt. Nésledne bolo pridanych 1 ml destilovanej vody a skiamavky boli ru¢ne
pretrepané a scentrifugované pri 3000 ot/min po dobu 1 minaty. Do ¢istej 15 ml sklenenej
skimavky bola odpipetovana spodna chloroformova faza. Vzorky v sklenenych skiimavkach
boli vloZené na termoblok a vytemperované na 45 °C a pomocou pristupu plynného dusika bol
chloroform odpareny. Odparok bol nasledne rozpusteny v 1 ml zmesi ethylacetatu a acetonitrilu
(v pomere 2:1). Nakoniec bola vzorka prefiltrovana cez PTFE filter do 2 ml zavitovej vialky
a bola uzavreta vrchnacikom.

4.7.2.4 Analyza na kvapalinovej chromatografii

Na kvapalinovom chromatograme boli alalyzované karoténoidy, ubichinon a ergosterol. Na
tuto analyzu bola pouzita kolona kinetex EVO C18 o rozmeroch 150x4,6x2,6 um. Elucia
pebiehala v gradientom mode o prietoku mobilnej faze 1,2 ml /min pri teplote 25 °C. Mobilna
faza bola zlozena z 2 roztokov A a B. Zlozenie mobilnej fazy A bolo acetonitril, TrisHCI (pH
8) a metanol v pomere 84:14:2. ZloZenie mobilnej fazy B bolo Metanol a ethylacetat v pomere
60 : 40. Ako detektor bol vyuzity detektor DAD rady Vanquish od firmy Thermo Fisher.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA
5.1 Stanovenie rastovych vlastnosti vybratych kultar
5.1.1 Rhodotorula kratochvilovae (CCY 20-2-26)

Obréazok 13 Kultivacia kmena Rhototorula kratochvilovae v srvatkovom médiu zo zvysenym obsahom
srvatky

Na Obréazku 13 mozeme vidiet’ produk¢éné média kvasinky Rhototorula kratochvilovae, ktorej
farebné zastupenie sa pohybuje od odtieov oranzovej az ruzove;.
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Kontrola Bez Protedza Laktdza Protedza 150 150bez 150 150 150
enzymov +laktazou kontrola enzymov protedza laktaza protedza

. BT . . +laktaza
Percentudlne zastipenie lipidov v biomase = Biomasa [g/1]

Graf 1 Graf percentualneho zastlpenia lipidov v porovhani s biomasou pri kvasinke Rhodoturula
kratochvilovae na srvatkovom médiu

Na grafe 1 je vidiet' ze mnozstvo biomasy u kontrolného média bolo stanovenych na 13,14 g/l
s percentualnym zastupenim lipidov 7,63 %. Oproti tomu médium bez enzymov a médium
s pridavkom proteazy mali niz§i vytazok biomasy a tiez mensie hodnoty percentudlneho
zastUpenia lipidov. Hodnota biomasy u média bez pridania enzymov bola stanovena na 4,92 g/l
a u média s pridavkom protedzy na 6,27 g/l. Percentualne zastUpenie lipidov biomase v média
bez pridania enzymov bolo stanovené na 3,17 % a média s pridavkom proteazy na 4,11 %.
Médium s pridavkom laktazy a médium kombinécie protedzy + laktazy mali oproti kontrole
vysSie vytazky biomasy. Vytazok z laktazového média ¢inil 21,00 g/l s 9,36 % zastupenim
lipidov v biomase. U média protedza + laktaza bol vytazok biomasy 20,58 g/l $9,37 %
zastupenim lipidov v biomase.
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Tento trend bol obdobny aj v médiach, v ktorych bolo zvySené mnozstvo srvatky. Biomasa
kontroly 150 ¢inila 18,49 g/l s 9,96 % zastupenim lipidov v biomase. Oproti tomu médium 150
bez pridania enzymov a medium 150 s protedzou mali nizSie vytazky a nizSie zastipenie
celkovych lipidov. Hodnota biomasy bola u média 150 bez enzymov stanovena na 7,77 g/l a u
média 150 s protedzou na 12,04 g/l. Percentualne zastlpenie lipidov v biomase bolo u média
150 bez enzymov stanovené na 3,23 % a u média 150 s protedzou na 3,91 %. U médii 150
s pridavkom laktadzy a kombinacie laktdzy + protedzy bolo pozorované zvysenie. Hodnota
vytazku biomasy u média 150 s pridavkom laktazy ¢inila 26,15 g/l a u média 150 s pridavkom
laktdzy + protedzy 19,85 g/l. Percentualne zastupenie lipidov v biomase bolo u média 150
s pridavkom laktazy stanovené na 9,37 % a u média 150 s laktdzou a protedzou na 8,19 %.
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Kontrola Bez  Protedza Laktdza Proteaza 150 150 bez 150 150 150
enzymov +laktazou kontrola enzymov proteaza laktaza protedza
+laktaza

SFA = MUFA = PUFA

Graf 2 Graf percentudlneho zastupenia mastnych kyselin pre kmenn Rhodotorula kratochvilovae na
srvatkovom médiu

V grafe 2 je zastUpenie mastnych kyselin v kontrole ¢inilo 28,47 % SFA 62 % MUFA a 9,50 %
PUFA. V médiu bez enzymov doslo k zvyseniu mnozstva SFA na hodnotu 52,19 % a PUFA
na hodnotu 22,60 %. V mediu s pridanim proteazy doslo k zvySeniu mnozstva SFA
na 46,21 % a PUFA na 25,99 % za sucasného znizenia MUFA oproti kontrolnému médiu.
U média s pridavkom laktazy a u média s kombinaciou laktazy a protedzy je mozno pozorovat’,
ze sa hodnoty percentualneho zastUpenia mastnych kyselin sa oproti kontrole lisia len nepatrne.

Kontrola 150 pre média so zvySenym obsahom srvatky vykazovala obsah mastnych kyselin
v uvedenom zastipeni 33,04 % SFA, 59,60 % MUFA a 7,37 % PUFA. Vo vzorke 150 bez
enzymov avo vzorke 150 s pridavkom proteazy boli namerané zvy$ené mnozstva PUFA.
V médiu 150 bez enzymov tato hodnota ¢inila 36,09 % a v médiu 150 s pridavkom proteazy
28,59 %. Zaroven sa vSak v tychto dvoch médiach oproti kontrole 150 znizil obsah MUFA.
V médiu 150 s laktdzou a médiu 150 s laktdzou + protedzou s len minimalne zmeny
v percentudlnom zastupeni mastnych kyselin oproti kontrole 150 so zvySenym obsahom
srvatky.
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Graf 3 Graf zastUpenia vybranych karoténoidov a sterolov pre Rhodotorula kratochvilovae

V grafe 3 bol u kontrolného meédia stanoveny obsah karoténoidov na 1,46 mg/g biomasy.
Najvyssie zastGpenie mal lykopén s 0,93 mg/g biomasy. Hodnota ergosterolu bola stanovena
na 2,10 mg/g biomasy a ubichinonu na 2,06 mg/g biomasy. Oproti tomu média bez pridavku
enzymov a s pridavkom proteazy vykazovali nizSie hodnoty ergosterolu, ubichinonu a taktiez
celkovych karoténoidov. Médium s pridavkom laktazy malo zniZzené zastpenie karoténoidov,
ktory ¢inil 0,45 mg/g biomasy a ubichinonu s hodnotou 1,74 mg/g biomasy. Toto médium
malo tiez zvySeny obsah ergosterolu s hodnotou 2,39 mg/g biomasy. U media s pridavkom
proteazy + laktazy bolo zastupenie karoténoidov na 1,52 mg/g biomasy. Toto medium malo
taktiez najvySsie zastupenie lykopénu s hodnotou 1,25 mg/g biomasy. Obsah ergosterolu bol
stanoveny na 2,03 mg/g biomasy a obsah ubichinonu na 2,07 mg/g biomasy.

U kontroly 150 pre média so zvySenym mnoZstvom srvatky bol obsah karoténoidov stanoveny
na 1,47 mg/ g biomasy, obsah ergosterolu na 2,45 mg/g biomasy a obsah ubichinonu na
2,52 mg/g biomasy. Oproti tomu médium 150 bez pridavku enzymov vykazovalo najvicsie
torularodinnu a ergosterolu s hodnotou 3,57 mg/g biomasy. Obsah ubichinonu tu bol stanoveny
na 1,51 mg/g biomasy. V médiu 150 s pridanim proteazy bol obsah karoténoidov stanoveny na
1,96 mg/g biomasy, obsah ergosterolu na 2,72 mg/g biomasy aubichinonu na
2,05 mg/g biomasy. V médiu 150 s pridavkom laktazy a v médiu 150 s kombinaciou laktazy
a proteazy boli spozorované znizené hodnoty karoténoidov, ergosterolu i ubichinonu ako v
kontrolnom médiu 150.
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Pri porovnani tychto 2 skupin — skupina so zakladnym mnoZstvom srvatky a s 50 % zvySenim
mnozstva srvatky mozn0o pozorovat’, ze pri 50 % zvySeni mnozstva srvatky sa u vSetkych médii
mierne zvySilo mnozstvo vyprodukovanej biomasy, z ¢oho mozno usudzovat, ze vacsie
mnozstvo pouzitého substratu a hlavne pouzitie enzymu laktazy malo za nésledok vacsiu
produkciu biomasy. Taktiez mozno sledovat’, Ze percentualne zasttpenie lipidov v biomase a
percentudlne zloZzenie mastnych kyselin v biomase sa u oboch skupin prili§ neliSilo, avSak
v oboch skupindch vykazovali média bez enzymov a médid s pridanou protedzou vyrazné
zmeny v obsahu zastUpenia jednotlivych mastnych kyselin, ¢o moze byt zapri¢inené stresovym
faktorom nedostatku utilizovatelnych cukrov. Toto taktiez stiviselo zo zvySenou produkciu
sterolov a karoténoidov u tychto médii.

5.1.2 Rhodosporidium toruloides (CCY 062-002-001)

¥ N o

A

Obréazok 14 Kultivicia kmena Rhototorula toruloides v srvatkovom médiu so zvysenym obsahom cukru

Pri kultivacii kvasinky Rhodotorula toruloides na obrazku 14 boli pozorované viaceré farby
od syto oranzovej pri kontrolnom médiu, ruzovej u média bez enzymu a media s proteazou
a zIté sfarbenie u média s laktazou a u média kombinéacii laktazy + proteazy.
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Graf 4 Graf percentualneho zastipenia lipidov v porovnani s biomasou pri kvasinke Rhodoturula
toruloides na srvatkovom médiu

V grafe 4 bolo mnozZstvo biomasy u kontrolného média bolo stanovené na 10,6 g/l
s percentualnym zastupenim lipidov 6,75 %. VSetky média v tejto skupine vykazovali niz§iu
koncentraciu biomasy ako u kontroly. Najvyssie zastipenie biomasy v srvatkovych médiach
bolo stanovené v médiu s laktazy, kde bola stanovena koncentracia na 7,83 g/l s4,13 %

zastupenim celkovych lipidov v biomase. Najnizsi vytazok biomasy bol namerany u média
s proteazou + laktdzou s hodnotou 4,76 g/l.

U medii so zvySenou srvatkou bol u kontroly 150 namerany vytazok 17,059/l s 9,66 %
zastUpenim lipidov v biomase. Oproti tomu médid 150 s laktdzou a kombinaciou
laktazy + protedzy mali ovela vysi vyt'azok. U média 150 s laktazou bola koncentracia biomasy
stanovena na 18,819/l s 6,63% zastipenim lipidov. U média 150 s kombinaciou
proteazy + laktdzy bola tato hodnota stanovend na 18,47 g/l s 7,47 % zastUpenim lipidov.
Médium 150 bez enzymov a médium 150 s protedzou vykazovali nizSie vytazky ako
kontrola 150. To bolo pravdepodobne sposobené tym ze Rhodotorula toruloides nedokazali
utilizovat’ laktozu ako u médii s pridavkom laktazy, kde bola uz rozstiepend na jednoduché
cukry.
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Graf 5 Graf percentudlneho zastiupenia mastnych kyselin pre kmen Rhodotorula toruloides na
srvatkovom médiu
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Podl'a grafu 5 bolo zastUpenie mastnych kyselin u kontrolného média bolo 25,94 % SFA,
64,33 % MUFA a 9,73 % PUFA. Vsetky vzorky v tejto skupine vykazovali zvysenu produkciu
SFA, ktora mala najvacésiu hodnotu u média s vyuzitim laktazy 52,57 %. Toto navySenie SFA

v

U médii so zvySenym obsahom srvatky bolo zlozenie kontrolného média 150 v zastUpeni
36,07 % SFA, 56,88 % MUFA a 7,04 % PUFA. U média 150 bez pridavku enzymov sa obsah
SFA znizil na hodnotu 19,56 % a u média 150 s pridanim protedzy na hodnotu 18,4 %. Zaroven
sa vsak zvysil percentualny obsah PUFA, ktory u média 150 bez enzymov stupol na hodnotu
30,00 % a u média 150 bez pridavku enzymov na 32,56 %. Média, ktoré obsahovali pridani
laktdzu alebo kombinéciu latkdzy + protedzy mali len nepatrné zmeny v percentudlnom
zastupeni mastnych kyselin oproti kontrolnom médiu 150.

45
4
3.5
3
2.5
2
15
1
0.5
0
Kontrola Bez Protedza Laktdza Laktaza + 150 150 bez 150 150 laktaza 150
enzymov protedza kontrola enzymov protedza protedza
+laktaza
m Torularodin (mg/g) Lykopén (mg/g) Betakarotén (mg/g)
m Celkové karoténoidy (mg/g)  m Ubichinon (mg/g) Ergosterol (mg/g)

Graf 6 Graf zastupenia vybranych karoténoidov a sterolov pre Rhodotorula toruloides

V grafe 6 bol obsah karoténoidov u kontrolného média stanoveny na 4,47 mg/g biomasy.
NajvysSie zastupenie malo betakarotén s 1,00 mg/g biomasy. Zastupenie ergosterolu bolo
2,22 mg/g biomasy a ubichinonu 1,40 mg/g biomasy. Oproti tomu vSetky vzorky vykazovali
mensie hodnoty karoténoidov a ubichinonu. Médium s pridavkom protedzy malo najvyssie
zastUpenie ergosterolu, a to 4,22 mg/g biomasy.

U kontroly 150 pre meédia so zvySenym mnozstvom srvatky bol obsah karoténoidov stanoveny
na 3,81 mg/g biomasy, obsah ergosterolu na 2,97 mg/g biomasy a obsah ubichinonu na
2,55 mg/g biomasy. Rovnako ako u médii so zakladnym mnoZzstvom srvatky bol najvyssi obsah
karoténoidov a sterolov stanoveny u proteazového média. Obsah karoténoidov v médiu 150
s protedzou ¢inil 4,15 mg/g biomasy, s najvyss$im zastupenim betakaroténu. Obsah sterolov
¢inil 4,37 mg /g biomasy a obsah ubichinonu 1,44 mg/g biomasy. Ostatné média vykazovali
vyrazne niz§ie vytazky karoténoidov, ergosterolu i ubichononu ako u kontroly 150.
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Ak porovndme tieto dve skupiny — skupinu so zakladnym mnozstvom srvatky a s 50 %
zvy$enim, tak moZno pozorovat’, Ze koncentracia biomasy a zastUpenia celkovych lipidov bola
vys§ia v médidch s navysenym mnozstvom srvatky a pridanym enzymov hlavne laktazy, ktora
bola schopna rozstiepit’ laktozu zo srvatky na jednoduchsie spracovatelné cukry. Taktiez tato
kvasinka vykazovala zmenu zastUpenia mastnych kyselin u médii bez vyuzitia laktazy, ¢o
spustilo stresovd produkciu SFA u médii zo zakladnym zloZzenim a produkciou MUFA a PUFA
umédii so zvySenym mnozstvom srvatky. Tato stresova reakcia spustila taktiez vysokul
produkciu karoténoidov a sterolov u tychto médii.

5.1.3 Cystofilobasidium macerans (CCY 10-1-2)

‘. | =l | |

Obrazok 16 Kultivdcia kmeria Cystofilobasidium macerans v srvatkovom médiu so zvysenym obsahom
cukru

Pri kultivacii kvasinky Cystofilobasidium macerans obrazok 16 bola pozorovana pri réznych
zloZeniach médii zmena sfarbenia od oranzovej, ruzovej az po ZItq.
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Graf 7 Graf percentualneho zastipenia lipidov v porovnani s biomasou pri kvasinke Cystofilobasidium
macerans na srvatkovom mediu
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V grafe 7 bolo stanovené mnozstvo biomasy u kontrolného meédia na 13,54 g/l s 11,38 %
zastupenim lipidov v biomase. Pri porovnani s ostatnymi médiami, bez navySenia srvatky mali
vSetky média niz$i vyt'azok biomasy ako kontrolné médium. Najblizsie sa tejto koncentracii
biomasy priblizovalo médium pridavkom laktazy s hodnotou 12,40 g/l as 8,11 % zastUpenim
lipidov. Najvyssie percentudlne zastlpenie lipidov s vynimkou kontrolného média, bolo
zaznamenané u média s protedzou s hodnotou 9,77 %.

U kontrolného média 150, ktoré obsahovalo zvy$ené mnoZstvo srvatky, bola stanovena hodnota
na 13,55 g/l. Percentuélne zastlpenie lipidov v biomase ¢inilo 11,00 %. Pri porovnani
ostatnych médii z tejto skupiny, mali najvys$Sie koncentracie biomasy média s pridanou
laktazou, alebo s kombinéciou laktazy + protedzy. U média s pridavkom laktézy bola stanovena
koncentracia na 20,74 g/l s 7,26 % zastUpenim lipidov v biomase. U média s pridavkom laktozy
+ proteazy bola stanovend koncentréacia na 19,98 g/l, s 7,85 % zastupenim lipidov. TieZ ako
u predoslého druhu kvasinky mézeme vidiet, Ze média s pridanou laktdzou maji vysSie
hodnoty biomasy ako média bez enzymu, pripadne média s pridanou proteazou. To je
sposobené tym, ze laktaza je schopna rozstiepit’ laktézu v srvatke na jednoduché cukry a
dochédza k va¢siemu narastu biomasy.
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Graf 8 Graf percentudlneho zastupenia mastnych kyselin pre kmen Cystofilobasidium macerans na
srvatkovom médiu

Podl'a grafu 8 bolo percentualne zastUpenie mastnych kyselin u kontrolného média bez
zvySenia mnozstva srvatky v zlozeni 33,74 % SFA, 60,98 % MUFA a5,28 % PUFA. Pri
porovnani s kontrolnym médiom, doslo u vSetkych médii Kk vyraznému zvySeniu
percentualneho zastupenia PUFA. Tato hodnota bolo najvyssia u média bez pridanych
enzymov s obsahom PUFA 44,56 %. Pri porovnani s kontrolnym médiom doslo u vsetkych

medii k miernemu znizeniu SFA. Tento pokles bol najnizsi u media bez enzymov, ktorého
mnozstvo SFA ¢inilo 22,78 %.
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U kontrolného média 150 so zvySenou srvatkou bol stanoveny obsah mastnych kyselin na
32,77 % SFA, 54,60 % MUFA a 12,63 PUFA. V médiu 150 bez enzymov av médiu 150
s protedzou doslo k vyraznému poklesu SFA. V médiu 150 bez enzymov klesol obsah SFA na
hodnotu 22,03 % a médiu 150 s protedzou na 19,62 %. Zaroven vsak v tychto médiach doslo
k navySeniu mnozstva PUFA. V médiu 150 bez enzymov sa obsah PUFA zvysil na hodnotu
29,57 % a médiu 150 s proteazou na 30,83 %. Média so zvySenym obsahom srvatky, ktoré
obsahovali pridany laktazu alebo kombinéciu latkdzy + protedzy mali len nepatrné zmeny v
percentualnom zastipeni mastnych kyselin oproti kontrolnom médiu 150. Dévodom tohto
mohlo byt, Ze po rozloZeni laktozy na jednoduché cukry, sa zloZenie cukrov srvatkovych
médiach podobalo na kontrolné médium.
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Graf 9 Graf zastupenia vybranych karoténoidov a sterolov pre kvasinku Cystofilobasidium macerans

U kontrolného meédia bol v grafe 9 stanoveny obsah karoténoidov na 3,33 mg/g biomasy obsah
ergosterolu na 1,81 mg/g biomasy a obsah ubichinonu na 0,99 mg/g biomasy. V porovnani s
kontrolnym médiom mali vSetky srvatkové médid mali niz§i obsah karoténoidov. Obsah
sterolov bol velmi podobny u vsetkych srvatkovych médii apohyboval sa od
2,62 mg/g biomasy u média s pridavkom laktazy az po 2,99 mg/g biomasy u média
s kombinaciou proteazy +laktazy. Obsah ubichinonu bol najvyssi u média s pridavkom laktazy
ato 2,57 mg/ g biomasy.

U kontroly pre média 150 so zvySenym mnoZzstvom srvatky, bol obsah karoténoidov stanoveny
na 2,69 mg/g biomasy, obsah ergosterolu na 3,08 mg/g biomasy a obsah ubichinonu na
2,50 mg/g biomasy. Najvyssie hodnoty karoténoidov i ergosterolu boli spozorované u média
150 bez pridavku enzymov a s pridavkom proteazy. U média 150 bez pridavku enzymov bolo
toto mnozstvo karoténoidov stanovené na 5,86 mg/g a obsah ergosterolu na 5,00 mg/g biomasy.
U média 150 s pridanim proetdzy bol obsah karoténoidov stanoveny na 5,76 mg/g biomasy
a ergosterol na 4,65 mg/g biomasy. Zvysena produkcia karoténoidov a sterolov , mohla byt
zapri¢inena stresovym faktorom nedostatku zivin z ddvodu neschopnosti kvasinky
Cystofilobasidium macerans sama utilizovat’ laktozu zo srvatky.
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Obréazok 17 Kultivacia kmena Rhototorula mucilaginosa v srvatkovom médiu

Pri kultivacii kvasinky Rhodotorula mucilaginosa obrazok 17 boli pozorované rdzne farby od
syto oranzovej, svetlo Zltej az po svetlo oranzovu, ¢o mbze predpovedat’ nizke zastlpenie
karoténoidov v srvatkovych médiach.
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Graf 10 Graf percentualneho zastupenia lipidov v porovnani s biomasou pri kvasinke Rhodotorula
mucilaginosa na srvatkovom médiu

Podla grafu 10 bola v médiach bez zvyseneho mnozstva srvatky v kontrolnom mediu stanovena
koncentracia biomasy na 12,45 g/l s 3,00 % zastupenim lipidov. NajvysSiu koncentraciu
biomasy a percentualneho zastUpenia lipidov malo médium s pridavkom kombindcie proteazy
+ laktazy. Tato koncentrcia tu ¢inila 18,09 g/l s 9,87 % celkovych lipidov. Taktiez doSlo
k vyraznému narastu biomasy v médiu s pridavkom laktazy oproti médiam, kde tento enzym
nebol pridany. Tento vytazok biomasy bol stanoveny na 13,94 g/l s 7,75 % zastUpenia lipidov.
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V médiach so zvySenym mnoZstvom srvatky bola koncentracia biomasy v médiu kontroly 150
stanovend na 11,72 g/l so zastupenim lipidov 10,42 %. Naproti tomu média bez enzymov,
pripadne iba s pridavkom proteazy vykazovali koncentraciu len priblizne polovi¢nu. V médiach,
kde bola pridana laktaza alebo jej kombinacia s proteazou boli tieto vytazky najvyssie, o bolo
zapri¢inené rozlozenim laktézy na jednoduché cukry . U média 150 s pridanim laktazy bol
obsah biomasy stanoveny na 18,71 g/l s 9,17 % zastUpenim lipidov v biomase. U média 150
s pridanim laktazy + proteazy bol obsah biomasy stanoveny na 18,11 g/l s 9,15 % lipidov.

ZvySena hodnota biomasy u médii bez zvySenia a so zvySenim srvatky bola spdsobena
dostatkom vyuzitelnych cukrov, ktoré sa nachadzali v médiach po pridani laktézy, ktora
rozlozila laktozu zo srvatky.
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Graf 11 Graf percentudlneho zastupenia mastnych kyselin pre kmen Rhodotorula mucilaginosa na
srvatkovom médiu

V kontrolnom médiu pre média bez zvySenia srvatky bolo podl'a grafu 11 stanovené zastUpenie
mastnych kyselin na 31,85 % SFA, 52,89 % MUFA a 7,26 % PUFA. NajniZsie zastipenie SFA
bolo stanovené u lakt6zového média s 30,42 %.Toto médium malo taktieZ najvysSie zastiipenie
MUFA ato 66,75 %. Médium s pridavkom kombinacie protedzy + laktazy vykazovalo druhé
najlepsie zastupenie mastnych kyselin s hodnotou SFA 30,42 % a MUFA 64,53 %.

Média, ktoré obsahovali zvySeny obsah srvatky boli hodnoty zastipenia mastnych
kyselin kontrolného média 150 stanovené 32,57 %, 62,34 % a 5,09 %. Najvyssie zastupenie
SFA malo medium 150 bez pridania enzymov a najniz§ia hodnota bola zaznamenana v médium
s pridavkom proteazy + to 32,50 %. Media bez a aj so zvySenym obsahom srvatky ktoré
obsahovali pridanu laktazu alebo kombinaciu laktazy + proteazy mali len nepatrné zmeny v
percentualnom zastdpeni mastnych kyselin v porovnani s kontrolnymi médiami, ¢o mohlo byt
zapri¢inené tym ze zlozenie vyuzitelnych cukrov v médiach s pridavkom laktazy bolo ovel'a
vyssie ako u média, kde sa nachadzala nerozstiepena laktaza, ktor tento mikroorganizmus
nedokazal vyuzit.
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Graf 12 Graf zastUpenia vybranych karoténoidoy a sterolov pre Rhodotorula mucilaginosa

U kontrolného média bol podl'a grafu 12 stanoveny obsah karoténoidov na 4,67 mg/g biomasy
S najvyssim zastupenim lykopénu, ergosterolu na 3,06 mg/g biomasy a ubichinonu na
1,75 mg/g biomasy. Vsetky srvatkové média mali v porovnani s kontrolnym médiom nizsiu
vytaznost’ karoténoidod. Zo srvatkovych médii malo najvySSie zastipenie karoténoidov
médium s kombinaciou laktazy + proteazy, kde bola hodnota stanovena na 4,05 mg/g biomasy
S najvacsim zastupenim lykopénu. Hned’ po kontrolnom médiu, tu bol tiez zaznamenany
najvyssi obsah ergosterolu s hodnotou 3,17 mg/g biomasy a ubichinonu s hodnotou
2,03 mg/g/biomasy. Zastupenie ergosterolu a ubichinonu bolo u ostatnych srvatkovych médii
niz8ie v porovnani ako u kontroly.

U kontroly 150 pre média so zvysenym mnozstvom srvatky, bol obsah karoténoidov stanoveny
na 4,83 mg/g biomasy s najvac¢sim pomerom lykopénu. Obsah ergosterolu tu bol stanoveny na
3,68 mg/g biomasy a obsah ubichinonu na 1,74 mg/g biomasy. Vsetky srvatkové média 150 so
zvySenym mnozstvom srvatky mali niz8§i vytazok karoténoidov, ergosterolu a ubichinonu.
NajvysSie zastGpenie karoténoidov a ergosterolu zo srvatkovych médii 150 vykazovalo
médium s pridavkom laktdzy, kedy mnozstvo karoténoidov bolo stanovené na
3,15 mg/g biomasy a ergosterolu na 2,31 mg/g biomasy. Najvyssie zastipenie ubichinonu bolo
stanovené u média s pridavkom kombinacie proteazy + laktazy s hodnotou 0,77 mg/g biomasy.

Tato kvasinka narozdiel od doteraz spominanych kvasiniek dosahovala zvySeni produkciu
karoténoidov a ergosterolu u médii, kde bol pridany enzym laktaza, alebo v kontrolnom médiu,
¢o by mohlo byt odévodnené tym, Ze tato kvasinka nepotrebuje stresové podmienky na tvorbu
tychto metabolitov.
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5.1.5 Sporidiobolus metaroseus (CCY 19-9-6)

Obréazok 18 Kultivacia kmena Sporidiobolus metaroseus v srvatkovom médiu Sso zvysenym obsahom
cukru

Pri kultivacii kvasinky Sporidiobolus metaroseus obrazok 18 bola pozorovana zmena sfarbenia
Vv zavislosti od pouzitého média. Menila sa od syto oranzovej cez ruzovu, az svetlo zltooranzovu.
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Graf 13 Graf percentualneho zastipenia lipidov v porovnani s biomasou pri kvasinke Sporidiobolus
metaroseus na srvatkovom médiu

V kontrolnom médiu bez zvySenia srvatky bola podl'a grafu 13 stanovena koncentréacia biomasy
na 12,21 g/l s celkovymi lipidmi 8,93 %. Najvyssia koncentracia biomasy bola stanovena
v médiu s pridanou laktazou, ktorej hodnota bola 20,78 g/l a so zastupenim celkovych lipidov
8,14 %. Média bez pridania enzymov a s pridanim proteazy vykazovali niz§ie hodnoty biomasy
ako kontrola pretoze kvasinka Sporidiobolus metaroseus nedokazal vyuzit’ nerozlozent laktozu
z0 srvatky.
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V médiach so zvySenym mnozstvom srvatky bola stanovena koncentrdcia kontrolného
médium 150 na 13,92 g/l biomasy s celkovymi lipidmi 13,63 %. Najvyssiu koncentraciu
spomedzi srvatkovych médii malo médium s pridavkom laktazy ato 19,71 g/l s9,07 %
zastupenim lipidov. Druhti najvys$Siu koncentraciu biomasy malo médium s pridavkom
kombiné&cie laktazy a protedzy s koncentraciou 19,52 g/l biomasy a 7,86 % zastupenim lipidov.
Média s pridavkom proteazy + bez enzymov mali vyrazne vytazky ako kontrolné médium 150.
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Graf 14 Graf percentudlneho zastupenia mastnych kyselin pre kmeri Sporidiobolus metaroseus na
srvatkovom médiu

V kontrole pre média bez zvySenia srvatky bolo vzhl'adom na graf 14 stanovene percentualne
zastUpenie mastnych kyselin na 27,71 % SFA, 63,05 % MUFA a 9,24 % PUFA. Naproti tomu
len u média s pridavkom protedzy doslo k znizeniu mnozstva SFA na 26,73 %. Najvyssie
zastupenie PUFA bolo v médiu s proteazou, a to 35,09 %. Vsetky vzorky mali zniZzené hodnoty
MUFA oproti kontrolnej vzorke.

U kontroly 150 pre média zo zvySenym mnoZstvom srvatky bolo zastipenie mastnych kyselin
stanovené na 41,25 % SFA, 54,73 % MUFA a 9,24 % PUFA. Najnizsie zastupenie SFA bolo
namerané u média s pridavkom protedzy + to 20,34 %. U ostatnych vzoriek bolo pozorované
mierny pokles SFA. Najvyssia hodnota PUFA bolo u média s pridavkom protedzy + to 33,22 %.

U médii s pridavkom proteazy, v médiu bez zvySenia srvatky aj s iou vykazovali znizenie
zastupenia v SFA v médiach ¢o by mohlo byt’ zapri¢inené pritomnostou aminokyselin v médiu
po stiepeni srvatkovych bielkovin proteazou. Taktiez u tejto kvasinky sa potvrdzuje trend vel'mi
podobného zastipenia mastnych Kkyselin v médiach obsahujucich laktazu s kontrolnymi
mediami.
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Graf 15Graf zastUpenia vybranych karoténoidoy a sterolov pre Sporidiobolus metaroseus

U kontrolného média bol podrla grafu 15 stanoveny obsah karoténoidov na 2,17 mg/g biomasy,
obsah ergosterolu na 2,56 mg g biomasy a ubichinonu na 1,70 mg/g biomasy. Média
s pridavkom protedzy + kombinacie protedzy + laktazy mali zvySené zastupenie karoténoidov.
U meédia s pouzitim proteazy bol stanoveny obsah karoténoidov na 5,51 mg/g biomasy
S najvaésim zastupenim lykopénu. Zaroven malo toto médium aj najvysSie zatupenie
ergosterolu s hodnotou 3,81 mg/g biomasy a ubichinonu s 2,74 mg/g biomasy. U média
s pridavkom kombinacie protedzy + laktdzy bola zastupenie karoténoidov stanovené na
4,70 mg/g. Média bez enzymu aspridavkom laktazy vykazovali nizSie zastupenie
karoténoidov ako u kontroly. Zastpenie ergosterolu bolo nizsie u vSetkych srvatkovych médii,
okrem média s pridavkom proteazy spominaného vysSie. Hodnoty ubichinonu mali vSetky
srvatkove media nizsie ako u kontroly, s najvyssim zastupenim u média bez pridania enzymov
ato 1,70 mg/g biomasy.

U kontroly 150 pre média so zvySenym mnoZstvom srvatky bol stanoveny obsah karoténoidov
na 2,35 mg/g biomasy, obsah ergosterolu na 2,76 mg/g biomasy a hodnota ubichinonu
na 1,28 mg/g biomasy. Najvyssie zastupenie karoténoidov a ergosterolu bolo v médiu 150
s pridavkom proteazy. Zastlpenie karoténoidov tu bolo stanovené na 5,55 mg/g biomasy
S najvac¢sim obsahom torularodinu a zastUpenie ergosterolu s hodnotou 4,86 mg/g biomasy.
Médium 150 s pridavkom laktazy malo zastlpenie karoténoidov 3,63 mg/g biomasy,
S najvacsim zastipenim lykopénu s hodnotou 3,07 mg/g biomasy. Toto médium malo tiez
najvyssie zastipenie ubichinonu s hodnotou a 1,52 mg/g biomasy.

V médiach do ktorych bol pridany enzym proteaza vykazovali zvySené hodnoty karoténoidov
a ergosterolu, ¢o mohlo byt zapri¢inené aminokyselinami vzniknutymi po rozstiepeni
srvatkovych proteinov.
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5.1.6 Rhodoturula mucilagiosa (CCY 20-9-7)

Obréazok 20 Kultivacia kmena Sporidiobolus metaroseus v srvatkovom médiu

Pri kultivacii kvasinky Sporidiobolus metaroseus na obrazoku 20 mozZno pozorovat’ zmenu
sfarbenia médii za pouzitia réznych srvatkovych substratov. Kontrolné médium s oranzovou
farbou, médium bez enzymov a s proteazou zltej farby a média s laktdzou a kombinaciou
protedzy + laktazy ruzovej farby.
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Kontrola Bez Protedza Laktaza Protedaza 150 150bez 150 150 150
enzymov +laktazou kontrola enzymov proteaza laktaza proteaza
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Percentualne zastlpenie lipidov v biomase = Biomasa [g/I]

Graf 16 Graf percentualneho zastlpenia lipidov v porovnani s biomasou pri kvasinke Rhodotorula
mucilaginosa na srvatkovom médiu

Podla grafu 16 bola v kontrolnom médiu bez zvysenia srvatky stanovena koncentracia biomasy
na 13,61 g/l s 10,12 % zastUpenim lipidov v biomase. Koncentracia biomasy bola mierne
zvysena umedia s pridavkom proteazy + laktdzy so stanovenou hodnotou 17,54 g/l.
Percentudlny obsah zasttpenia lipidov tu ¢inil 8,47 %.
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U kontroly médii 150 so zvySenym mnozstvom srvatky bola stanovena koncentracia biomasy
na 10,65 g/l s 1,62 % celkovych lipidov. Najvyssiu koncentraciu biomasy malo médium 150
s pridavkom laktazy s koncentraciou 19,66 g/l a 7,13 % zasttpenim celkovych lipidov. Taktiez
bola zaznamenana vysoka koncentrécie biomasy u média 150 s kombinéciou laktazy a protedzy
s hodnotou 15,77 g/l as 12,47 % zastupenim celkovych lipidov. Média bez enzymov
a s pridavkom protedzy mali nizsi vytazok ako kontrolné médium.

Kvasinka Rhodotorula mucilaginosa vykazovala vel'mi podobny trend s nevyuzite'nost'ou
laktézy v srvatke, ¢o malo dopad na hodnoty produkcie biomasy.
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Graf 17 Graf percentudlneho zastupenia mastnych kyselin pre kmeni Rhodotorula mucilaginosa na
srvatkovom médium

V kontrolnom médiu bez zvySenia srvatky bol vzhladom n a graf 17 stanoveny obsah
zastupenia mastnych kyselin na 29,03 % SFA, 66,44 % MUFA a 4,54 % PUFA. Pri vSetkych
médiach bez zvysenia srvatky sa hodnoty SFA zvysili len minimalne. Médium bez pridavku
enzymov malo zastUpenie PUFA 22,15 % a s pridavkom protedzy vykazovalo mierne zvysené
zastUpenie PUFA na hodnotu 20,95 %.

U kontroly 150 pre média so zvySenym obsahom srvatky bolo zastipenie mastnych kyselin
nasledovné: 27,88 % SFA, 66,44 % MUFA a4,54 % PUFA. Vsetky srvatkové média
vykazovali zvySeny podiel SFA, s najmensim zastGpenim u média s laktazou s obsahom
29,33 % a najvyssim zastGpenim u média s protedzou s hodnotou 54,46 %. Kontrolné média
a média, ktoré obsahovali laktazu, alebo kombinaciu laktdzy + proteazy mali len nepatrné
zmeny v percentudlnom zastipeni mastnych kyselin. To neovplyvnilo ani zvySeny obsah
pridanej syrovatky.

Téato kvasinka taktieZ vykazovala, ako ostatné kvasinky spomenuté vysSie, ve'mi podobné
zastUpenie mastnych kyselin v médiach, kde bol pridany enzym laktaza ako v kontrolnych
médiach.
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Graf 18 Graf zastUpenia vybranych karoténoidov a sterolov pri kvasinke Sporidiobolus metaroseus

Podra grafu 18 bol u kontrolného média stanoveny obsah karoténoidov na 1,37 mg/g biomasy,
ergosterolu na 2,43 mg/g biomasy a ubichinonu na 2,20 mg/g biomasy. Najvyssie zastipenie
karoténoidov bolo stanovené v médiu s pridavkom kombinécie proteazy + laktazy. Jeho
koncentracia bola stanovena na 2,45 mg/g biomasy s najvyssim zastupenim lykopénu. Ostatnée
srvatkove média mali zastapenie nizSie ako v kontrole. NajvySsia hodnota ergosterolu bola
namerand v médiu s pridavkom laktazy. kde jeho zastupenie vzrastlo na 2,98 mg/g biomasy.
Tato hodnota bola tiez bola vyrazne vyssia hodnotota u médiu s pridavkom proteézy, kde bolo
zastUpenie 2,67 mg/g biomasy. NajvySSie zastipenie ubichinonu bolo namerané u média
s pridavkom laktazy s hodnotou 2,31 mg/g biomasy. Ostatné média vykazovali nizsie vytazky
ako kontrola.

U kontroly 150 pre média so zvySenym mnozstvom srvatky bol obsah karoténoidov namerany
na 1,37 mg/g biomasy, obsah ergosterolu na 2,47 mg /g biomasy a obsah ubichinonu na
a 2,17 mg/g biomasy. Najvyssie zastupenie karoténoidov bolo u media 150 s pridanim laktazy,
kde bolo zastupenie 1,80 mg/g. ZastUpenie ergosterolu u tohto média ¢inilo 2,48 mg/g biomasy.
Najvyssie mnozstvo ergosterolu bolo stanovené u media 150 s pridavkom protedzy s hodnotou
2,49 mg/g biomasy. Zastupenie ubichinonu bolo vo vsetkych srvatkovych médiach o nieco
nizsie ako v kontrolnom médiu, avsak tato hodnota bola najvyssia u média 150 s pridavkom
proteazy s hodnotou 1,50 mg/g biomasy.

Kvasinka Sporidiobolus metaroseus produkovala vo vsetkych typoch médiach vel'mi podobné
vytazky ergosterolu ako v kontrolnom médiu, ¢o modze byt zapri¢inené, tym ze jej
metabolizmus ergosterolu nie je ovplyvneny mnozstvom vyuzitelného cukru, ako tomu bolo
u predchadzajucich kvasiniek.
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5.2 Stanovenie rastovych vlastnosti v ¢ase kultivacie vo fermentore

Pre kultivaciu vo fermentore bola vybrana kvasinka Rhototorula kratochvilovae v médiu zo
zvy$enym mnozstvom srvatky s pridavkom laktézy.

Tato kombinacia kvasinky a média boli vybrané pre svoj vysoky vytazok biomasy a zaroven
bola dobrym kompromisom ohladom produkovanych metabolitov. Této kvasinka vykazovala
vysSie zastupenie celkovych lipidov v biomase azaroven priaznivy pomer nasytenych
a nenasytenych mastnych kyselin.
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Graf 19 Graf percentualneho zastupenia lipidov v porovnani s biomasou pri kvasinke Rhodotorula
mucilaginosa na srvatkovom médiu s pridavkom laktazyv ¢asovom vyvoji fermentora

Podla grafu 19 bola v ¢ase 16 hodin od spustenia fermentoru namerana hodnota biomasy
4,29 g/l s hodnotou celkovych lipidov nal4,15 %. Zastupenie lipidov bolo v tento ¢as najvyssie,
¢o mohlo byt sposobené prechodom z inokula do produk¢éného média. Po 40 hodinach od
spustenia bola zaznamenana hodnota biomasy 20,63 g/l, kde kleslo percentuélne zastupenie
lipidov v biomase na najnizSiu mieru 7,95 %. V ¢ase 93 hodin stupla hodnota biomasy na
41,37 g/l a percentualne zastupenie lipidov na 9,29 %. V case 114 hodin bola stanovena
koncentracia na hodnotu 49,64 g/l s percentualnym zastipenim lipidov 11,75 %. Po
140 hodinach bola namerana finalna koncentracia biomasy 62,49 g/l so zastupenim lipidov
11,24 %. Z tychto udajov a grafu 21 je pozorovatelna vel'mi rychla miera rastu biomasy a len
vel'mi mald miera rastu percentudlneho zastipenia mastnych kyselin, z ¢oho je mozné usudit,

ze kvasinky mali idealne podmienky rastu.
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Graf 20 Graf percentudlneho zastupenia mastnych kyselin pre kmeii Rhodotorula toruloides na
srvatkovom médiu s pridavkom laktazy v ¢asovom vyvoji fermentora

Zastupenie mastnych kyselin podla grafu 20 bolo po 16 hodindch od spustenia fermentora
60,87 % SFA, 28,48 % MUFA a 10,64 PUFA. Po 40 hodinach kultivacie sa znizil obsah SFA
na 35,40 % a zvysil sa obsah MUFA na 50,76 % a 13,84 % PUFA. Toto zastipenie mastnych
kyselin uz zostalo konstantné po zvySok doby kultivacie vo fermentore, z coho je mozné
odvodit ze kvasinka Rhodotorula kratochvilovae mala ipo ukonCeni merania dostatok
spracovatel'nych cukrov a nebola obmedzovana substratom.
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Graf 21 Graf zastlpenia vybranych karoténoidov a sterolov pri kvasinke Rhodotorula toruloides na
srvatkovom médiu s pridavkom laktazyv v casovom vyvoji fermentora
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Podl’a grafu 21 bola na zac¢iatku kultivacie hodnota karoténoidov 0,33 mg/g biomasy. Obsah
ergoterolu bol 0,29 mg/g biomasy a obsah ubichinonu 2,96 mg/g biomasy. Po dobe

ergosterolu stupla na 2,06mg/g biomasy a hodnota ubichinonu stipola na 4,13 mg/g biomasy.
V ¢ase 93 hodin klesla hodnota ubichinonu na hodnotu 1,84 mg/g biomasy a ergosterolu na
hodnotu 1,77 mg/g biomasy.V d’al§ich zaznamenanych ¢asovych tsekoch zacala opét'stipat’
koncentrécia ergosterolu a ubichinonu. Hodnota karoténoidov stapala len vel'mi pomaly, ¢o
bolo predpokladané vzhl'adom na kultivaciu v malom objeme. Z posledného odberu v ¢ase
140 hodin  bola hodnota karoténoidov 4,45 mg/g biomasy, hodnota ergosterolu
2,61 mg/g biomasy a hodnota ubichinonu 6,08 mg/g biomasy. Kultivaciou vo fermentore sa
potvrdili nase predpoklady o nizkej produkcii karoténoidov z predchadzajicich kultivacii.
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6 ZAVER

Podstatou tejto prace bola optimalizacia predpripravy mliekarenského odpadu — srvatky
pouzitim enzymov laktazy a protedzy pre biotechnologické spracovanie vybranymi kmemnmi
karoténoidnych kvasiniek. Pridanim vybranych enzymov azmenou mnozstva srvitky sa
zmenilo zloZenie substratu, co ovplyvnilo i produkciu metabolitov nasich vybranych kvasiniek.

Vo vseobecnosti vetky nami pouzité karoténoidné kvasinky maximalne vytazky biomasy
a percentualne zastUpenie mastnych kyselin umédii so zvySenym mnoZstvom srvatky,
Vv ktorych bol pouzity enzym laktaza, ktory najprv rozstiepil laktozu na jednoduché cukry
glukézu a galaktozu. Tieto jednoduché cukry uz boli spracovatelné pre kvasinky. PouZitie
laktdzy v médiach malo tieZ vplyv na percentualne zastupenie mastnych kyselin v biomase. Vo
vacsine tychto medii bolo percentudlne zastupenie mastnych kyselin vel'mi podobné
kontrolnym médiam, ¢o mohlo byt zapriinené rozstiepenim laktozy na jednoduché cukry
a tym priblizenie podmienok srvatkovych médii s kontrolnymi médiami.

Produkcia karoténoidov a sterolov bola vel'mi ¢asto premenliva u réznych organizmov.
Vicsina z nich vSak mala najvySsie hodnoty karoténoidov a sterolov v médiach bez enzymov
a v médiach s proteazov. Tento trend mohol byt’ zapriCineny stresovym faktorom nedostatku
vyuziteIného substratu, kedy kvasinky preSli na metabolizmus zasobnych latok sterolov
a karoténoidov. Vynimkou boli kvasinky Rhodotorula mucilaginosa (CCY 19-4-6), ktorej
zastupenie karoténoidov bolo najvyssie v kontrolnych médiach a v médiach, kde bola vyuzita
laktaza a kvasinka Rhodotorula mucilaginosa (CCY 20-9-7), ktorej zastupenie sterolov sa
v zavislosti zlozenia takmer vobec nemenil.

Vyuzitie enzymu laktazy pri kultivacii karoténoidnych kvasiniek vyznamne ovplyviiovalo
produkciu biomasy a kvasinkovych metabolizmov. Na druhd stranu, vyuzitie proteazy
v kultivaciach vybratych mikroorganizmov malo len minimalny vplyv na produkciu obohatenej
biomasy.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

MVA
IPP
DMAPP
GGPP
MUFA
PUFA
SFA
HPLC
GC
FID
DAD

Mevalonovéa dréha

Izopentenylpyrofosfat
Dimethylallyldifosfat
Geranylgeranylpyrofosfat

Mononasytené mastne kyseliny
Polynasytené mastné kyseliny

Nasytené mastné kyseliny

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia
Plynova chromatografia

Plametiovy ioniza¢ny detektor

Detektor diodovéeho pola
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