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ABSTRAKT

Kvasinky rodu Metschnikowia jsou schopné produkovat za raznych podminek rtizné velké
mnozstvi lipid, které maji pozoruhodné vyuziti v biotechnologiich a v prumyslu. Tato
bakalarska prace je zaméfena na studium kultivacnich podminek, za kterych kvasinky
vyprodukuji nejvice lipidi a také se zabyva tim, zjakych mastnych kyselin jsou tyto
triacylglyceroly slozeny. Je taktéz sledovan vliv kultivacnich podminek na mnozstvi biomasy.
Bylo zkoumano pét kmend kvasinek a to M. pulcherrima 145, M. pulcherrima 147,
M. pulcherrima 149, M. andauensis 129 a M. chrysoperlae 1158. Na kultivaci byla pouzita
kultivaéni média s riznymi poméru C/N, obsahujici glukdzu, nebo levné odpadni substraty
(glycerol, kava a odpadni tuk). Kultivace byly provadény pii nékolika teplotach a nasledné bylo
zjisStovano mnozstvi narostlé biomasy, pomoci plynové chromatografie bylo dale zjiSténo
slozeni a pomér mastnych kyselin.

Jako kvasinka, kterda vyprodukovala v Case nejvice biomasy, byla stanovena kvasinka
M. chrysoperlae 1158, ktera po 336 hodinach rastu pii teploté 15 °C na médiu o poméru
C/N = 100 byla schopna vytvoftit 10,66 g/l biomasy. Nejvétsiho mnozstvi lipida bylo dosazeno
u kmene M. andauensis 129 pii teploté 8 °C na médiu C/N = 100 (21,57 % lipida v susiné).
Pokud vezmeme do uvahy i produkci biomasy, nejlepSich vysledku dosahuje kvasinka
M. chrysoperlae 1158 pfi teploté 11 °C na médiu s pomérem C/N = 100 s produkci biomasy
10,15 g/l a 19,58 % lipida v susiné. Tato kvasinka proto byla dale kultivovana na odpadnich
substratech.

KLIiCOVA SLOVA

Kvasinky, Metschnikowia, lipidy, mastné kyseliny, odpadni substraty, plynova chromatografie



ABSTRACT

Metschnikowia yeasts are able to produce under different conditions different amounts of lipids,
which have remarkable uses in biotechnology and industry. This bachelor thesis is focused on
the study of cultivation conditions under which yeasts produce the most lipids and also deals
with which fatty acids these triacylglycerols are composed of. The influence of cultivation
conditions on the amount of biomass is also monitored. Five yeast strains were examined,
namely M. pulcherrima 145, M. pulcherrima 147, M. pulcherrima 149, M. andauensis 129 and
M. chrysoperlae 1158. Cultivation media with different C/N ratios, containing glucose or cheap
waste substrates (glycerol, coffee and waste fat) were used for cultivation. The cultivations were
performed at several temperatures and then the amount of grown biomass was determined, and
the composition and ratio of fatty acids were determined by gas chromatography.

As yeast that produced the most biomass per time was determined the yeast
M. chrysoperlae 1158, which after 336 hours of growth at 15 °C was able to produce 10,66 g/l
of biomass on a medium with a ratio of C/N = 100. The highest amount of lipids was obtained
with yeast M. andauensis 129 at 8 °C on medium with a ratio of C/N = 100 (21,57 % lipids in
dry matter). If biomass production is also taken into account, the best results are obtained by
the yeast M. chrysoperlae 1158 at a temperature of 11 ° C on a medium with a ratio of C/N = 100
with a biomass production of 10,15 g/l and 19,58 % lipids in dry matter. This yeast was
therefore further cultivated on waste substrates.

KEY WORDS

Yeasts, Metschnikowia, lipids, fatty acids, waste substrates, gas chromatography
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1 UVOD

Lipidy jsou latky honé vyuzivané v kazdodennim zivoté. Setkavame se snimi
v potravinafském prumyslu, v kosmetice a jsou také vyuzivany pii vyrobé biopaliv. Jelikoz
existuji oleogenni kvasinky, které se vyznacuji tim, ze jsou schopny produkovat lipidy podobné
rostlinnym olejim, bylo by mozné témito lipidy rostlinné oleje nahrazovat. V potravinarském
prumyslu je nejcastéji vyuzivanym tukem palmovy olej, tudiz dochazi ke kaceni destovych
pralest, coz je jeden z globalnich problému. Lipidy, které kvasinky vyprodukuji, jsou velmi
podobné pravé rostlinnym olejum, proto by bylo mozné tyto lipidy vyuzit jako potencialni
nadhradu naptiklad palmového oleje. Taktéz by se tyto lipidy daly vyuzit i v jinych
pramyslovych odvétvich, naptiklad pii vyrobé biopaliv.

Z ekonomického hlediska je vyhodné tyto kvasinky, které produkuji lipidy skladajici se
z triacylglyceroll, kultivovat na levnych a snadno dostupnych substratech. Témito substraty
mohou byt snadno rozlozitelné latky obsahujici rizné sacharidy jakozto zdroj zivin pii kultivaci
kvasinek. Znamymi a snadno dostupnymi substraty jsou napiiklad slupky z brambor, otruby,
zbytky ze zpracovani ovoce, slama, syrovatka, melasa a dal§i. Vyhodou nekterych kvasinek je,
ze nevyzaduji svétlo a jsou schopny rust pii nizké teploté a nizkém pH, coz také vyrazné snizuje
néaklady celého procesu.

Tato bakalafska prace se zabyva studii regulace produkce biomasy a lipida u péti kment
kvasinek rodu Metschnikowia. Mnozstvi produkované biomasy a lipidi je ovlivnéna oxida¢nim
a nutricnim stresem. Ten mize byt zpisoben zménou kultivacni teploty, kultivaci na riznych
zivnych médiich, a i napfiklad kultivaci na odpadnich substratech. V této bakalarské praci proto
probihala kultivace pfi tfech riznych teplotach, a to 8, 11 a 15 °C, na dvou riznych médiich,
jedno o poméru C/N = 100 a druhé C/N = 150. Poté byla kvasinka M. chrysoperlae 1158
kultivovana jesté na tfech odpadnich substratech. Jako odpadni substraty byl pouzit glycerol,
kava, a odpadni tuk.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Mikroorganismy

Mikroorganismy maji pro zivot ¢lovéka a celkove pro ptirodu veliky smysl, nebot ovliviiuji
tvorbu a zachovani zivotniho prostiedi na planeté. Udrzuji spravny kolobéh prvka v piirod€,
diky nim také dochazi k samocisténi vodnich tokt a primyslovych odpadnich vod. Jsou rovnéz
schopny zastavit ¢innost jinych organismd, a tim prodlouzit skladovatelnost potravin. Z toho
divodu se nékteré vyuzivaji v kvasném a mlékarenském primyslu, pii vyrobé syra, pti kvaseni
zeli apod. Vyuziti najdou i ve farmaceutickém pramyslu napfiklad pfi vyrobé antibiotik. Jelikoz
jsou mikroorganismy schopny syntetizovat bilkoviny mnohem vétsi rychlosti nez jakékoli jiné
organismy, a jesté k tomu vyuzivat odpadni latky, maji mimotradny vyznam pfi zajistovani
vyzivy lidstva [1] .

Mikroorganismy jsou jednobunécné nebo vicebunécné organismy, které nejsme schopni
pozorovat okem, a které nejsou schopny tvofit funkéné diferencované tkané nebo pletiva [1]
[2] . Jejich dulezitou vlastnosti je hodné velky povrch v porovnani s celkovou velikosti. Diky
tomu jsou schopni rychleji pfijimat potravu a tim rychleji rust. Dalsi vyhodou je jejich kratka
generani doba a velka Cetnost populaci, které mizeme jednoduse technicky ziskat. Dokazou
se velmi rychle adaptovat na nejrizn€jsi ziviny, diky cemuz je jednodussi jejich kultivace [2] .

2.1.1 Klasifikace mikroorganismu

Mikroorganismy miuizeme rozdélit na Eukaryota a Prokaryota. Eukaryota jsou organismy,
které maji pravé jadro s jadernou membranou, ve kterém je deoxyribonukleova kyselina (DNA)
usporadana do chromozomu. Naopak Prokaryota jsou organismy, které nemaji diferencované
jadro. Mikroorganismy muzeme zaradit jak k eukaryotickym, tak k prokaryotickym
organismum [1] [2] .

Podle toho, jak se mikroorganismy vyzivuji, je délime na autotrofni a heterotrofni.

* Autotrofni mikroorganismy potiebuji pro vyzivu pouze anorganické slouceniny. Energii
ziskavaji nejCasté]i ze svételné energie nebo oxidaci anorganickych sloucenin, jako zdroj
uhliku vyuzivaji oxid uhlicity a zdrojem dusiku jsou obvykle dusi€nany nebo amonné soli.

* Heterotrofni mikroorganismy vyzaduji pro svoji vyzivu a rast organické slouceniny.
RozliSuji se organismy prototrofni, kterym staci jednoduché organické uhlikaté
slouCeniny a organismy auxotrofni, které vyzaduji navic slozitéjsi slouceniny, jako jsou
napiiklad vitaminy, aminokyseliny apod [1] .

Podle naroki na kyslik mikroorganismy délime na aerobni a anaerobni.

* Aerobni mikroorganismy vyzaduji pro svij rist a rozmnozovani vzdusny kyslik nebo
kyslik rozpustény ve vodé.

* Anaerobni mikroorganismy nevyuzivaji volny kyslik, jejich metabolismus probiha bez
vzdusného kysliku. Tyto mikroorganismy nejsou schopny kyslik vyuzivat, pisobi na né
spiSe negativné (inhibi¢né) az toxicky [1] [2] .
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Podle toho, jak ziskavaji energii, délime mikroorganismy na fototrofni a chemotrofni.

* Fototrofni mikroorganismy ziskavaji energii pii pfemené svételné energie na energii
chemickou. Pii této pfeméné je stejné jako u rostlin dulezity chlorofyl.
* Chemotrofni mikroorganismy ziskavaji energii v dasledku oxidace chemickych sloucenin

[17.
2.2 Kbvasinky

Kvasinky jsou eukaryotické heterotrofni jednobunétné mikroorganismy, které netvori
samostatnou taxonomickou skupinu. Radime je mezi nizsi houby neboli Fungi. Nejastgji tvoii
kolonie na tuhych zivnych médiich. Nazev kvasinky dostaly z toho divodu, Ze ¢ast z nich je
schopna zkvaSovat sacharidy na ethanol a oxid uhlicity [3] [4] [5] .

Kvasinky maji sacharolytické vlastnosti, proto se vyskytuji pfedev§im na mistech s obsahem
cukri. Typickym ptikladem je ovoce (nejCastéji bobulové nebo peckové), sladké potraviny,
kvéty. Vyskytuji se ale i v pud€, ve vzduchu, na stromech nebo ve stievech zivo€ichu [1] [4] .

Jsou vyuzivany lidmi hlavné v oblasti kvasnych vyrob, pfi vyrobé piva, vina, také pfi
pfipravé mlécnych vyrobkd, pekatskych vyrobka nebo naptiklad pfi ziskavani ergosterolu, coz
je prekurzor vitaminu D, ktery se da dale vyuzivat ve farmaceutickém primyslu. Pro
potravinaisky pramysl je dilezité, Zze nekteré druhy kvasinek jsou schopny vyuzivat organické
kyseliny napt. kyselinu benzoovou nebo propionovou jako konzervanty. Z bunék kvasinek je
mozné vyizolovat rizné latky (enzymy, koenzymy, lipidy, nukleosidy, nukleotidy), které se
daji dale vyuzivat v laboratofich. Existuji tzv. patogenni kvasinky, které mohou u oslabenych
jedinct nebo u jedinct s poskozenym imunitnim systémem zpuisobit nékdy i vazna onemocnéni

[1][4][6].
2.2.1 Morfologie kvasinek

Bunky kvasinek byvaji rozmanité. Tvar vétSinou souvisi s funkci burky, s druhem
vegetativniho rozmnozovani a méni se vlivem vnéjSich podminek v pribéhu stadia vyvoje.
Taktéz tvar mize byt ovlivnén staiim bun€k nebo kultivacnimi podminkami. Nej¢astéjsi tvarem
je rotacni elipsoid. Dalsi tvar mize byt kulaty, ovalny, citronovy, podlouhly a napfiklad jeste
vléaknity (viz. Obr. 1). Velikost bunék kvasinek je ptiblizné 3—15 um [3] [7] .

0009970 4

Obr. 1: Tvary bunék kvasinek: a — kulaté, b — ovdlné, elipsoidni, ¢ — citronovité, d — ogivaini,
e — lahvovité, f— podlouhlé, g — vidknité. [3]
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2.2.2 Cytologie kvasinek

Vegetativni buiika kvasinek je vicefazovy systém, kde membrany ohranicuji jednotlivé
kompartmenty, membranu tedy muzeme oznacit za tzv. bariéru. Kvasinkové bunky jsou
eukaryotické buriky, tudiz jsou podobné eukaryotickym bufikam u jinych organismua. Bunku
kvasinky tvofi bunécné sténa, cytoplazmaticka membrana, cytoplazma, vakuoly, ribozomy,
mitochondrie, Golgiho aparat, jadro, endoplazmatické retikulum a cytoskelet [1] [4] [7] [8] .

2.2.2.1 Bunécéna sténa

Je to komponent, ktery diky své pevné struktuie dava burce tvar a chrani ji pted urCitymi vlivy.
Je tvorena polysacharidy (80 %), bilkovinami (6-10 %), lipidy, fosfolipidy (3—-10 %)
a fosfore¢nany. Z polysacharidii jsou vyznamnymi komponenty glukany, mannoproteiny
a chitin. Na buné¢né sténé najdeme jizvy po puceni, diky kterym je mozné urcit stafi kvasinky,
a jizvu zrodu, coz je misto, kde byla kvasinka pfipojena k matetské buiice. Buiiky mohou
za urcitych podminek flokulovat (vytvaret shluky), coz vede k sedimentaci. Jedna se o dilezity
jev pii vyrobe vina a piva, jelikoz je dulezité, aby kvasinky po kvaseni sedimentovaly a bylo
mozné je snadnéji odseparovat [1] [4] [8] .

2.2.3 Rust a rozmnozovani kvasinek

Kvasinky jsou mikroorganismy, které se rozmnozuji prevazné vegetativnim zpusobem,
a to nejcastéji pucenim. Pii puCeni dochazi na matetfské buice k tvorbé pupenu, ktery se
zvétSuje. Dochazi k déleni organel, z nichz ¢ast putuje spolu s rozdélenym jadrem do pupenu.
Po urcité dobé dojde k oddéleni pupenu od matetské buriky a vznika tak dcefina burika. Podle
toho, vjaké Casti bunky se pupen tvofi, rozliSujeme monopolarni (pupen se tvoii vzdy
na jednom poélu buiiky), bipolarni (pupen vznika sttidavé na obou polech buiiky) a multipolarni
puceni (pupen se muze vytvoriit na kterémkoli misté buriky, ovSem nikdy ne na stejném miste)
[31 (8] [91[10].

Jsou ale 1 kvasinky, které se rozmnozuji zaskrcenim, délenim, tvorbou pravého mycelia nebo
tvorbou nepravych hyf (pseudomycelia). Rozmnozuji-li se kvasinky tvorbou pravého mycelia,
mohou existovat i ve vicebunéné formé€. DalSim zpisobem rozmnozovani je pohlavni
rozmnozovani. U téchto kvasinek pak dochazi ke vzniku pohlavnich spor (askospor).
U nékterych kvasinek dodnes zptsob rozmnozovani nebyl dokazan [3] [9] [10] .
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Obr. 2: Rust kvasinek: a — ve svazcich, b — v pseudomyceliu, ¢ — v pravém myceliu [1]

2.2.4 Chemické slozeni kvasinek

Slozeni kvasinek se hodné lisi u konkrétnich druhti. Zalezi také, na jakém Zivném médiu
se kvasinky rozmnozovaly a na zpusobu analyzy. Rozdil ve slozeni kvasinek je i mezi butikou
v nativnim stavu a po usmrceni [7] [11] .

Nejvétsi podil ve slozeni bunécné hmoty ma voda, ktera tvoti pfiblizné 60—-80% buriky.
Existuji dvé formy vody. Vnitrobunéna voda je voda nachézejici se uvnitf bunék
a mezibunécna voda je voda nachazejici se v prostoru mezi buitkami. Tato voda se mezi butiky
dostava z kultiva¢niho média [1] [11] .

Voda je dilezita proto, Ze umoziuje rozpoustét mineralni a organické latky, ulehcuje
vyrovnavani zmén osmotického tlaku, umoziuje vyluCovani metaboliti z buriky a odCerpavani
prebytecného tepla. Je také dulezita pro rozpousténi kysliku, jelikoz buriky pfijimaji pouze
kyslik rozpustény ve vodé. Pti nedostatku vody muze dojit k disfunkci bunky [7] [11] .

Nejvétsi podil susSiny tvoti bilkoviny (50 %), dale glykogen (30 %), ktery je u oxida¢nich
typu kvasinek nahrazen lipidy, kterych lze dosahnout v susiné az 62 %, dale pak nukleové
kyseliny (10 %), polysacharidy (5 %) a popel (8 %). Dal§imi organickymi slouceninami, které
jsou soucasti susSiny bun€k kvasinek, jsou steroly, karotenoidy a vitaminy hlavné skupiny B,
provitamin D (ergosterol) a provitamin A. Popel je z velké Casti tvofen oxidem fosfore¢nym
a ionty — v nejvétsim mnozstvi K¥, Mg?*, Ca?*, Na*. Polysacharidy se nevyskytuji samostatng,
nejcastéji se vyskytuji ve vazbé s proteiny nebo s lipidy ve formé glykolipida, glykoproteindg,
lipopolysacharida. Lipidy se vyskytuji nej¢astéji ve formé triacylglycerolt (tuki) jako kapicky
rozptylené piedevSim v bunééné sté€né€, volné€ v cytoplazmé nebo ve vakuolach. Mnozstvi
jednotlivych tuku, které burika obsahuje, zavisi na druhu kvasinky, na teploté, pii které dochazi
ke kultivaci a na kultivacnim médiu (viz kapitola 2.3.1.2.) [1] [7] [11].
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2.2.5 Rust a kultivace mikroorganismu
2.2.5.1 Druhy kultivace

= Staticka kultivace

Je to kultivace, ktera probiha pfevazné na tuhych Zivnych médiich, ovS§em muze dochazet
i ke kultivaci na kapalnych zivnych médiich. Hlavnim znakem je, ze se mikroorganismus
inkubuje v klidu. V prabéhu rastu postupné dochazi k vyc€erpani Zivin.

=  Submerzni kultivace
» Vsadkova kultivace (batch)

Mikroorganismy se naockuji do kapalného média, které mé pfedem dané slozeni a kultivuje
se pfi konstantni teploté a za obCasného promichani do té doby, dokud se v dasledku
vycerpani zivin nezastavi rist a rozmnozovani.

» Pritokova kultivace (fed-batch)

U pritokové kultivace neni pracovni objem konstantni. Pfitékaji ziviny, ale neodtéka objem
média s vyrostlymi organismy.

> Kontinualni kultivace

Pti kontinualni kultivaci pfitékaji k rostoucim mikroorganismiim Ziviny a zaroven odtéka
stejny objem média, ve kterém vyrostly mikroorganismy. U této kultivace Ize dosahnout
rovnovazného stavu tak, ze zvolime vhodnou rychlost pfitoku zivné pudy, a tudiz
se v ur¢itém objemu zivného média bude udrzovat konstantni pocet bunék [3] [8] .

2.2.5.2 Rustova kiivka

Je to grafické znazornéni vzrustu poctu zZivych bunék. Je to taktéz mnozstvi bunék (vaha
hmoty), které se vytvori z pivodniho naockovaného mnozstvi za danych podminek za urcity
Cas. Ristova kiivka nam ukazuje, ze se buiiky nemnozi potad stejnou rychlosti (viz. Obr. 3).
Rychlost ristu bunék nam udava tzv. mérna rastova rychlost [1], [11], [12].

Rustova kiivka se sklada z nékolika fazi:

I. Lag-faze (pripravna faze)
V této fazi se mikroorganismy pfizpusobuji prostiedi. Buriky, které se nepfizpusobi,
odumiraji. Nedochazi ke zvétSovani poctu bunék, naopak jejich poCet muze i klesat.
Dochazi také ke zvysSeni citlivosti vii¢i chemickym a fyzikalnim vlivim a aktivaci
enzymového systému. Délka této faze zavisi na druhu mikroorganismu, na slozeni

prostfedi, ve kterém mikroorganismus roste, na poctu naockovanych bunck a taky
na fyziologickém stavu buiky.
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II.  Faze zrychlujiciho se rustu
Buriky se zacinaji d€lit a postupné se zvySuje rustova rychlost.
III. Exponencialni faze rustu
Bunky zde maji nejkratsi generani dobu (Cas potfebny na zdvojeni bunék), ktera
je v celé fazi konstantni. Je zde nejvétsi rychlost rastu, tzn. dochazi k intenzivnimu
mnozeni bunék, kdy mnozstvi bun€k exponencialné roste az do doby, nez dojde
k vyCerpani zivin.
IV.  Faze zpomalujiciho se rustu
Postupnym vycerpavanim zivin dochazi ke zpomalovani rychlosti mnozeni bun¢k
a zvySuje se pocet odumirajicich bunék.
V. Stacionarni faze rastu
V této fazi jsou vyCerpany ziviny a nastava stav rovnovahy mezi poctem nove vzniklych
bunék a poctem bunék odumirajicich.
VI. Faze odumirani
Pocet odumirajicich bunék je vétsi, nez je pocet bunék nové vzniklych. Tato faze
je nezadouci, protoze v disledku autolyzy dochazi k celkovému ubytku poctu bunék [1]

[O] [11].
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Obr. 3: Ristova kifivka [1]
2.2.5.3 Zivni média

Kazdy mikroorganismus potiebuje pro sviij rist vhodné zivné médium, které se bude co nejvice
podobat pfirozenym podminkam. Je dulezité dbat na volbu zakladnich Zivin (uhlik, dusik,
fosfor, sira, hot¢ik), teploty, optiméalniho pH, osmotického tlaku, vhodnych aerobnich nebo
anaerobnich podminek a také musi byt pfitomny rustové faktory (vitaminy, aminokyseliny),
jsou-li pro dany mikroorganismus nezbytné. NejCastéjsSim zdrojem uhliku a taktéz zdrojem
energie byvaji jednoduché cukry nebo polysacharidy, alkoholy, organické kyseliny nebo
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anorganicka sloucenina CO>. Jako zdroj dusiku byvaji nejcastéji vyuzivany amonné soli,
mocovina, dusinany, vzdusny dusik nebo jednotlivé aminokyseliny. Fosfor
je mikroorganismim dodavan nejcast€ji ve forme soli kyseliny fosforecné a jako zdroj siry jsou
nejCasteji vyuzivany sirany a sirné aminokyseliny [2] [3] [13] .

2.3 Vyznamné metabolity kvasinek
2.3.1 Lipidy

Lipidy jsou obecné estery vy§Sich mastnych kyselin a alkoholu a jsou nerozpustné ve vode.
Nejcasteji délime lipidy na jednoduché a slozené.

a) Jednoduché — délime na vosky (estery vy$Sich mastnych kyselin a vysSich
alkoholil) a acylglyceroly (tuky a oleje)

b) Slozené — skladaji se z glycerolu, ktery je esterifikovany dvéma molekulami
mastnych kyselin a jednou molekulou kyseliny fosforecné. Jejich charakter
zavisi na dalsi navazané slozce, kterou muze byt alkohol nebo napfiklad
sacharid. Patfi sem naptiklad sfingolipidy, fosfolipidy nebo glykolipidy [2] [14]

Lipidy produkované kvasinkami jsou slozeny z TAG, které jsou tvofeny estery vysSich
mastnych kyselin s glycerolem. Jsou ti¢innou formou ukladani energie s vysokou energetickou
hodnotou asi 39 kJ/g. Jelikoz samovolné tvoii dvojvrstvy, jsou v organismu i dulezitym
materidlem na stavbu biologickych membran [2] [15] [16] .

2.3.1.1 Biosyntéza lipidu oleogennimi kvasinkami

Vychozi latka, ktera je potieba na syntézu mastnych kyselin je acetyl-CoA. Jeho syntéza zacina
produkci citratu z cyklu trikarboxylovych kyselin v mitochondtriich. Pomoci citrat-lyazy
je citrat preménén na acetyl-CoA v cytosolu. Cast acetyl-CoA je pfeménéna acetyl-CoA
karboxylazou na malonyl-CoA, coz je primarni prekurzor pro prodlouzeni mastnych kyselin
(je o jeden uhlik delsi nez acetyl-CoA). Z malonyl-CoA se poté stava acyl-CoA. Dokoncené
mastné acyl-CoA fetézce jsou pak transportovany do ER nebo na membrany lipidovych struktur
spolecné s latkou glycerol-3-fosfat, ktery vznikl z dihydroxyacetonfosfatu ziskaného v prab&hu
glykolyzy. K sestaveni TAG dojde cestou tzv. Kennedyho drahy. Kennedyho draha probiha
v ER a na membranach lipidovych struktur. Acyl-CoA je prekurzor pouzivany pro acylaci
na hlavni fetézec glycerol-3-fostatu za vzniku kyseliny lysofosfatidové (LPA), ktera se dale
acyluje za vzniku kyseliny fosfatidové (PA). PA je potom defosforylovana za vzniku
diacylglycerolu (DAG) a poté dojde k finalni acylaci diacylglycerol acyltransferazou za vzniku
TAG. Metabolické drahy pro syntézu lipidi muzeme vidét na Obr. 4 [17] [18] [19] .
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Obr. 4: Metabolické cesty pro syntézu lipidii [19]

2.3.1.2 Fabktory ovliviiujici akumulaci lipidi

Oleogenni mikroorganismy jsou kvasinky, houby nebo mikrofasy, které jsou schopny
akumulovat za vhodnych kultiva¢nich podminek lipidy, a to hlavné ve formé lipidovych télisek
(,,lipid bodies®). Mnozstvi téchto lipidu, skladajicich se z TAG (triacylglycerolti), muze
za vhodnych kultivaénich podminek (vhodny pomér uhliku a dusiku — C/N) dosahnout az 60 %
susiny buriky. Produkci ovliviiuje Siroka Skala faktord, jako jsou zdroj dusiku a uhliku, aplikace
stresovych podminek a vybér samotného mikroorganismu. Je prokazano, ze k akumulaci lipidu
v oleogennich kvasinkach dochazi, kdyz je zivina v médiu (napt. zdroj dusiku nebo fosforu)
omezena a zdroj uhliku je pfitomen v nadbytku. Limitace dusikem inhibuje syntézu proteint
a nukleovych kyselin, ¢imz se zpomaluje rychlost rustu kultury. U neoleogennich druha
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zustava prebytek uhliku nevyuzity nebo je pfeménén na zasobni polysacharidy. Podle védce
Huang Jianzhong se jevi anorganicky dusik vhodny pro rist biomasy, ale neni vhodny pro
akumulaci lipidt, zatimco organické zdroje dusiku, jako je pepton nebo bujon, jsou vhodnéjsi
pro produkci oleje, ale nejsou vhodné pro rist bunék. Nejcast€ji se vyskytujicimi kyselinami
v burikach kvasinek jsou kyseliny se 16 a 18 uhliky, které se nejvice podobaji rostlinnym
olejim, jako je fepkovy, palmovy nebo sdjovy olej. Nejcastéji se vyskytujicimi kyselinami jsou
kyselina palmitova, olejova, palmitoolejova, stearova, linolova, myristova a linolenova. Pomér
téchto kyselin je individualni u jednotlivych druhti kvasinek a zalezi také na podminkach
kultivace [1] [6] [20] [21] [22] .

Jednim z faktora, ktery ovliviiuje produkeci lipida je teplota. Bylo prokazano, Ze pii niZzsi
teploté kvasinky rodu Metschnikowia produkuji vice lipida nez pii teploté laboratorni. NiZzsi
teplota ma velkou vyhodu, jelikoz nizké teploty nejsou vhodné pro rust vétSiny
mikroorganismi, hlavné bakterii, a proto nehrozi tak vysokeé riziko kontaminace. Zaroven jsou
tyto kvasinky schopné rast pii nizkém pH 3 az 5, coz také snizuje riziko kontaminace. Z té€chto
divodu je tento rod atraktivni, hlavné z hlediska nizkych finan¢nich nakladt na proces [23]
[24].

2.3.1.3 Funkce a prumyslové vyuZiti lipidu

Produkce mikrobialnich lipida vzbudila v poslednim desetileti zna¢ny zajem, protoze je lze
uspesné pouzit k vyrobé bionafty katalyzovanou transesterifikaci alkoholu s kratkym fetézcem.
Jednalo by se pak o obnovitelné, biologicky rozlozitelné a netoxické palivo, které by bylo
vhodné k pouziti naptiklad v dalnich prostorech nebo v motskych ekosystémech. Bionafta také
snizuje emise diky vy§Simu cetanovému Cislu a niz§imu obsahu siry. Vice nez 95 % surovin
na vyrobu bionafty pochazi z jedlych oleja, coz je to pficina odlesfiovani v nékterych zemich
EU, kvili nartstu pozadované zemeédé€lské pudy. Hlavnim vedlejsim produktem bionafty je
surovy glycerol, ovSem rafinace surového glycerolu na Cisty glycerol je velice draha. Podle
vyzkumu z roku 2016 [25] je mozné surovy glycerol pouzit jako hlavni zdroj uhliku pro
organismy produkujici lipidy. Ve srovnani s jinymi rostlinnymi oleji maji mikrobialni oleje
fadu vyhod, jako je kratky zivotni cyklus, méné potiebné prace, mensi naklonnost na misto,
sezonu a klima a snadnéjsi rozsifovani [6] [20] [21] [26] .

Nekteré kvasinky jsou schopné produkovat lipidy, které maji slozeni mastnych kyselin
podobné jako kakaové maslo. Bylo by tedy mozné vyrabét levnéjsi nahrady exotickych tukti —
kakaového, ale napfiklad i bambuckého masla. Dulezitymi latkami jsou také tzv. PUFA
(polynenasycené mastné kyseliny), které by mohly byt vyuzitelné v potravinaistvi, ve farmacii
(hlavné linolenova kyselina) nebo pifi vyrobé kosmetickych ptipravki. Vyuziti lipidd zavisi
na tzv. jodovém Cisle, tj. na stupni nasyceni mastnych kyselin obsazenych v TAG [24] [27] .

Dale Ize mikrobialni lipidy pouzit jako slozky barev, natérd, kosmetickych pripravkd,
produkeci proteinti, vyrobu chemikalii, kyseliny citronové a bionafty, ¢imz se snizuje zavislost
na rostlinném a mineralnim oleji [19] [28] .

18



2.4 Kvasinky rodu Metschnikowia

Taxonomické zarazeni:

Celed’: Metschnikowiaceae

Rad: Saccharomycetales

Trida: Hemiascomycetes

Odd¢lent: Ascomycotina (vieckovytrusné houby)
Kmen: Eumycota

Rige: Fungi [4] [29]

Obr. 5: Kvasinky rodu Metschnikowia pod mikroskopem

Jsou to kvasinky kulatého az eliptického tvaru, u kterych dochazi k multilateralnimu
(mnohostrannému) puceni a tvorbé rudimentalniho pseudomycelia. Jsou to dobie definovatelné
kvasinky, jelikoz obsahuji Cervené barvivo pulcherrimin a vyrazné kulovité olejovité kapky
uvnitt bunky. Pfi pohlavnim rozmnozovani vytvari 1-2 jehlicovité askospory ve viecku.
Vyhodou je, ze tyto kvasinky jsou schopny rast na riznych zdrojich uhliku, naptiklad
na glukoze, sacharoze, fruktoze, galaktdze, maltoze. Podle vyzkumu zroku 2014 jsou tyto
kvasinky schopné rust pfi nizké teploté a pii pH, které umoznuje kultivaci téchto kvasinek
v levnych, nesterilnich podminkach, coz jesté vice poskytuje potencialni cestu k ekonomické
produkci biopaliv [10] [23] [30] [31] .

Podle vyzkumu z roku 2016 je u téchto kvasinek pro akumulaci TAG pfi riistu na surovém
glycerolu nejvhodnéjsi pomér uhliku a dusiku C/N=118. Taktéz ptfi tomto poméru kvasinky
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vyprodukovaly nejvétsi mnozstvi PUFA (polynenasycené mastné kyseliny), které by mohly byt
vyuzitelné v potravinaistvi, ve farmacii nebo pii vyrobé kosmetickych pripravka [25] .

Dalsi vyuziti téchto kvasinek je pouziti jako biologické kontrolni ¢inidlo diky své schopnosti
produkovat ptirodni antimikrobialni slouceniny. Nejznamejsi pulcherrimin je Cerveny pigment
s antimykotickou aktivitou. Tato zvlastni mikrobialni aktivita proti riznym mikroskopickym
houbam a jinym druhim kvasinek je zptsobena vyCerpanim Zzeleza v médiu prostiednictvim
srazeni iontt Zeleza (III) v dusledku reakce s kyselinou pulcherriminovou. Timto zptsobem
se zivné médium stava nehostinnym pro jiné mikroorganismy, které pro svij vyvoj vyzaduji
zelezo. Nejznaméjsi kvasinka Sacharomyces cerevisiae neni touto antimikrobialni aktivitou
ovlivnéna [30] [32] .

Obr. 6: Vzorec pulcherriminu [33]

Kvasinky se vyskytuji v suchozemskych stanovistich, zejména na ovoci na bobulich,
v kvétech a v nektarech. Vyskytuji se ve vinafstvi béhem pocatecniho stadia fermentace. Pouze
ze zaCatku kvaseni jsou totiz pfitomny kvasinky, které jsou citlivé na ethanol a SO2. V prabéhu
fermentace ztraci svou zivotaschopnost, jelikoz vzrista koncentrace ethanolu (fermentuji most
pouze do 2 % obj. ethanolu), proto se ve viné uz nevyskytuji. Maji ovS§em vliv na kvalitu a profil
vina, proto jsou v dnesni dobé dost studované [34] [35] [36] [37] .
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2.5 Odpadni substraty

Hlavnimi faktory pro vyhodnoceni potencialu mikroorganismu pro produkci oleje jsou:

1. mnozstvi vyprodukovaného oleje; ¢im vice oleje mize mikrobialni burika akumulovat, tim
atraktivnéjsi bude z komercniho hlediska

2. kvalita produkce oleje; profil mastnych kyselin se hodné 1i§i od mikroorganismu
k mikroorganismu

3. schopnost vyuzivat levné suroviny [18]

Na celém svété je spousta odpadniho materialu. Existuji tzv. biologicky rozlozitelné odpady
(BRO), které obsahuji snadno rozlozitelné latky. Jelikoz biologicky snadno rozlozitelnych
odpadu je kolem nas spousta a obsahuje pro mikroorganismy snadno vyuzitelné polysacharidy
napt. celulozu, je to levny zdroj zivin pro kultivaci mikroorganismt. Nejznamej§imi substraty
jsou naptiklad slupky zbrambor, odpady ze zpracovani ovoce, otruby jak ryzové, tak
kukufi¢né, pSeni¢na slama, odpad po vylisovani semen z olejnatych rostlin, odpadni vody
z potravinarského prumyslu, syrovatka, melasa, rizné odpadni tuky a taktéz glycerol z bionafty
[38] [39] .

Nekteré organismy nejsou schopny utilizovat (vyuzivat) polysacharidy, proto je nutné
je pred kultivaci upravit. Napfiklad je mozné je enzymaticky rozstépit na jednotlivé
monosacharidy, které jsou pak organismy schopny vyuzit jako zdroj zivin pro svuj rast [39] .

2.5.1 Glycerol z bionafty

Odpadni glycerol vznika pii vyrobé bionafty, kdy dochazi k tzv. transesterifikaci. Je to reakce
za pfitomnosti katalyzatoru mezi olejem (TAG) a primarnim alkoholem za vzniku glycerolu
a esterd mastnych kyselin, které predstavuji bionaftu. Glycerol a bionaftu l1ze poté jednoduse
oddélit na zakladé jejich hmotnosti. Glycerol predstavuje tézs§i fazi, tu je mozné oddélit
napiiklad odstfedénim. V médiich predstavuje glycerol hlavni zdroj uhliku, je ale také zdrojem
napiiklad vapniku, sodiku a drasliku [40] [41] .

2.5.2 Syrovatka

Predstavuje kolem 80 % pouzitého mléka, je to kapalny podil po vyrobé syrt, tvarohti a kasein.
Jelikoz v dneSni dobé stoupa produkce syra, roste i objem syrovatky. Velké vyuziti ma
syrovatka v potravinaiském prumyslu, jelikoz se ale syrovatka vyskytuje v obrovském
mnozstvi, je vyuzivana i jako odpad. Je to dostate¢né kultivaéni médium i pro fadu
mikroorganismii potiebujicich médium s podilem komplexni slozky, jelikoz obsahuje fadu
nutri¢nich prvka jako napfiklad vitaminy, aminokyseliny nebo lipidy. Nevyhodou je, ze pfi
sterilaci syrovatky se srazi bilkoviny, které je proto nutné nejdfive odstranit nebo hydrolyzovat
[42].

2.5.3 Melasa

Je kapalny podil ptfi vyrobé sacharozy z cukrové fepy nebo cukrové titiny. Ma vysoky obsah
sacharozy a to piiblizné 50 %, z toho davodu je to vhodny zdroj Zivin pro rist mikroorganismu.
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Ma ovSem nizky obsah dusiku a fosforu, proto je potieba tyto mineralni latky do média pridat
v jiné podobé¢ [42] .

2.5.4 Odpadni tuk

Tuky jsou latky slozené z mastnych kyselin a glycerolu. U tukd neni mozné jednoznacné urcit
slozeni mastnych kyselin, jelikoz se lisi v zavislosti na ptivodu tuku. RozliSujeme rostlinné
a zivoCiSné odpadni tuky. Vznikaji napfiklad v potravinafském pramyslu, v kozedélném
prumyslu, zivocisné se ziskavaji extrakci z zivoc¢isného odpadu v kafileriich [41] .

2.5.5 Moznosti ovlivnéni produkce lipidu pomoci fyzikalnich stresovych faktoru

Stresové faktory jsou urcité zmeény prostiedi, na které reaguji vSechny burky. Tyto zmény
mohou branit ristu bun€k nebo ovliviiovat metabolismus daného mikroorganismu. Mezi
stresové faktory patii naptiklad teplota, pH, osmoticky stres a dalsi. Nejdulezit€j§im faktorem
je teplota, ktera ve velké mife ovliviiuje rist a rozmnozovani bunék. Pokud je mikroorganismus
vystaven jiné teplot€, nez je jeho optimalni teplota, dojde k teplotnimu stresu. Vysledkem muze
byt pii vysokeé teploté denaturace bunék, nizka teplota muze buiiky ponechat v nezménéném
stavu nebo je usmrtit. Pii kultivaci je dilezité najit optimalni teplotu, ktera se pohybuje
v rozmezi teplot, pfi kterych jsou mikroorganismy schopny se rozmnozovat [1] [45] [46] [47] .

Pokud dojde ke zméné dostupnosti vody, ktera je zpusobena tim, Ze se méni koncentrace
rozpusténych molekul v prostfedi burky, dochdzi k osmotickému stresu. Osmoticky stres
se projevuje bud’ zvySenim nebo snizenim aktivity vody. SniZeni aktivity vody je zptsobeno
zvySenim osmotické koncentrace (hyperosmoticky stres), naopak zvySeni aktivity vody
zpusobuje snizeni osmotické koncentrace (hyposmoticky stres). Pii hyperosmotickém stresu
dochazi k odtoku vody z buiiky a pii hyposmotickém stresu dochazi k nasavani vody do buiky
[46] .

2.6 Produkce metaboliti kvasinek rodu Metschnikowia na odpadnich
substratech

Kvasinky toho rodu jsou schopné rust pii nizkych teplotach a pH, coz je z ekonomického
hlediska velice pozitivni. Kombinaci téchto dvou faktort mohou produkovat vyznamné latky,
lipidy. Jelikoz odpadni substraty jsou vétSinou heterogenni smeési, jsou schopny na nich rist
pouze mikroorganismy, které maji uritou miru flexibility v pozadavcich na vyzivu [23] .

Kvasinky rodu Metschnikowia jsou schopné rast napiiklad na glycerolu a dlouhé skale
raznych cukri. Pii ristu na glycerolu je dilezité zvolit spravnou koncentraci. Vyssi koncentrace
glycerolu v médiu, mohou v dusledku osmotického tlaku inhibovat ruast kultury. Bylo zjisténo,
Ze pii rustu na glycerolovém médiu je spoustééem produkce lipida snizeni teploty. Kvasinky
byly kultivovany nejprve 3 dny pti 20 °C a poté byla teplota zménéna. V tomto pokusu byly
zkoumany tfi teploty a to 15, 20 a 25 °C. K nejvyssi produkei lipida doslo pii 15 °C, coz
potvrzuje teorii, ze pii snizeni teploty dochazi k omezeni sporulace, a naopak k hromadéni
vétSiho mnozstvi lipida v burikach. Pii 15 °C byl obsah lipidi v bunce stanoven na 26 %,
zatimco pfi 25 °C byl obsah lipida pouze 14 % [23] [25] .
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Jako dalsi odpadni substrat byla vyuzita lignoceluldza. Tu lze jednoduse a levné prevést
na fadu cukri. M. pulcherrima byla kultivovana na riznych cukrech, aby byla dokazana
schopnost vyuzivat lignocelulézu. Nejvyssi produkce biomasy byla zaznamenana pii rustu
na gluk6zovém médiu. Pokud byla v médiu pfitomna glukoéza, fungoval jakykoli jiny cukr jako
ucinny zdroj uhliku, pouze s trochu mensim vynosem biomasy. Jelikoz hlavnim produktem
depolymerizace lignocelulézy je glukoza, je lignoceluléza vhodny odpadni substrat pro tyto
kvasinky. Mnozstvi lipidu pfi kultivaci na lignocelulozovém médiu se podobalo mnozstvi
lipida pfi kultivaci na glycerolovém médiu [23] .

2.7 Piehled metod vyuzivanych pfi analyze mikrobidlnich metaboliti
2.7.1 Stanoveni mastnych kyselin plynovou chromatografii

Chromatografie je separa¢ni metoda, kterd pracuje na principu rozdélovani slozek mezi dvé
faze, a to stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou). U plynové chromatografie
je mobilni fazi tzv. nosny plyn. Stacionarni fazi je nejCasteji pevna latka napft. aktivni uhli, nebo
kapalina. Princip plynové chromatografie je nasledujici. Kolonou, ve které je stacionarni faze
prochézi nosny plyn. Vzorek je nanesen do nastfikové komory, kde dojde k jeho odpareni
a pary vzorku jsou nosnym plynem unaSeny kolonou az na konec kolony. Rychlost kazdé
slozky vzorku zavisi na jeho distribu¢ni konstanté, coz je pomér rovnovazné koncentrace
ve stacionarni a mobilni fazi. Jednotlivé slozky vzorku poté vstupuji do detektoru podle rostouct
distribucni konstanty. Zavislost signalu detektoru na ¢ase se nazyva chromatogram [43] [44] .

Metoda je zaloZena na zmydelnéni glyceridi a fosfolipidi a v dalsim kroku na esterifikaci
volnych mastnych kyselin v roztoku methanolu. Nasledn€ dochazi k extrakci do organického
rozpoustédla (v naSem piipadé do hexanu) a poté ke stanoveni procentualniho zastoupeni
jednotlivych mastnych kyselin z chromatogramu [48] .

2.7.2 Analyza sacharidu

Jelikoz jsou sacharidy nejcastéji se vyskytujici latky v potravinach, existuje mnoho metod
k jejich stanoveni. I kdyz existuji nové metody jako naptiklad kapalinova chromatografie, stale
jsou v prumyslu nej¢astéji pouzivanymi metodami polarimetrie a titracni metoda [49] .

2.7.2.1 HPLC/RI

Kapalinova chromatografie je separacni metoda, kde mobilni fazi je kapalina. Mobilni faze
je pohanéna za pomoci Cerpadla a vysokého tlaku, protéka kolonou a vtéka do detektoru.
Detektor na zaklad€ fyzikalné-chemickych zmén zaznamend separované slozky. Grafickou
odezvu signalu detektoru na ¢ase nam ukazuje chromatogram obsahujici piky. Podle charakteru
jednotlivych pikt a jejich retencniho ¢asu mizeme urcit o jakou latku se jedna [50] .

Refraktometricky detektor (RI) méfi index lomu mobilni faze. Je méfen index lomu cisté
mobilni faze a index lomu mobilni faze s rozpusténou latkou v mérné a referencni cele. Pti
pouziti refraktometrického detektoru je dulezité zajistit konstantni teplotu [50] .
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2.7.2.2 Enzymatické metody

Enzymatické metody spocivaji ve schopnosti enzymu katalyzovat urcitou reakci. Jsou rychlé,
specifické a citlivé k nizkym koncentracim sacharidu ve vzorku. Bud’ miize za pomoci enzymu

dojit k transformaci latky, nebo Ize méfit aktivitu enzymu jako rychlost ubytku reaktantu nebo
rychlost vzniku produktu [51] .
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3 CILE PRACE

Cilem prace je fizena mikrobialni produkce vybranych lipidickych latek kvasinkami rodu

Metschnikowia s vyuzitim riznych typt odpadnich subtrati a teplotnich rezimu.

1) Reserse — prehled mikrobialnich producentti vyznamnych lipida, funkce a pramyslové
vyuziti lipidickych latek

2) Optimalizace produkce lipidickych latek kvasinkami rodu Metschnikowia s vyuzitim
vybranych forem stresovych podminek (teplota, nutricni stres)

3) Analyza metabolitl instrumentalnimi technikami
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie, pFistroje, pomiucky

4.1.1 Pouzité chemikalie:

4.1.1.1 Chemikalie pouZité na kultivacni médium

Bakteriologicky agar, Himedia (India)

Chlorid sodny p.a., Lachema (CR)

Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lachema (CR)

D-glukdza monohydrat p.a., Penta (CR)
Hydrogenfosfore&nan didraselny p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)
Hydrogenfosfore¢nan disodny p.a., Lach-Ner s.r.0. (CR)
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (India)

Siran hore¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)
Pepton aus Casein, Roth (SRN)

4.1.1.2 Chemikalie pouZité na pripravu vzorku pro GC

Hexan pro HPLC, Lach-Ner s.r.o. (CR)

Metanol p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)

Metanol pro HPLC, Lach-Ner s.r.o. (CR)
Kyselina sirova 96 %, p.a., Penta (CR)

Kyselina heptadekanova, Sigma - Aldrich (SRN)
Hydroxid sodny, Lach-Ner s.r.0. (CR)

4.1.2 Pristroje a pomucky:
4.1.2.1 Ponuicky pro kultivaci

Analytické vahy Boeco (SRN)

Centrifuga U-32R, Boeco (SRN)

Centrifuga Z36HK, Hermle Labortechnik GmbH, (SRN)
Mikroskop L II 00A, Intraco Micro (SRN)

GKB Color Digital CCD kamera (Taiwan)

Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s.r.o. (CR)
Laminarni box Aura mini (IT)

Tiepacka IKA Yellow Line (SRN)

Chladici box, Guzzanti GZ19 (CR)

Ultrazvuk, PS0200, Powesonic s.r.0. (SK)

4.1.2.2 Pomiicky pro izolaci a analyzu lipidi

Vortex-Genie 2, Scientific Industries (USA)



Sklenené kulicky, Roth (DE)

Termoblok, SBH200D, Stuart (UK)

Plynovy chromatograf TRACE GC ThermoQuest Italia S. p. A (IT)
FID detektor

kapilarni kolona DB-WAX o rozmérech 30 m x 0,32 mm x 0,5 um

4.1.3 Kvasinkové kmeny:

Kvasinkové kmeny pouzité v praci byly ziskany ze sbirky kultur kvasinek (Culture collection
of yeasts, CCY), Bratislava, Slovensko a Centraalbureau voor Schimmelcultures, Delft, (CBS),
Nizozemsko a jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Seznam kvasinkovych kmeni

Kmen Sbirkové ¢islo Oznaceni v praci

Metschnikowia pulcherrima | CCY 029-002-145 145
Metschnikowia pulcherrima | CCY 029-002-147 147
Metschnikowia pulcherrima | CCY 029-002-149 149
Metschnikowia andauensis | CCY 029-002-129 129
Metschnikowia chrysoperlae | CBS 9803-11-1158 1158

4.2 Metody vyuzité pii analyze
4.2.1 Kaultivace kvasinek
4.2.1.1 Podminky kultivace

Byla uskutecnéna kultivace péti kment kvasinek rodu Metschnikowia. Kazdy kmen byl
kultivovan na dvou kultiva¢nich médiich, a to o poméru C/N = 100 a C/N = 150. Vzdy byla
kultivace kazdého kmene na pfislu§ném médiu provadeéna prti teploté 8, 11 a 15 °C po dobu
336 hodin.

4.2.1.2 Priprava kultivacniho média

V Tabulce 2 muzeme vidét slozeni kultivacniho média, které bylo pouzito pro kultivaci
kvasinek rodu Metschnikowia. Média byla nejprve 30 minut sterilovana pomoci tlakového
hrnce pfi teploté 120 °C a nasledné€ byla rozlita do Petriho misek a ponechana ztuhnout.
Na ztuhlé agarové plotny byla pomoci klicky postupné nanesena biomasa z kryozkumavek
vsech péti kment kvasinek. Takto pfipravené Petriho misky byly ponechany 3 dny pfi
laboratorni teplotg.
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Tabulka 2: SlozZeni kultivacniho média

Slozka Mnozstvi [g/1]

Glukoza 20
Bakteriologicky pepton 5
Kvasni¢ny extrakt 10
KH>PO4 1
K>HPO4 0,2
NaCl 0,1
CaClx 0,1
MgSO4 0,5
Agar 20

4.2.1.3 Pripravainokula

Inokulum je potieba z toho divodu, aby se kvasinky rozrostly. Bylo pfipraveno univerzalni
YPD médium, jehoz sloZzeni mizeme vidét v Tabulce 3. Toto médium bylo vysterilovano
v tlakovém hrnci po dobu 30 minut pii teplot¢ 120 °C. Nasledné bylo do kazdé 250ml
Erlenmayerovy bariky nalito 60 ml média a do média byla sterilni kli¢kou nabrana kultura
kultivovana na Petriho miskach. Erlenmayerovy baiky byly umistény na tfepacku pro lepsi
aeraci (otacky 150 rpm/22 °C).

Tabulka 3: Slozeni média pro pripravu inokula

Slozka Mnozstvi [g/l]

Glukoza 20
Bakteriologicky pepton 20
Kvasni¢ny extrakt 10

4.2.1.4 Priprava produkcénich médii

Byla pfipravena produkéni média, jedno o poméru C/N = 100 a druhé o poméru C/N = 150.
Tato média se lisila pouze mnozstvim glukézy. Slozeni produkénich médii mizeme videt
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v Tabulce 4. Média byla vysterilovana v tlakovém hrnci po dobu 30 minut pii teploté 120 °C.
Nasledné bylo do sterilni plastové zkumavky pfevedeno 16 ml inokula pfislusného kmenu.
Buriky ve zkumavce byly odstfedény na odstiedivce pii 4500 otackach/minutu po dobu 5 minut.
Poté byl supernatant odlit a bylo pfidano 20 ml pfislusného sterilniho produkéniho média.
Obsah zkumavky byl dostatecné€ rozsuspendovan nalit do 500ml Erlenmyerovy baiiky a bylo
prilito jesté 80 ml daného produkéniho média. Erlenmyerova barika byla vlozena do trepacky
kvuli dostatecné aeraci (150 rpm). Kultivace probihala nejprve pii 22 °C po dobu tii dn, pro
dostateCny nartist biomasy, a poté byla teplota snizena na 8, 11 nebo 15 °C. Kultivace probihaly
pii kazdé teploté po dobu 336 hodin. Z divodu nedostatku Casu kultivace probihaly pouze
duplicitné.

Tabulka 4: SlozZeni produkcnich médii

Slozka Mnozstvi [g/1]
C/N 100 C/N 150

Glukoza 57,75 86,62
Bakteriologicky pepton 0,1 0,1
Kvasni¢ny extrakt 2 2
KH2PO4 7 7
NaHPO4 2,5 2,5
CaCl2- 6 H,0O 0,15 0,15
MgSO4 -7 H20 1,2 1,2
ZnS04 -7 H0 0,02 0,02

4.2.2 Odpadni substraty

Pro moznost vyuziti odpadniho substratu jako produkcéniho média byla zvolena kvasinka
M. chrysoperlae 1158, ktera v predchozich experimentech vykazovala nejvyssi produkce lipidu
a biomasy. U kultivace na odpadnich substratech bylo vyuzito stejnych postupti jako v kapitole
4.2.1. Produkéni média obsahovala misto glukoézy kavovy hydrolyzat, odpadni tuk a glycerol,
do kterych byla nasledné zao¢kovana dana kvasinka. Slozeni produkénich médii s glycerolem
a tukem muzeme vidét v Tabulce 5. Kavovy hydrolyzat byl poskytnut Ing. Martinem
Szotkowskim a pfipraven stejné jako v predchozi praci [52]. Hydrolyzat byl nasledné nafedén
vodou tak, aby obsah cukru byl stejny jako u produkéniho média o poméru C/N = 100,
tj. 57,75 g/l glukozy, a také bylo pfidano pfislusSné mnozstvi mineralnich latek jako
u predchozich produkénich médii.
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Tabulka 5: SloZeni produkcnich médii s glycerolem a odpadnim tukem

Slozka Mnozstvi [g/1]

Glycerol/Odpadni tuk 53,67/22,14
Kvasni¢ny extrakt 2
KH>PO4 4
MgSO4 -7 H20 0,7

4.2.3 Stanoveni biomasy

Odbér biomasy probihal u vSech kultivaci vzdy v urcitou dobu. Prvni odbér byl po inkubaci pfi
laboratorni teplot€, tzn. pfed snizenim teploty na danou teplotu kultivace. Odbéry tedy byly po
72, 120, 168, 240, 288 a 336 hodinach. Vzdy bylo asepticky odebrano 10 ml biomasy dan¢ho
kmene a dano do plastové 15ml zkumavky. Biomasa byla odstfedéna pii 4500 otackach/minutu
po dobu 10 minut. Supernatant byl odlit, k biomase bylo pfidano 5 ml destilované vody a obsah
zkumavky byl promichan. Opét byl roztok ve zkumavkach odstfedén pfti stejnych podminkach,
supernatant byl odlit a k biomase bylo prilito 5 ml destilované vody. Obsah zkumavky byl zase
promichan a opét odstfedén za stejnych podminek. Nasledné byl supernatant odlit a biomasa
ve zkumavce byla tentokrat doplnéna pouze 2 ml destilované vody. Obsah byl
promichan a veSkery obsah zkumavky byl za pomoci pipety kvantitativné pirenesen
do mikrozkumavky o objemu 2 ml. Obsah v mikrozkumavce byl lyofilizovan a nasledné bylo
na analytickych vahach zvazeno mnozstvi biomasy.

4.2.4 Izolace a analyza mastnych kyselin plynovou chromatografii
4.2.4.1 Priprava transesterifikacni smési

Do 500ml odmémé baiiky bylo pifevedeno 100 ml methanolu a michadlo. Do bariky bylo poté
pfidano 250 mg interniho standardu C17:0 (kyselina heptadekanova) spole¢né¢ s 75 ml
koncentrované kyseliny sirové za stalého michani. Roztok byl poté doplnén na objem 500 ml
a nasledné pouzit pro analyzu mastnych kyselin pfimou transesterifikaci (viz. kapitola 4.2.4.2).

4.2.4.2 Pfima transesterifikace

Do krymplovacich vialek bylo na analytickych vahach odvéazeno 10 + 2 mg biomasy. K vzorku
bylo pfidano 1,8 ml transesterifikacni smési a vialky byly zakrymplovany. Nasledné byly vialky
inkubovany v termobloku po dobu 2 hodin pii teploté 85 °C. Po prob&hnuti transesterifikace
byly vialky nechany volné vychladnout. Do 4ml vialek bylo napipetovano 0,5 ml 0,05M
roztoku NaOH, do ného byl vylit cely obsah vialky po transesterifikaci a napipetovan 1 ml
hexanu. Vialka byla uzaviena a intenzivné protfepana na vortexu. Po oddé€leni fazi bylo z horni
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hexanové faze odebrano 0,1 ml a prevedeno do Cisté Sroubovaci vialky. Do té bylo poté pfidano
0,9 ml cistého hexanu pro GC. Vialka byla uzaviena a uchovana pii —80 °C pro naslednou
analyzu na plynovém chromatografu.

4.2.4.3 Stanoveni mnoZstvi a profilu mastnych kyselin

Analyza mastnych kyselin byla provadéna na plynovém chromatografu Thermo Scientific
TRACE™ Gas Chromatograph s autosamplerem Thermo Scientific A1 1310. Na detekci
analytu byl vyuzit plamenové ionizacni detektor. Analyza probihala po dobu 25 minut
za danych podminek:

» Jako rozpoustédlo byl pouzit hexan pro GC a jako nosny plyn vodik s konstantnim
prutokem 1 ml/min

* Byla vyuzita kolona ZB-FAME (30m délky, vnitini primér 0,25 mm a §itka filmu
0,25 um) a FID detektor (teplota 260 °C, pratok vzduchu 350 ml/min, pritok vodiku
35 ml/min a pritok dusiku 30 ml/min)

* Teplota na vstupu byla 250 °C a hodnota split ratio 10

Z naméteného mnozstvi mastnych kyselin bylo dale vypocitano procentualni zastoupeni
lipida.

Cislo Cas [min] [°C/min] Cilova teplota [°C]
1 1,000 0,00 80,00
2 5,00 15,00 140,0
3 21,667 3,00 190,0
4 25,467 25,00 260,0
5 25,467 Konec méreni
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Zavislost narustu biomasy na ¢ase

Stanoveni ristu nami zkoumanych mikroorganismi v riznych intervalech je dilezité z hlediska
pochopeni fyziologie danych kment kvasinek a pro analyzu metaboliti, které kvasinka
produkuje. Zavislost nam ukazuje, jak se méni mnozstvi narostlé biomasy s prodluzujicim
se casem kultivace. Tato zavislost byla stanovena u 5 kment kvasinek rodu Metschnikowia:
M. pulcherrima 145, M. pulcherrima 147, M. pulcherrima 149, M. andauensis 129
a M. chrysoperlae 1158, pfi tiech riznych teplotach a pfi kultivaci na dvou médiich o riznych
pomérech C/N (C/N =100 a C/N = 150).

5.1.1 Rast pFi 8 °C

Tato nizka teplota byla zkoumana z toho divodu, ze kvasinky rodu Metschnikowia se obvykle
vyskytuji venku na hroznech a kvétech, tudiz zvladaji zit a rast (sice zpomalené) i pfi niz§ich
teplotach [1] [4] .

V Sesti Casovych intervalech bylo zvazeno mnozstvi biomasy z 10 ml odebrané kultury.
Hodnoty mnozstvi biomasy u vSech kment byly vyneseny do grafu v zavislosti na ¢ase. Bylo
zjisténo, ze pii 8 °C a médiu o poméru C/N = 100 je nejvéts§i mnozstvi biomasy u kmene
M. chrysoperlae 1158, a to 8,71 g/l susiny (Obr. 7). Rovnéz bylo naméfeno, ze k nejvétsSimu
narustu biomasy doSlo u kmene M. chrysoperlae 1158 po 240 hodinach, u kmene
M. andauensis 129 po 336 hodinach, u kmene M. pulcherrima 147 po 288 hodinach, u kmene
M. pulcherrima 145 po 120 hodinach a u kmene M. pulcherrima 149 hned po 72 hodinach
(Obr. 7).

Kmen M. pulcherrima 129 vykazuje i v 336. hodin€ staly narGst biomasy, to znamena,
zeipo této dobé nedoSlo k dosazeni stacionarni faze u tohoto kmene. V budoucich
experimentech by bylo vhodné prodlouzit ¢as kultivace, poptipadé zvolit jiné vhodnéjsi slozeni
kultivacniho média nebo teploty. Naopak kmeny M. pulcherrima 145 a M. pulcherrima 149
nevykazuji vyrazny narust, tudiz tato teplota se nejevi jako vhodna.

Dale bylo zjisténo, ze stejné jako u kultivace na médiu o poméru C/N = 100 je nejvétsi
mnozstvi biomasy pii kultivaci na médiu o poméru C/N = 150 naméfeno u kmene
M. chrysoperlae 1158, a to 8,39 g/l (Obr. 8). Také je z Obr. 8 patrné, ze k nejvét§imu naristu
biomasy doSlo u kmene M. chrysoperlae 1158 hned po 72 hodinach, ukmene
M. andauensis 129 po 288 hodinach, u kmene M. pulcherrima 147 po 120 hodinach, u kmene
M. pulcherrima 145 po 168 hodinach a u kmene M. pulcherrima 149 hned po 72 hodinach.

Kmen M. pulcherrima 147 nevykazuje Zzadny nardst biomasy s Casem, u kmend
M. pulcherrima 145 a M. pulcherrima 149 dochazelo k vyraznému kolisani mnozstvi biomasy.

V porovnani s kultivaci s mens$im mnozstvim glukozy bylo dosazeno mensiho nartstu
biomasy, coz muze byt zpusobeno osmotickym stresem zapfi¢inénym vysokou koncentraci
glukozy v médiu.
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Obr. 7: Zavislost naristu biomasy na case pri teploté 8 °C a poméru C/N = 100
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Obr. 8: Zavislost ndristu biomasy na case pri teploté 8 °C a poméru C/N = 150
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5.1.2 Rast pri 11 °C

Stejné jako u kultivace pti 8 °C bylo u poméru C/N = 100 zji§téno nejvetsi mnozstvi biomasy
u kmene M. chrysoperlae 1158, a to 10,15 g/l1. Z Obr. 9 je patrné, ze k nejvétSimu nartstu
biomasy doslo u kmene M. chrysoperlae 1158 az po 288 hodinach, ale bylo dosazeno vétSiho
mnozstvi biomasy nez pfi teploté 8 °C, kdy bylo nejvétsiho mnozstvi biomasy dosazeno jiz
ve 240. hodiné. U kmene M. andauensis 129 bylo nejvyssi mnozstvi biomasy ziskano diive nez
pii 8 °C, a to po 240 hodinach, ovSem s mensim narastem biomasy. S velkou pravdépodobnosti
tento kmen dobfe reaguje na chlad, ale vyzaduje prodlouzeni doby kultivace z davodu delsi
adaptace na niz8i teplotu. U kmene M. pulcherrima 147 je nejvétsi narast biomasy
po 288 hodinach stejné jako u kultivace pii 8 °C, doslo ovSem k lep§imu nartistu biomasy.
U kmene M. pulcherrima 145 bylo nejvétsiho mnozstvi biomasy dosazeno po 240 hodinach
s vy$8im narastem biomasy nez u kultivace pfi 8 °C. U kmene M. pulcherrima 149 bylo nejvétsi
mnozstvi biomasy naméfeno hned po 72 hodinach, stejné jako u kultivace pfi 8 °C, doslo ale
k vét§imu nardstu biomasy.

Kmeny M. pulcherrima 145 a M. pulcherrima 149 nevykazuji vyrazny narust, tudiz tato
teplota se nejevi jako vhodna.

Dale bylo zjisténo, ze nejvétsi mnozstvi biomasy pii rustu na médiu o poméru C/N = 150
bylo ziskano u kmene M. chrysoperlae 1158, a to 7,84 g/l (Obr. 10). U tohoto kmene bylo
nejvetsi mnozstvi biomasy zaznamenano po 288 hodinach ovSem s mensim mnozstvim
biomasy nez u kultivace pii 8 °C, kdy byl nejvétsi narast hned po 72 hodinach. U kmene
M. andauensis 129 bylo nejvyssi mnozstvi biomasy naméteno stejné jako u kultivace pii 8 °C
po 288 hodinach, u kultivace pii 8 °C byl ovSem narist biomasy vétsi. U kmene
M. pulcherrima 147 doslo k nejvétsimu narustu po 336 hodinach, zatimco u kultivace pii 8 °C
uz pii 120 hodinach, narast biomasy byl ale v podstaté totozny. U kmene
M. pulcherrima 145 bylo nejvice biomasy naméfeno po 168 hodinach stejné jako u kultivace
pii 8 °C au kmene M. pulcherrima 149 X nejvétSimu narGstu biomasy doSlo hned
po 72 hodinach stejné jako u kultivace pii 8 °C. VEtsi nartist biomasy byl zaznamenan pii 8 °C.

U kmene M. pulcherrima 147 byl zjistén staly narast biomasy i v 336. hoding, to znamena,
ze 1 po této dobé nedoslo k dosazeni stacionarni faze u tohoto kmene. V pfistich experimentech
by bylo zapotiebi zvolit vhodnéj§i slozeni kultivaéniho média ¢i teploty nebo prodlouzit Cas
kultivace. Teplota u kment M. pulcherrima 145 a M. pulcherrima 149 se jevi jako nevhodna,
jelikoz tyto kmeny nevykazuji vyrazny narust.

Stejné jako u experimentu pii 8 °C se jevi vhodnéjsi pouziti nizsiho C/N poméru, jelikoz
vlivem zvySeného mnozstvi glukdzy dochazi k inhibici rastu.
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Obr. 9: Zavislost nariistu biomasy na case pri teploté 11 °C a poméru C/N = 100
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Obr. 10: Zavislost ndariistu biomasy na case pri teploté 11 °C a poméru C/N = 150
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5.1.3 Rast p¥i 15°C

U této kultivace bylo opét jako u kultivace pii 8 a 11 °C u poméru C/N = 100 zjisténo nejveétsi
mnozstvi biomasy u kmene M. chrysoperlae 1158, a to 10,66 g/l (Obr. 11), coz je nejvyssi
dosazena hodnota v této bakalarské praci. U kvasinky M. andauensis 129 bylo nejvét§iho
mnozstvi biomasy dosazeno stejné jako pii 11 °C po 240 hodinach. U tohoto kmene a pfi téchto
podminkach byl narist biomasy vyssi nez pii 11 °C a taktéz vys$si nez pii 8 °C, kdy bylo nejvice
biomasy naméfeno jiz ve 240. hodin€. Kvasinka M. pulcherrima 147 vykazuje nejveétsi narast
biomasy jiz po 168 hodinach, kdezto u kultivace pfi 8 a 11 °C byl nejvétsi narast biomasy
az po 288 hodinach, a jeste¢ k tomu s niz§im mnozstvim biomasy nez u této kultivace pii 15 °C.
U kmene M. pulcherrima 145 bylo nejvyssi mnozstvi biomasy zmeéteno jiz po 72 hodinach
au kmene M. pulcherrima 149 nastala nejvetsi narist biomasy az ve 336. hodiné. Bylo zjisténo,
ze u kultivace pii 15 °C na médiu o poméru C/N = 100 bylo u vS§ech kmenti dosaZeno nejvyssiho
mnozstvi biomasy.

U kment M. chrysoperlae 1158 M. pulcherrima 149 nedoSlo k dosaZeni stacionarni faze ani
po 336. hoding, jelikoz byl i po této hodiné zjistén staly narist biomasy. V dalSich
experimentech by bylo vhodné prodlouzit Cas kultivace. Naopak kmeny M. pulcherrima 145
aM. pulcherrima 149 neukazuji vyrazny narast biomasy s ¢asem, tudiz ani teplota 15 °C
se nejevi jako vhodna.

U vyssiho poméru C/N = 150 bylo nejvétsi mnozstvi biomasy opét ziskano u kmene
M. chrysoperlae 1158, a to 10,49 g/l (Obr. 12).

Ukmene M. chrysoperlae 1158 bylo nejvyssiho mnozstvi biomasy dosazeno
az po 336 hodinach, ovSem mnozstvi biomasy bylo nejvyssi ze vSech kultivaci pii tfech
raznych teplotach. U kultivace pfi 11 °C bylo nejvyssiho mnozstvi dosazeno po 288 hodinach
a pii 8 °C uz v 72. hoding, v obou pfipadech bylo ale dosazeno men§iho mnozstvi biomasy.
U kmene M. andauensis 129 nastal nejvyssi nartst biomasy jiz ve 240. hoding, a to s vétSim
mnozstvim biomasy oproti ostatnim kultivacim 1 kdyz u kultivace pii 8 i 11 °C bylo nejvys§iho
mnozstvi dosazeno az po 288 hodinach. Kvasinka M. pulcherrima 147 vykazuje nejvétsimu
narust biomasy po 336 hodinach rustu, stejné tak jako u kultivace pfi 11 °C, kdy bylo ov§em
nejvyssi mnozstvi biomasy mensi. U kultivace pii 8 °C to bylo uz pii 120 hodinach, ovSem jesté
s niz§im narastem biomasy nez u kultivace pii 11 °C. U kmene M. pulcherrima 145 bylo nejvice
biomasy naméfeno jiz po 72 hodinach, a to s mnohem vyraznéjsim naristem biomasy nez
u kultivaci pfi 8 a 11 °C, kdy bylo nejvys§iho mnozstvi biomasy dosazeno az ve 168. hoding.
A u kmene M. pulcherrima doslo k nejvétSimu narGstu biomasy po 168 hodinach. V tomto
ptipadé bylo dosazeno niz§iho mnozstvim biomasy nez u kultivace pii 8 °C, kdy nejvice
biomasy bylo naméfeno hned po 72 hodinach.

Opét bylo dokazano, ze az na vyjimku, a to kmen M.pulcherrima 149, bylo ze vSech tii
kultivaci na médiu o poméru C/N = 150 dosazeno nejvétsiho mnozstvi biomasy pfi této teploté.

U kment M. chrysoperlae 1158 a M. pulcherrima 147 nedoslo k dosazeni stacionarni faze,
jelikoz i v336. hodiné vykazuji tyto kmeny staly narGst biomasy. Naopak kmeny
M. pulcherrima 145 a M. pulcherrima 149 nevykazuji i v tomto ptipad€ vyrazny narust.
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Z méteni vyplyva, ze oproti ristu pii optimalni teploté (25 °C) dochazi pfi nizsich teplotach
ke zpomaleni rastu a jednotlivych rastovych fazi je dosazeno opozdéné [39] [53] .
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Obr. 11: Zavislost ndariistu biomasy na case pri teploté 15 °C a poméru C/N = 100
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Obr. 12: Zavislost ndriistu biomasy na case pri teploté 15 °C a poméru C/N = 150
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5.2 Zastoupeni mastnych kyselin

Kvasinky rodu Metschnikowia produkuji lipidy, které jsou vyuzitelné naptiklad ve formé
biopaliv [23] , proto je dulezité zjistit optimalni podminky, pfi kterych jich dany kmen
vyprodukuje nejvice.

5.2.1 Rust pri8°C

Z Obr. 13 vyplyva, Ze pii teploté 8 °C a rastu na médiu o poméru C/N = 100 vyprodukuje
nejvice mastnych kyselin kvasinka M. andauensis 129 po 336. hodin€ kultivace a to 21,57 %
lipidd z celkového mnozstvi susiny. U tohoto kmene je vidét, ze ¢im déle kultivace probiha,
tim vice lipidd ziskame. Podobny prubéh ma pfi téchto podminkach i1 kvasinka
M. chrysoperlae 1158. U ostatnich kvasinek, tj. M. pulcherrima 145, M. pulcherrima 147 a
M. pulcherrima 149, je mnozstvi ziskanych mastnych kyselin v zavislosti na Case relativné
konstantni a nedochazi vlivem snizené teploty k zadnému narustu.

Pti kultivaci na médiu o vyssim poméru uhliku a dusiku bylo nejvyssi mnozstvi lipidt v susing
pouze 17,5 % a to u kvasinky M. pulcherrima 145 po 288 hodinach rastu (Obr. 14). U ostatnich
kment neni s Casem znatelna akumulace lipidu a jejich mnozstvi. U kment M. andauensis
129, M. pulcherrima 149 a M. chrysoperlae 1158 kolisa kolem stiedni hodnoty (14 % lipida
z celkového mnozstvi lipidit), zatimco u kmene M. pulcherrima 147 nastal pokles az na hodnotu
10,22 %. Bylo zji§téno, ze kvasinka M. andauensis 129 a M. chrysoperlae 1158 je schopna
dosahnout nejvyssiho mnozstvi vyprodukovanych lipidd na médiu o niz§im pomeéru C/N
(v tomto piipadé C/N = 100), zatimco kvasinky M. pulcherrima 145, M. pulcherrima 147
a M. pulcherrima 149 produkuji vice lipid na médiu o vys$§im poméru C/N (v tomto piipadé
C/N = 150). To bude nejspise zpasobeno stresovymi faktory, na které kazda kvasinka reaguje
jinak.
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Obr. 13: Zavislost mnozZstvi lipidit na case pri teploté 8 °C a poméru C/N = 100
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Obr. 14: Zavislost mnozstvi lipidit na case prFi teploté 8 °C a poméru C/N = 150

Co se tyka zastoupeni mastnych kyselin, z Obr. 15 a Obr. 16 bylo zjisténo, ze u vSech péti
kment pfi ristu na obou pomérech maji nejvyssi zastoupeni mononenasycené mastné kyseliny.
Tyto kyseliny jsou vice vyuzitelné pro vyrobu biopaliv. Jedinou vyjimkou je kmen
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M. pulcherrima 145 pii ristu na médiu o poméru C/N = 100. Zde nejvétsi podil tvori
polynenasycené mastné kyseliny, které jsou vyuzitelné v potravinafstvi, ve farmacii (hlavné
linolenova kyselina) nebo pii vyrobé kosmetickych piipravka [27] .
U vyssiho poméru C/N bylo naméfeno u vSech kment vétsi mnozstvi SFA a PUFA, zatimco
mnozstvi MUFA s vzrastajicim pomérem C/N kleslo.
U kultivace pii 8 °C dochazi u v§ech kmenu k naristu PUFA a poklesu MUFA s rostoucim

Casem kultivace, popiipadé u nékterych kmeni se hodnota s cCasem témér neméni.
Nejvyrazn€jsi narust PUFA s ¢asem byl zjistén pifi rastu na médiu C/N = 100 u kmene
M. pulcherrima 145 a M. pulcherrima 147, pii rastu na vyss§im pomeéru C/N vyrazny narast
nastal u M. chrysoperlae 1158 (Obr. 22-31 v ptiloze).
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15: Zastoupeni mastnych kyselin pri nejvyssi produkci lipidit u jednotlivych kmenii (8 °C,
C/N = 100)
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Obr. 16: Zastoupeni mastnych kyselin pri nejvyssi produkci lipidii u jednotlivych kmenii (8 °C,
C/N = 150)

5.2.2 Rist pfi 11 °C

U kultivace pfi 11 °C bylo dokazano, ze vyvoj produkce lipidi je pfiblizné stejny jako
u kultivace pii 8 °C. Nejvice lipidu pii teploté 11 °C a rastu na médiu o poméru C/N = 100
vyprodukovala kvasinka M. chrysoperlae 1158 po 336. hodiné kultivace a to 19,58 % lipidu
z celkového mnozstvi suSiny (Obr. 17). U tohoto kmene je mnozstvi lipidd umémé dobé
kultivace, ¢im déle kultivace probiha, tim vice lipidd ziskame. Podobny pribéh ma pfi téchto
podminkach 1 kvasinka M. andauensis 129 a M. pulcherrima 147. U ostatnich kvasinek,
tj. M. pulcherrima 145 a M. pulcherrima 149, se mnozstvi ziskanych mastnych kyselin
v zavislosti na ¢ase nemeéni.
Nejvyssi mnozstvi lipidd u kultivace na médiu o vys$sim poméru C/N bylo dosazeno u kvasinky
M. pulcherrima 145 po 336 hodinach rustu a hodnota dosahla 17,5 % lipida v susiné. Tento
kmen je jediny, u kterého dochazi k vyraznéjsimu nartstu lipida s casem (Obr. 18). U ostatnich
kment neni s Casem znatelny narist mnozstvi lipidd. Kmen M. pulcherrima 147 dokonce
vykazuje pokles mnozstvi lipida s Casem. Celkove bylo zjiSténo, ze stejné€ jako u kultivace pfi
8 °C je kvasinka M. andauensis 129 a M. chrysoperlae 1158 schopna vyprodukovat nejvyssi
mnozstvi mastnych kyselin v médiu o niz§im poméru C/N (v tomto ptipadé C/N = 100), kdezto
ostatni kvasinky M. pulcherrima 145, M. pulcherrima 147 a M. pulcherrima 149 vyprodukuji
vice lipidi na médiu o vy$sim pomeéru C/N (v tomto ptipadé C/N = 150).

Co se tykaporovnani teplot, bylo zjisténo, ze kvasinky M. andauensis 129,
M. pulcherrima 149 a M. chrysoperlae 1158 vyprodukovaly na obou médiich vice lipida
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u kultivace pii nizsi teploté (8 °C), zatimco kvasinky M. pulcherrima 145 a M. pulcherrima 147
vyprodukovaly vice lipidt u kultivace pii 11 °C.

Bylo tedy zjisténo, ze kvasince M. andauensis 129 a M. chrysoperlae 1158 vyhovuje nizsi
teplota a médium s niz§im pomérem C/N, zatimco kvasinka M. pulcherrima 145
a M. pulcherrima 147 spise uptednostiiuje vyssi teplotu a rist na médiu o vys$sim poméru C/N.
Kvasince M. pulcherrima 149 zase vice vyhovuje rust pii nizsi teploté, ale na médiu o vys§im
pomeéru C/N.
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Obr. 17: Zavislost mnozstvi lipidii na case pri teploté 11 °C a poméru C/N = 100
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Obr. 18: Zavislost mnozstvi lipidii na case pri teploté 11 °C a poméru C/N = 150

Bylo zjisténo, ze zastoupeni mastnych kyselin je podobné jako u kultivace pii 8 °C (Obr. 19 a
Obr. 20). Tzn., ze u vSech péti kment pfi ristu na obou C/N pomérech maji nejvyssi zastoupeni
mononenasycené mastné kyseliny. Jedinou vyjimkou je kmen M. pulcherrima 145 pii rustu
na médiu o pomeéru C/N = 100. Zde nejvétsi podil tvori polynenasycené mastné kyseliny.

Oproti kultivaci pfi 8 °C doslo pfi riistu na nizsim poméru C/N u kment M. pulcherrima 145,
M. pulcherrima 149 a M. chrysoperlae 1158 ke snizeni mnozstvi PUFA a zaroven zvySeni
mnozstvi MUFA. U SFA nedochazi k vyraznym zménam. U kmene M. andauensis 129
a M. pulcherrima 147 naopak dochazi k nartistu mnozstvi PUFA a poklesu MUFA. Mnozstvi
SFA ani v tomto pfipad€ neni vyrazné pozmenéné (Obr. 19).

U kultivace na vys$sim pomeéru C/N dochazi k nartustu PUFA oproti 8 °C pouze u kmene
M. chrysoperlae 1158, u ostatnich kmena dochazi k poklesu. U mnozstvi MUFA je tomu
naopak. U kmene M. chrysoperlae 1158 navic pii tomto poméru C/N dochazi oproti kultivaci
pii 8 °C k vyrazné&jSimu snizeni mnozstvi SFA (Obr. 20).

Pii teploté 11 °C dochazi stejné jako pii teploté 8 °C k nartistu PUFA a poklesu MUFA
s casem u vSech kmenl, popfipadé se s casem neméni. Nejvyssi narist PUFA byl zjistén
u kmene M. pulcherrima 145 pfi rastu na médiu C/N = 100 a u M. andauensis 129 pii rustu
médiu C/N = 150. Jedinou vyjimkou je pii této teploté kmen M. pulcherrima 149 pfi rustu
na médiu o vy$sim C/N. U tohoto kmene dochazi naopak k poklesu PUFA a narastu MUFA
s Casem. (Obr. 3241 v pftiloze).
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Obr. 19: Zastoupeni mastnych kyselin pri nejvyssi produkci lipidii u jednotlivych kmenii (11 °C,

C/N = 100)
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Obr. 20: Zastoupeni mastnych kyselin p¥i nejvyssi produkci lipidii u jednotlivych kmenii (11 °C,
C/N = 150)
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5.2.3 Rust pri15°C

Vyvoj produkce lipida u rastu pii 15 °C mél podobny prabéh jako u kultivace pii 8 a 11 °C.
Vyjimku tvoii kmen M. chrysoperlae 1158, ktery pii rastu na médiu o poméru C/N =100
produkuje podstatné mensi mnozstvi lipida nez pfi teplotach 8 a 11 °C (Obr. 21). Z Obr. 21
je také ziejmé, Ze pii této teploté€ a rustu na médiu o poméru C/N = 100 dosahuje nejvyssiho
procentualniho mnozstvi lipid kvasinka M. andauensis 129 po 336. hodiné kultivace
ato 18,99 % lipida z celkové susiny. Je to také jedina kvasinka, u které dochazi s rostoucim
casem kultivace k nariistu procentualniho mnozstvi lipidii. U ostatnich kvasinek je produkce
lipida po celou dobu kultivace relativné stejna.

Pti kultivaci na médiu o vysS§im poméru uhliku a dusiku bylo nejvys$si mnozstvi lipida
v susin€ pouze 16,39 % a to u kvasinky M. pulcherrima 145 po 336 hodinach ristu stejné tak
jako u kultivace pfi teplotach 8 a 11 °C. Bylo zjisténo, ze pii rastu na médiu o pomeéru
C/N =150 dochazi k vétSimu narustu lipida s Casem pouze u kmene M. andauensis 129
a M. pulcherrima 145. U ostatnich kmenti je mnozstvi lipidi relativné konstantni, nedochazi
k nartstu lipida s ¢asem (Obr. 22).

Z naméfenych hodnot bylo zji§téno, ze kvasince M. andauensis 129 nejvice vyhovuje teplota
8 °C a médium o niz§im pomeru C/N, kvasince M. pulcherrima 145 spiSe vyhovuje médium
o vyssi pomeéru a teplota 11 °C, kvasince M. pulcherrima 147 a M. pulcherrima 149 vice
vyhovuje nizsi teplota (8 °C) a rast na médiu o vys§im poméru C/N a kvasinka
M. chrysoperlae 1158 potiebuje rast spiSe na médiu o niz§im poméru C/N pii teploté 11°C.

Po kultivacich pfi tfech raznych teplotach je ziejmé, ze na médiu o poméru C/N = 100
dosahne ve vSech tfech pfipadech nejvyssiho procentualni mnozstvi lipida kvasinka
M. andauensis 129, zatimco u rastu na médiu o poméru C/N = 150 dostaneme nejvyssi
zastoupeni lipida ve vSech tfech pripadech u kvasinky M. pulcherrima 145.
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Obr. 21: Zavislost mnozstvi lipidii na case pri teploté 15 °C a poméru C/N = 100
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Obr. 22: Zavislost mnozstvi lipidii na case pri teploté 15 °C a poméru C/N = 150

Z Obr. 23 a Obr. 24 je zfejmé, ze zastoupeni mastnych kyselin je podobné jako u kultivace pfi
8 a 11 °C. Tzn., ze u vSech péti kmenl pfi ristu na obou pomér maji nejvyssi zastoupeni
mononenasycené mastné kyseliny. Jedinou vyjimkou je u této kultivace kmen
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M. pulcherrima 147 (u predchozich dvou kultivaci pfi niz§ich teplotach to byl kmen
M. pulcherrima 145) pii rastu na médiu o poméru C/N = 100. Zde nejvetsi podil tvori
polynenasycené mastné kyseliny.

Pti zvySeni teploty na 15 °C dochazi u vice kment ke zménam v profilu mastnych kyselin.
Kmeny M. andauensis 129 a M. pulcherrima 147 pii rastu na médiu C/N = 100 a kmen
M. pulcherrima 149 pii ristu na médiu C/N = 150 vykazuji oproti ostatnim kmentim pokles

PUFA a narist MUFA s ¢asem (Obr. 48—57 v pfiloze).
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Obr. 23: Zastoupeni mastnych kyselin p¥i nejvyssi produkci lipidii u jednotlivych kmenii (15 °C,
C/N = 100)
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Obr. 24: Zastoupeni mastnych kyselin p¥i nejvyssi produkci lipidii u jednotlivych kmenu (15 °C,
C/N = 150)

Zavérem této kapitoly lze fict, Ze nejvétsiho mnozstvi lipidd bylo dosazeno u kmene
M. andauensis 129 pfti teplot¢ 8 °C na médiu C/N = 100 (21,57 % lipidd v susin€). Pokud
vezmeme do uvahy 1 produkci biomasy, nejlepSich vysledku dosahuje kvasinka
M. chrysoperlae 1158 pfi teploté 11 °C na médiu s pomérem C/N = 100 s produkci biomasy
10,15 g/l a 19,58 % lipidt v susiné.

Z vyzkumu [54] vyplyva, ze u kvasinek Metschnikowia pulcherrima bylo bez zjevného
omezeni zivin a pii teploté 15 °C dosazeno nejvyssi akumulace lipida 29,8 %. Stejné tak jako
v mém experimentu byla pro zvyseni kinetiky reakce ze zacatku pouzita teplota kultivace
25 °C. Mnozstvi biomasy bylo vtomto experimentu stanoveno na 0,17 g/g glukézy.
Po prepoctu na gram glukdzy bylo zjisténo, ze v mém pokusu byla hodnota biomasy u kvasinky
M. chrysoperlae 1158 pfi ristu na médiu o poméru C/N =100 a pfi 15 °C stanovenana 0,18 g/g
glukozy. Dalsi experiment [23] ukazuje, Ze u kultivace pii 15 °C bylo dosazeno kolem 26 %
lipidd v susin€, v mém experimentu je hodnota niZsi a to piiblizné 19 %.

5.3 Rust na odpadnich substratech

Ke kultivaci na odpadnich substratech byla vybrana kvasinka M. chrysoperlae 1158, ktera
u kultivace pii 11 °C na glukdézovém médiu o poméru C/N = 100 vyprodukovala jak velké
mnozstvi lipidt, tak doslo k velkému nartstu biomasy. Kultivace tedy probihala na tfech
odpadnich substratech (glycerol, kava, odpadni tuk) pii 11 °C stejnym zplsobem jako
u predchozich kultivaci.
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5.3.1 Mnozstvi biomasy

Z namétenych hodnot vyplyva, ze kvasinka M. chrysoperlae 1158 dobie rostla na médiu
obsahujicim kavova hydrolyzat. Na Obr. 25 muzeme vidét velky narist biomasy az do
240. hodiny, kdy bylo dosazeno hodnoty 9,36 g/l. Srovname-li hodnotu s mnozstvim biomasy
ziskané u této kvasinky pfi kultivaci na gluk6zovém médiu o poméru C/N = 100 a teploté 11 °C
(10,15 g/) je zifejmé, Ze mnozstvi ziskané biomasy je sice mens$i, ale od 72. hodiny doslo az do
240. hodiny k mnohem vyraznéjSimu nartistu. U kultivace na glycerolu a odpadnim tuku se
mnozstvi biomasy pohybuje po celou dobu kultivace kolem hodnoty 3 g/l, nedochazi
k vyraznéjSimu nartstu, tudiz tato média v kombinaci s teplotou 11 °C nejsou pro kvasinku
M. chrysoperlae 1158 vhodna.

V piedeslych experimentech bylo naméfeno mnozstvi biomasy na glycerolovém médiu na
hodnotu 6 g/l ovSem v pripad€, Ze kultivace probihala pii 15 °C. Mizeme tedy usuzovat, ze pro
vyS$si zisk biomasy je vhodnéjsi vyssi teplota (15 °C) [23] .
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Obr. 25: Zavislost nariistu biomasy na case kmene M. chrysoperlae 1158 u kultivace pri teploté 11 °C

na odpadnich substratech

5.3.2 Mnozstvi lipida

Bylo zjisténo, ze nejvyssiho procentualniho zastoupeni lipidd v susiné dosahla kvasinka
M. chrysoperlae 1158 v 72. hodiné kultivace na médiu s odpadnim tukem, a to 6,75 %
(Obr. 26). Velmi podobné hodnoty bylo dosazeno i pii kultivaci na médiu obsahujicim kavu,
ovSem az ve 168. hodiné kultivace. Jelikoz ale pfi rustu na médiu s kavou bylo vyprodukovano
mnohem vice biomasy, je pro ziskani velkého mnozstvi biomasy i velkého mnozstvi lipida
vhodnéj§i médium s kadvou. V porovnani s kultivaci na glukézovém médiu o poméru C/N = 100
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pti teploté 11 °C je nejvyssi mnozstvi ziskanych lipidd mnohem nizsi, jelikoz pfi této kultivaci
bylo ziskano dokonce 19,58 % lipidl v susiné.

Z Obr. 26 je také ziejmé, ze narozdil od kultivace na glukézovém médiu nedochazi ani
najednom ze tii odpadnich substrati k naristu mnozstvi lipida s Casem. Ve 336. hodiné

kultivace je naopak mnozstvi lipidi mensi nebo podobné nez na pocatku kultivace v 72. hodiné.
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Obr. 26: Zavislost mnozstvi lipidii na case kmene M. chrysoperlae 1158 u kultivace pri teplote 11 °C

na odpadnich substratech

Dale bylo zjiSténo, ze zastoupeni mastnych kyselin se u jednotlivych odpadnich substrata
vyrazné€ lis§i (Obr. 27). Pfi rastu na tukovém médiu maji nejvyssi zastoupeni MUFA,
kdy hodnota pii nejvyssi produkci lipidi je 62,37 %. Tato hodnota je srovnatelna s hodnotou
pfi rastu na glukézovém médiu, pii které bylo taktéz naméfeno néco malo pres 60 % MUFA.
U kultivace na kavovém médiu mély nejvyssi zastoupeni opét MUFA, ovSem jen 48,57 %.
Pti této kultivaci bylo ziskano oproti kultivaci na tukovém meédiu mnohem vy$§i mnozstvi
PUFA. Nejvétsi zmény ve slozeni mastnych kyselin nastaly u kultivace na glycerolovém médiu.
V tomto piipadé nejvyssiho zastoupeni dosahly PUFA, a to dokonce hodnoty 53,95 %. Hodnota
mnozstvi PUFA byla v této praci vyS$si pouze u kultivace kvasinky M. pulcherrima 145 pii 8 °C
na glukézovém médiu o poméru C/N = 100, kdy mnozstvi PUFA bylo 54,48 %. Jelikoz PUFA
jsou mastné kyseliny vyuzitelné v potravinarstvi, v kosmetice nebo ve farmacii [24,27], bylo
by k ziskani nejvyssiho mnozstvi té€chto kyselin a pfi pouzivani odpadnich substrati jako
kultivacnich médii vhodné zvolit kvasinku M. chrysoperlae 1158, ktera by byla kultivovana
na glycerolovém médiu pti 11 °C.

Také bylo zjisténo, ze u kultivace na odpadnim tuku dochazi s Casem kultivace k nartstu
MUFA a poklesu PUFA (kromé 120. a 336. hodiny kultivace, kdy dochazi k mirnému nartstu
PUFA), u kultivace na médiu obsahujicim kavu je to obdobné jako u kultivace na odpadnim
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tuku, vyjimkou je opét 120. hodina kultivace, pfi které dochazi k nartistu PUFA a poklesu
MUFA. U kultivace na glycerolovém médiu nedochazi ke stalému naristu ani poklesu
ani u jedné skupiny mastnych kyselin, pouze bylo zji§téno, ze mnozstvi PUFA je v 336. hodiné
vy$$i nez v 72. hodiné a zastoupeni MUFA je naopak nizsi (viz ptiloha Obr. 58-60).

V diivéjsich experimentech bylo zjisténo, ze pii kultivaci kvasinek rodu Metschnikowia na
glycerolu nebo na kavovém hydrolyzatu dochazi u batch kultivace k vysokému osmotickému
tlaku. I kdyz tyto kvasinky jsou vysoce osmofilni, pfi dosazeni vysoké hustoty bun¢k zacina
byt rist diky vysokému osmotickému tlaku inhibovan. Proto by u téchto kvasinek byla lepsi
fed-batch kultivace, pii které je naopak jest€¢ velmi cenna antimikrobialni aktivita téchto
kvasinek [55] s. Dale bylo také zji§téno, ze u kultivace na glycerolovém médiu pii 15 °C bylo
dosazeno az 15 % lipidd, coz je vice nez dvojnasobna hodnota, ktera byla naméfena v tomto
experimentu. Je mozné, ze u kultivace na glycerolovém médiu by bylo u pristich kultivaci
vhodné zvysit teplotu na 15 °C [23] .
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Obr. 27: Zastoupeni mastnych kyselin pri nejvyssi produkci lipidii kvasinky M. chrysoperlae 1158
u kultivace pri teploté 11 °C na odpadnich substrdatech

51



6 ZAVER

Tato bakalafska prace se zabyva regulaci produkce biomasy a lipid u péti vybranych kment
kvasinek rodu Metschnikowia. Ze zastupcu tohoto rodu byly vybrany M. andauensis 129,
M. pulcherrima 145, M. pulcherrima 147, M. pulcherrima 149 a M. chrysoperlae 1158. Jako
stresovy faktor ovliviiujici vytézky kultivaci bylo zvoleno rtizné slozeni kultivacniho média
a ruzné teploty kultivace. Nejprve kultivace probihala na dvou médiich o razném poméru C/N
a tfech riznych teplotach. Jeden pomér byl C/N =100 a druhy C/N = 150 pfi teplotach
8, 11 a 15 °C. V dalsi casti byl vybran jeden kmen, u kterého byl zjiStén velky nartst biomasy
s Casem a zaroven u n€ho bylo naméfeno vysoké procento tukd v susing, a tento kmen byl
kultivovan na tfech odpadnich substratech, konkrétné byl pouzit glycerol, kava a odpadni tuk.

U kultivace pii 8 °C a na médiu o poméru C/N = 100 bylo nejvice biomasy naméfeno
u kvasinky M. andauensis 129 a to 8,79 g/l a nejvyssi procento lipid a to 21,57 % obsahovala
tataz kvasinka. Pfi vy$sim poméru C/N vyprodukovala nejvice biomasy kvasinka
M. chrysoperlae 1158, konkrétné 8,39 g/l, a nejvice tukl v suSiné (17,51 %) kvasinka
M. pulcherrima 145.

Kultivace pti 11 °C pfinesla u kultivace na niz§im poméru C/N vys$si hodnoty biomasy.
Nejvyssi hodnota byla zaznamenana u kvasinky M. chrysoperlae 1158 a to 10,15 g/l a stejna
kvasinka obsahovala i nejvice lipida (19,58 %). U vys§siho poméru naopak doslo oproti kultivaci
pii 8 °C ke snizeni mnozstvi biomasy. Nejvys§i hodnotu 7,84 g/l méla kvasinka
M. chrysoperlae 1158. Z téchto vysledku je jasné, Ze kvasince M. chrysoperlae 1158 vice
vyhovuje médium sniz§im obsahem glukozy. Nejvice lipidi obsahovala kvasinka
M. pulcherrima 145 a to 19,24 % lipida v susiné.

U kultivace pii 15 °C bylo opét na obou médiich nejvice biomasy namétfeno u kvasinky
M. chrysoperlae 1158. Z méfeni bylo dokazano, ze této kvasince vyhovuji, co se tyCe rustu
biomasy, média s niz§im pomérem C/N a vyssi teploty. Pii niz§im poméru C/N bylo mnozstvi
biomasy 10,66 g/l, pti vys§im poméru byla hodnota podobna a to 10,49 g/I. Nejvy§si mnozstvi
lipida bylo pfi niz§im poméru C/N naméfeno u kvasinky M. andauensis 129 (18,99 %)
a na vy$§im médiu u kvasinky M. pulcherrima 145 (16,39 %).

U vSech kultivaci je ziskané mnozstvi biomasy nizsi u vys$siho poméru C/N a zaroveni
procentualni zastoupeni lipida je u vyss§iho poméru C/N vyssi. To dokazuje fakt, ze pokud
je zdroj zivin (dusik) omezen, nedochazi k dalsi syntéze proteind a nukleovych kyselin a tim
padem je omezen rist, zatimco nadbytek uhliku je vyuzit k syntéze lipida.

Diky vySe uvedenym vysledkim byla ke kultivaci na odpadnich substratech zvolena
kvasinka M. chrysoperlae 1158. K vyraznému narastu biomasy doslo pouze pii kultivaci
na médiu obsahujicim kavu, kdy nejvys$§i mnozstvi biomasy bylo 9,36 g/l. Nejvyssi
procentualni mnozstvi lipidi bylo naméfeno v 72. hodiné pii kultivaci na odpadnim tuku,
ato 6,76 %. Také bylo zjisténo, ze u této kvasinky pfi rastu na glycerolovém médiu vice
nez 50 % ziskanych lipida tvofi PUFA, které jsou dale vyuzitelné v riznych odvétvich
prumyslu.

Co se tyka zastoupeni mastnych kyselin, bylo zji§téno, ze u vétSiny provedenych kultivaci,
tzn. sruznymi kmeny a pifi rdznych podminkach, ma nejvyssi procentualni zastoupeni
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mononenasycena mastna kyselina, a to kyselina olejova. Pouze ve vyjime¢nych pfipadech ma
nejvyssi zastoupeni kyseliny linolova, ktera patfi do skupiny polynenasycenych mastnych
kyselin.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ATP
DNA
ER

GC
HPLC
MUFA
PUFA
RI
RNA
SFA
TAG
C14:0
C15:0
C16:0
Cl6:1
C17:1
C18:0
Cl18:1c
C18:2c
C18:3d3
C20:2
C24:0
C22:6

adenosintrifosfat
deoxyribonukleova kyselina
endoplazmatické retikulum
plynova chromatografie

vysoce ucinna kapalinova chromatografie
mononenasycené mastné kyseliny
polynenasycené mastné kyseliny
refraktometricky detektor
ribonukleova kyselina

nasycené mastné kyseliny
triacylglycerol

kyselina myristova

kyselina pentadecylova

kyselina palmitova

kyselina palmitoolejova
kyselina heptadecenova
kyselina stearova

kyselina olejova

kyselina linolova

a-linolenova kyselina

kyselina eikosadienova

kyselina lignocerova

kyselina dokosahexaenova

60



9 PRILOHY
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Obr. 28: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. andauensis 129 pri riistu na médiu
o poméru C/N = 100 a teploté 8§ °C
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Obr. 29: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. andauensis 129 pri ristu na médiu
o poméru C/N = 150 a teploté 8§ °C
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Obr. 30: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 145 p¥i riistu na médiu
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Obr. 31: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 145 p¥i ristu na médiu

o poméru C/N = 150 a teploté 8§ °C
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Obr. 32: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 147 p¥i riistu na médiu
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Obr. 33: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 147 p¥i riistu na médiu

o poméru C/N = 150 a teploté 8§ °C
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Obr. 34: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 149 p¥i riistu na médiu
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Obr. 35: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 149 p¥i riistu na médiu

o poméru C/N = 150 a teploté 8§ °C
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Obr. 36: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu
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Obr. 37: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu

na médiu o poméru C/N = 150 a teploté § °C
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Obr. 381: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. andauensis 129 p#i riistu na médiu
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Obr. 39: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. andauensis 129 pri riistu na médiu

o poméru C/N = 150 a teploté 11 °C
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Obr. 40: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 145 p¥i riistu na médiu
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Obr. 41: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 145 p¥i riistu na médiu

o poméru C/N = 150 a teploté 11 °C
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Obr. 42: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 147 p¥i riistu na médiu
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Obr. 43: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 147 p¥i riistu na médiu

o poméru C/N = 150 a teploté 11 °C
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Obr. 44: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 149 p¥i riistu na médiu
o poméru C/N = 100 a teploté 11 °C
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Obr. 45: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 149 p¥i riistu na médiu
o poméru C/N = 150 a teploté 11 °C
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Obr. 46: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu
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Obr. 47: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu

na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 11 °C
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Obr. 48: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. andauensis 129 pri riistu na médiu
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Obr. 49: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. andauensis 129 pri ristu na médiu

o poméru C/N = 150 a teploté 15 °C
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Obr. 50: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 145 p¥i riistu na médiu
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Obr. 51: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 145 p¥i riistu na médiu

o poméru C/N = 150 a teploté 15 °C
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Obr. 52: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 147 p¥i riistu na médiu
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Obr. 53: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 147 p¥i riistu na médiu

o poméru C/N = 150 a teploté 15 °C
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Obr. 54: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 149 p¥i riistu na médiu
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Obr. 55: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. pulcherrima 149 p¥i riistu na médiu

o poméru C/N = 150 a teploté 15 °C
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Obr. 56: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu
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Obr. 57: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. chrysoperlae 1158 p¥i riistu

na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 15 °C
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Obr. 58: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu
na médiu obsahujicim odpadni tuk a teploté 11 °C
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Obr. 59: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu

na médiu obsahujicim kdvu a teploté 11 °C
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Obr. 60: Zména nasycenosti mastnych kyselin v case u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu
na médiu obsahujicim glycerol a teplote 11 °C
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Obr. 61: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. andauensis 129 p¥i riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté § °C
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Obr. 62: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. andauensis 129 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté § °C
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Obr. 63: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 145 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté § °C
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Obr. 64: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 145 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté § °C
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Obr. 65: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 147 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté § °C

79



C24:0
C14:0
C18:3d3 0,18% 0.33%
0,99% "/‘ ’

C16:0
10,43%

Cl6:1
6,17%

/c17:1 " C14:0

0,66% = C16:0

/_
—_Cl18:0 = C16:1
1’15% = Cl17:1

= C18:0

C18:2¢c
30,84%

1

= Cl18:1c
= C18:2c
= C18:3d3
= C24:0

TT———— Cl8:1c
49.33%

Obr. 66: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 147 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté § °C
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Obr. 67: Zastoupeni mastnych kyselin po ukoncent kultivace u kmene M. pulcherrima 149 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté 8 °C
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Obr. 68: Zastoupeni mastnych kyselin po ukoncent kultivace u kmene M. pulcherrima 149 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté § °C
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Obr. 69: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté 8 °C
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Obr. 70: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 8 °C
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Obr. 71: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. andauensis 129 p¥i ristu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté 11 °C
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Obr. 72: Zastoupeni mastnych kyselin po ukoncent kultivace u kmene M. andauensis 129 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 11 °C
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Obr. 73: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 145 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté 11 °C
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Obr. 74: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 145 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 11 °C
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Obr. 75: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 147 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté 11 °C
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Obr. 76: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 147 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 11 °C
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Obr. 77: Zastoupeni mastnych kyselin po ukoncent kultivace u kmene M. pulcherrima 149 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté 11 °C
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Obr. 78: Zastoupent mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 149 pFi riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 11 °C
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Obr. 79: Zastoupeni mastnych kyselin po ukoncenti kultivace u kmene M. chrysoperlae 1158 pfi riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté 11 °C
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Obr. 80: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 11 °C
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Obr. 81: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. andauensis 129 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté 15 °C
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Obr. 82: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. andauensis 129 p¥i riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 15 °C
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Obr. 83: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 145 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté 15 °C
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Obr. 84: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 145 pri ristu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 15 °C
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Obr. 85: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 147 pFi riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté 15 °C
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Obr. 86: Zastoupeni mastnych kyselin po ukoncent kultivace u kmene M. pulcherrima 147 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 15 °C
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Obr. 87: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. pulcherrima 149 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté 15 °C
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Obr. 88: Zastoupeni mastnych kyselin po ukoncenti kultivace u kmene M. pulcherrima 149 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 15 °C
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Obr. 89: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 100 a teploté 15 °C
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Obr. 90: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu
na médiu o poméru C/N = 150 a teploté 15 °C
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Obr. 91: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu
na médiu obsahujicim tuk a teplote 11 °C
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Obr. 92: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu

na médiu obsahujicim kdavu a teploté 11 °C
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Obr. 93: Zastoupeni mastnych kyselin po ukonceni kultivace u kmene M. chrysoperlae 1158 pri riistu
na médiu obsahujicim glycerol a teploté 11 °C
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Obr. 94: Mnozstvi lipidii u jednotlivych kmenii pii ukonceni kultivace na médiu o poméru C/N = 100
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Obr. 95: Mnozstvi lipidii u jednotlivych kmenii pii ukonceni kultivace na médiu o poméru C/N = 150

a teploté 8 °C
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Obr. 96: Mnozstvi lipidii u jednotlivych kmenii pii ukonceni kultivace na médiu o poméru C/N = 100
a teplote 11 °C
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Obr. 97: Mnozstvi lipidii u jednotlivych kmenii p¥i ukonceni kultivace na médiu o poméru C/N = 150
a teplote 11 °C
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Obr. 98: Mnozstvi lipidii u jednotlivych kmenii pii ukonceni kultivace na médiu o poméru C/N = 100
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Obr. 99: Mnozstvi lipidii u jednotlivych kmenii pii ukonceni kultivace na médiu o poméru C/N = 150

a teplote 15 °C
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mnozstvi lipidd v susiné [%]

Obr.

6,28

tuk kava glycerol

100: Mnozstvi lipidit u kmene M. chrysoperlae 1158 pri ukonceni kultivace na riiznych
odpadnich substratech a teploté 11 °C
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