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ABSTRAKT

Diplomova praca bola zamerana na Studium biotechnologického vyuzitia odpadnych substratov
k produkecii lipidov kvasinkami rodu Meschnikowia. Odpadné suroviny a ich nasledna transformacia na
produkty s pridanou hodnotou akymi st napriklad mikrobidlne lipidy su v si¢asnosti povazované za
alternativny zdroj vyroby biopaliv. Experimentalna Cast’ bola preto zamerana na skimanie vplyvu
uhlikatého zdroja k riadenej nadprodukcii lipidov prostrednictvom kvasiniek rodu Metschnikowia.
Celkovo bolo vybranych dvanast’ zastupcov tohto rodu. Pre ¢ast’ kmetiov, konkrétne kvasinky M.
pulcherrima 145, M. pulcherrima 147, M. pulcherrima 149, M. andauensis 129 a M. fructicola 15, zo
zbierky kultar kvasiniek (CCY - Culture Collection of Yeast) boli prevedené aj rastové charakteristiky,
ktoré, mézu slazit pre pochopenie fyzioldogie samotnych kvasinkovych kmenov a v budicnosti
napomdct’ pri d’alSej analyze produkovanych metabolitov. Zvy$né kmene M.chrysoperlae 1158, M.
pulcherrima 1232, M. fructicola 1235, M. andauensis 1241, M. sinensis 1244, M. zizyphicola 1247 a M.
shanxiensis 1250 pochadzali zo zbierky CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, the
Netherlands). Kultivacia bola prevadzana na odpadnom zivoéisnom tuku, glycerole a srvatke s roznymi
pomermi C/N. Pre vyssie vytazky lipidov boli jednotlivé kmene kultivované za podmienok znizenej
teploty (15°C) po dobu 14 dni. Obsah vyprodukovanych lipidov bol stanovovany technikou plynove;j
chromatografie a Ramanovou spektroskopiou. Ako najvhodnejsi substrat pre tvorbu mikrobialnych
lipidov bolo vyhodnotené médium s obsahom glycerolu, kde mnoZstvo naakumulovanych lipidov
predstavovalo v bunkach kvasinky M. pulcherrima 1232 36,31%. U kvasiniek rodu Metschnikowia bol
zaroven prevedeny aj kvantitativny screening enzymovej aktivity lipaz za pouZitia spektrofotometricke;j
metddy s p-NPP. Riadena produkcia lipolytickych enzymov bola sledovana s vyuzitim dvoch typov
médii: odpadny tuk a odpadny tuk s pridavkom emulzifikatoru (Tween 80). Zaver prace bol doplneny
0 analyzu karyotypu kvasiniek rodu Metschnikowia pomocou techniky pulznej gélovej elektroforézy.
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ABSTRACT

This thesis was focused on study of biotechnological utilization of waste substrates to produce lipids by
yeast of the genus Metschnikowia. Waste materials and their subsequent transformation into high value-
added products such as microbial lipids are currently considered as an alternative source for biofuel
production. Therefore, the experimental part was aimed at investigating the influence of a carbon source
to the controlled overproduction of lipids by yeast Metschnikowia. Total of 12 yeast strains of the genus
Metschnikowia were selected. Yeast strains M. pulcherrima , M. pulcherrima 147, M. pulcherrima 149,
M. andauensis 129 a M. fructicola 15 were purchased from Culture Collection of Yeasts (CCY,
Bratislava, Slovakia). The growth characteristics of this yeast strains were also studied. It may serve to
better understanding of the physiology of the yeast strains and also to help in further analysis of the
produced metabolites. The other strains M. chrysoperlae 1158, M. pulcherrima 1232, M. fructicola
1235, M. andauensis 1241, M. sinensis 1244, M. zizyphicola 1247 a M. shanxiensis 1250 were purchased
from CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, the Netherlands).Yeast strains were
cultivated on crude animal fat, glycerol and cheese whey under conditions of different C/N ratios.
Because of higher lipid yields, cultivation was carried out at 14°C for 14 days. The accumulated lipid
content was determined by gas chromatography and Raman spectroscopy. The glycerol-containing
medium was evaluated as the most suitable for microbial lipids production. The total amount of lipids
present in cells of M. pulcherrima 1232 was 36,31%. At the same time, quantitative screening of lipase
enzymatic activity in Metschnikowia yeast was performed using spectrophotometric method with p-
NPP. Controlled production of lipolytic enzymes has been monitored by using two types of media: crude
animal fat and crude animal fat with addition of emulsifier (Tween 80). The conclusion of the work was
supplemented by analysis of the karyotype of yeasts of the genus Metschnikowia using the technique of
pulsed gel electrophoresis.
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1 UVOD

Lipidy su latky nachadzajice sa vSade okolo nés, st pritomné v nasom kazdodennom Zivote. Vyskytuju
sa Vv potravinach kde ako vyznamné zlozky tvoria chut, aromu &i texturu, v rdznych detergentoch,
kozmetike a mozno ich pouzit' aj ako biopaliva. Lipidy je mozné ziskavat z ré6znych obnovitelnych
zdrojov ako napriklad rastlinné oleje ¢i mikroorganizmy. Pouzivanie olejnin k produkcii rastlinnych
olejov na vyrobu biopaliv sa vSak stretava so skepticizmom a nepochopenim obyvatel'stva. Jednou
z pricin je fakt, Ze pri pouziti rastlinnych olejov ako nahrad za fosilne suroviny, musi byt’ zloZenie rastlin
modifikované pomocou technoldgie rekombinantnych génov. Prave geneticky modifikované rastliny
predstavuju pre 'udstvo potencialne riziko, ¢im sa stavaju nevhodnymi k ich aplikacii aj napriek vel’kym
pokrokom v oblasti biotechnologie zelenych rastlin. Tieto tuskalia vSsak mozu byt prekonavané
prostrednictvom mikroorganizmov, ktoré st geneticky 'ahko upravitel'né a ich pouzitie ako GMO je
ovela viac akceptovatelné [1]. K produkcii mikrobidlnych olejov sa vyuZivaju predovsetkym
jednobunkové organizmy ako st kvasinky, huby (plesne) alebo riasy.

Niektoré kvasinky st schopné akumulovat’ viac ako 20% svojej biomasy vo forme lipidov. Nazyvajt
sa tzv. oleogénne kvasinky, ktorych lipidy st tvorené prevazne triacylglycerolmi (TAG) casto
oznacovanych aj ako singel-cell oils (SCO) a vol'nymi mastnymi kyselinami (FFA). Vd’aka chemicke;j
podobnosti SCO s rastlinnymi olejmi je v suc¢asnosti Coraz viésia pozornost’ venovand ich vyuzivaniu
v oleochemickom priemysle k vyrobe biopaliv. Vyraznu bariéru pri komercializacii SCO predstavuju
vSak najmi vysoké naklady spojené s ich vyrobou. Rovnako ako pri inych procesoch aj u produkcie
lipidov prostrednictvom kvasiniek byvaju vyrobné naklady negativne ovplyvitované cenami surovin.
Aby sa zmiernil tento problém, vyroba sa zameriava predovSetkym na utilizdciu 'ahko dostupnych
surovin, ktoré vo velkom mnozstve vznikaji ako odpadny produkt z réznych odveti priemyslu [2].
Okrem odpadnych substratov mézu kvasinky vd’aka svojej vysokej tolerancii obsahu cukru a schopnosti
vyuzivat rdzne zdroje uhlika a dusika rast’ aj na inych substratoch. Z jednoduchych substratov vyuzivaja
najmé fermentovate'né monosacharidy (glukdza, xyl6za, manodza, arabindza), glycerol ¢i organické
kyseliny [1,2]. Vyhody pouzivania kvasiniek spocivaju aj v tom, ze vacsina z nich nevyzaduje svetlo.
Tym sa podstatne znizuju vstupné naklady a je umoznena 24 hodinova produkcia. Okrem toho kvasinky
majt schopnost’ rast’ v pomerne kratkom ¢ase za I'ah$ich kultivaénych podmienok [1].

Predmetom tejto prace bolo skiimanie vyuzitia odpadnych substratov k produkcii lipidov kvasinkami
rodu Metschnikowia. Produkéné vlastnosti boli celkovo skiimané a porovnavané u dvanastich
kvasinkovych kmenov.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kvasinky

Identifikdcia, pomenovanie, zarad'ovanie kvasiniek do evoluéného systému a urcovanie ich
priemyselnych vlastnosti je délezité pre mnohé oblasti vedy predovsetkym biotechnologie, medicinu,
a potravinarstvo. V sucasnosti je znamych asi 750 druhov kvasiniek a mézeme predpokladat, ze eSte
vela d’alsich druhov ¢aka na svoje objavenie [3]. Kvasinky tvoria v prirode prevladajucu skupinu
mikroorganizmov, ktoré sa podielaji na rozklade jednoduchych sacharidov. Zarad’'ujeme medzi ne
dolezité¢ priemyselné organizmy, patogény a laboratorne organizmy sliziace ako obecny model pre
pochopenie eukaryotickych buniek [4].

Kvasinky su obecne charakterizované ako eukaryotické heterotrofne jednobunkové organizmy
zarad’ované do riSe hub [3]. Tvar buniek je rozli¢ny a dany predovsetkym rodovou prislusnost'ou, moze
vSak byt ovplyvneny aj sposobom vegetativneho rozmnozovania alebo vonkaj$imi podmienkami, napr.
zlozenie zivného média, pH, povrchové napétie alebo redoxny potencial [5]. Medzi zakladné tvary, ktoré
bunky kvasiniek nadobtidaju patri elipsoidny, vajcovity az gulovity tvar, menej ¢asté su tvary valcovité,
trojuholnikovité, citronovité alebo pretiahnuté [5,6]. Povrch kvasinkovej bunky je tvoreny silnou a
pevnou bunkovou stenou, pod fiou sa nachadza cytoplazmaticki membrana a cytoplazma, ktora
obsahuje mnozstvo membranovych Struktir ako je jadro, mitochondrie, vakuoly, endoplazmatické
retikulum a Golgiho aparat. Cytoplazma niektorych druhov kvasiniek obsahuje aj zasobné latky vo
forme zrnieCok, napriklad volutin (polymetafosfat), glykogén alebo tuk
(Rhodotorula) [6].

2.1.1 Metabolizmus kvasiniek

Kvasinky tvoria vysoko heterogénnu a komplexni metabolickii skupinu. Rovnako ako uinych
heterogénnych organizmov aj U kvasiniek je uhlikovy a energeticky metabolizmus prepojeny, ¢o
znamena, ze anabolizmus tizko suvisi s katabolizmom. Molekuly ATP sluziace ako zdroj energie pre
vSetky metabolické procesy bunky sa ziskavaji oxidaciou organickych molekul, ktoré zaroven
predstavuju aj zdroj uhlika pre biosyntézu. V prirode sa nachadza §iroka skala uhlikatych latok, ktoré
mdzu podporit’ rast kvasiniek, ale prednostne metabolizuju cukry. Medzi takéto latky patria napriklad
polyoly, alkoholy, organické kyseliny a aminokyseliny. Ako zdroj uhlika st vSak najviac vyuzivané
cukry vo forme hexo6z (glukoza, fruktoza, galaktoza alebo mandza), disacharidy (maltdza, sachar6za),
alebo zlu¢eniny s doma uhlikovymi atomami ako etanol alebo octan [4,7].

Univerzalnym zdrojom uhlika pre kvasinky je teda glukdza, ktora je glykolyzou premenena na
pyruvat. Behom glykolyzy bunka produkuje ATP a NADH bez ucasti molekularneho kyslika. Vo
vicsine organizmov je pyruvat transportovany do mitochondrii, kde je premieniany na acetyl-CoA
a COy, atie sa nasledne oxiduju v pritomnosti molekulového kyslika na CO, a H,O. U niektorych
kvasiniek vSak pyruvat vstupuje do alkoholovej fermentacnej drahy. Obecne je teda mozno povedat’, Ze
Vv zavislosti na podmienkach mézu kvasinky vyuzivat’ cukry na fermentaciu alebo dychacie procesy.
Ako priklad mozno uviest’ kvasinku Yarrowia lipolytica, ktora vyuziva pyruvat iba pri respiracii, naopak
Saccharomyces cerevisiae ajej podobné druhy st prevazne fermentacnymi kvasinkami. Proces
respiracie je energeticky viac priaznivejsi ako fermentacia, preto vicSina organizmov vyuziva
fermentaciu iba vtedy, ked’ klesa dostupnost’ kysliku. Niektoré druhy kvasiniek, ako uz spominana
Saccharomyces cerevisiae a jej podobné, v§ak mozu uprednostiiovat’ fermentaciu aj napriek dostatku
kysliku, ¢im dochadza ku kvaseniu cukrov za aerobnych podmienok [4,7].

2.1.2 RozmnoZovanie kvasiniek

Vicsina kvasiniek sa rozmnoZuje vegetativne pu¢anim alebo delenim, existuju vSak aj niektoré
kvasinkové druhy rozmnozujuce sa pohlavne [3].



Vegetativne rozmnoZovanie

RozmnoZovanie pucanim spociva v tom, ze na povrchu materskej bunky sa vytvori pucik, ktory sa
postupne zvaéSuje a narastd. Dochadza k mitotickému rozdeleniu jadra ak fragmentacii bunkovych
organel, pricom cCast prechaddza do dcérskej bunky. Akonahle pupeini dorastie do pozadovanych
rozmerov, oddel'uje sa od materskej bunky priCom v mieste separacie vznika na materskej bunke
jazva [5,6]. Rozsah zjazvenia indikuje vek bunky, pretoze prave pocet jaziev koreSponduje s po¢tom
dcérskych buniek, ktoré sa vytvorili na jej povrchu [6]. V oblasti zjazvenia uz bunka nie je schopna
vytvorit’ novy pucik, takze pokial’ je jej povrch zdeformovany natol’ko, ze nema ziadne nezjazvené
miesto, rozmnozovanie kvasiniek sa zastavi [8]. Pokial’ st zabezpecené optimalne rastové podmienky,
cely proces delenia buniek trva priblizne dve hodiny [9]. Podl'a miesta vyskytu puku na bunke
rozdel'ujeme pucanie na monopolare, bipolarne a multipolarne [9].

Dal3ou formou vegetativneho rozmnozovania kvasiniek je priechradkové delenie, ktoré je typické pre
rod Schizosaccharomyes [6]. Kvasinkové bunky postupne rastii v smere svojej dizky a nasledne po
dosiahnuti pozadovanych rozmerov sa jadro mitoticky rozdeli. Jadra putuju do protilahlych polov bunky
pricom v strede bunky sa vytvara prichradka (septum) a bunkova stena. Tvorbou septa dochadza
k rozdeleniu materskej bunky na dve rovnaké dcérske bunky [6].

Pohlavné rozmnoZovanie

Okrem nepohlavného rozmnoZovania moézeme u viacerych kvasinkovych kmenov pozorovat aj
pohlavné rozmnozovanie, pri ktorom sa tvoria pohlavné spory. U vacSiny kvasiniek vznikajia pohlavné
spory endogénne a byvaji umiestnené vo vreckach alebo askach. Tvar asiek je charakteristicky pre
jednotlivé rody a konkrétne aska kvasinkiek rodu Metschnikowia byvaju dlhé a kyjovité [3]. Kvasinky
schopné vytvarat’ askospory sa zarad'uji medzi Ascomycotina [6]. Niektoré kvasinkové rody naopak
vytvaraju pohlavné exospory, ktoré byvaju umiestnené vnutri sporotvornych buniek. Rody tvoriace
exospory sa zarad’'uju medzi Basidiomycotina [9].

2.1.3 Kvasinky rodu Metschnikowia

Rod Metschnikowia z celade Metschnikowiacea je tvoreny kvasinkovymi druhmi, ktoré boli
zhromazd'ované po dobu troch desatroci napriec Sirokymi biogeografickymi zonami. V stucasnosti je
popisanych priblizne 40 druhov tohto rodu, avsak ich taxonémia nebola tiplne prestudovana [10]. Medzi
jednotlivymi druhmi rodu Metschnikowia existuje pomerne malo rozdielov v ich fyziologickych ¢rtach
[11]. Kvasinky rodu Metschnikowia sa prirodzene vyskytuji vol'ne v prirode aj vo vodnom prostredi.
Vodné druhy byvaji zvycajne patogénne a mézu sa vyskytovat’ na teldch kdrovcov, ryb pripadne na
riasach. Viacsina druhov bolo izolovanych zo suchozemského prostredia, kde bol preukazany ich
bezprostredny vyskyt na kvetoch, ovoci, pripadne v kutikulach opelivého hmyzu [12,13].

Kvasinky rodu Metschnikowia sa moézu rozmnozovat pohlavne aj nepohlavne. Pohlavné
rozmnoZovanie je prevazne charakteristické tvorbou prediZenych asiek, v ktorych dochadza k produkcii
jednej alebo dvoch askospor ihlicovitého tvaru. DIhé ihlicovité askospory vSak nie su typicka pre vSetky
kvasinkové kmene. Prikladom je Metschnikowia lachanceli, ktorej spory maju vretenovity tvar s izkym
roz§irenim [10]. Kvasinky sa mézu rozmnoZovat’ aj nepohlavne multilateralnym pucanim. Vytvaraju sa
bunky sférického, hruskovitého alebo kosakovitého tvaru. Vzniknuté pseudohyfy su vécsinou zle
vyvinuté, chybaju iba zriedkavo. Niektoré kmene kvasiniek Metschnikowia maji schopnost’ tvorit’ dlhé
zarodky pripominajuce skuto¢né hyfy [10].

Vicsina druhov kvasiniek rodu Metschnikowia vyuziva ako zdroj uhliku pre svoj rast sachardzu,
galaktozu, trehaldzu, maltdézu, melezitozu, celobidzu, salicilin, sorbozu, D-manitol, D-glukitol a N-
acetyl-D-glukosoamin [14].
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Tab. 1: Priklady kvasinkovych kmeiiov rodu Metschnikowia izolovanych zo suchozemského prostredia [14]

Zdroj Oblast’ vyskytu
Metschnikowia pulcherrima bobule hrozna ) Rakusko, Nemecko, Grécko,
rastlina Spanielsko, Taliansko, Brazilia,
Portugalsko, Slovenska
poda republika
Metschnikowia sinensis bobule hrozna Rusko
rastlina
poda
Metschnikowia viticola bobule hrozna Mad’arsko, Raktisko, Rusko
rastlina
Metschnikowia lopburiensis ryza Lopburi, Thajsko
Metschnikowia saccharicola cukrova trstina Suphan Buri, Thajsko

Tab. 2: Priklady kvasinkovych kmeiiov rodu Metschnikowia izolovanych z vodného prostredia [14]

Zdroj Oblast’ vyskytu
Metschnikowia sp. sediment Tichy ocean
Metschnikowia bicuspidata piesok z plazi Florida, USA; Point Reyes,

morskd voda California

Metschnikowia krissii morska voda La Jolla, California
Metschnikowia reukafii sediment Juhoc¢inske more
Metschnikowia zobellii morska voda La Jolla, California, USA; Skoétsko
Metschnikowia australis riasy, Antarktida

morska voda

morské bezstavovce

Metschnikowia pulcherrima

Metschnikowia pulcherrima je suchozemska kvasinka, ktora sa prevazne vyskytuje V Castiach
rastlinnych materialov bohatych na zZiviny. Prave tieto Casti rastlin ako napr. ovocie, kvety, nektar alebo
pel’ sluzia ako zdroj potravy pre Siroku $kalu hmyzu, pomocou ktorého su kvasinky nasledne d’alej
rozsirované [10,15]. Spomedzi rdéznych druhov ovocia st hroznové bobule jednym z najoptimalnejsich
substratov pre pdsobenie a rast tejto kvasinky [15]. Okrem rastlinnych zdrojov bola pritomnost’ M.
pulcherrima detegovana aj na tele l'udského pacienta [16]. RozmnoZzuje sa pu¢anim.

Tato kvasinka sa v poslednom case stdva terom zaujmu vdaka svojim antimikrobidlnym
uc¢inkom [17]. Posobenie jej Sirokospektralnych inhibiénych ucinkov bolo preukdzané voci réznym
mikroorganizmom. M. pulcherrima je schopna posobit’ proti plesniam ako napriklad Penicillium spp.,
Aspergillus spp., Fusarium spp,. ¢i Botrytis cinerea [10,17]. Najma z tohto dovodu vzbudzuje pozornost’
pri uplatneni ako prirodzené biokontrolné cinidlo, ktoré v sucasnosti nahradzuje rozne pesticidy

11



a zaroven inhibuje pozberovi hnilobu ovocia [10,16]. Okrem plesni pdsobi M. pulcherrima inhibi¢ne aj
vo¢i rade kvasinkovych kmefiov zrodu Pichia, Candida, Hanseniaspora, Sacharomycodes,
Torulaspora alebo Brettanomyces [15].

Antimikrobialne vlastnosti kvasinky M. pulcherrima stvisia najméi s produkciou pulcheriminu,
ktorého chemicka $truktara je znadzornena na Obr. 1: Chemicka $truktira pulcheriminu Pulcherimin je
¢erveny pigment, ktory nie je rozpustny vo vode ani v organickych rozpustadlach, rozptsta sa iba
v alkalickych ¢inidlach [18]. Obecne je charakterizovany ako Zelezita sol’ kyseliny pulcherimovej (2,5-
diizobutyl-3,6-dihydroxypyrazin-1,4-dioxid), ktora sionmi zeleza (III) vytvara v rastovom médiu
chelatovy komplex [16,19]. Tvorba pigmentu uzko stvisi s obsahom Zeleza v médiu, a taktiez zavisi aj
na type produkéného kmena. Okrem kvasinky Metschnikowia pulcherrima méze byt pigment
produkovany aj kmenom Kluyveromyces marxianus, ¢i baktériou Bacillus subtilis [16,18]. Tvorbou
komplexu dochadza k inhibicii rastu baktérii, hub, kvasiniek a kliceniu spor, ¢im je zabezpecena
ochrana vo¢i pozberovym patogénom [16]. Prekurzorom vzniku pulcheriminu je kyselina pulcherimova.
Po reakcii so zelezitymi iénmi z média sa okolo koldonii zaCinaju vytvarat’ Cervenohnedé kruhy
obsahujice uz spominany vo vode nerozpustny komplex zelezitych ionov a pulcherimovej kyseliny-
pulcherimin [19].

Obr. 1: Chemicka Struktiira pulcheriminu [20]

Metschnikowia andauensis

Morfologicky aj fyziologicky je Metschnikowia andauensis podobna druhu Metschnikowia
pulcherrima. Ich bunky st charakteristické gul'ovitym az ovalnym tvarom, pri¢om sa mézu vyskytovat’
bud’ jednotlivo alebo vo dvojiciach. Na tuhych zivnych pddach vytvaraju biele az krémové kolonie
s hladkym povrchom. Podobne ako u Metschnikowia pulcherrima. bola produkcia pulcheriminu
preukazana aj kultivaciou Metschnikowia andauensis na zivnych médiach. Ako zdroj uhlika pre rast
u tejto kvasinky mézu byt vyuzité monosacharidy (glukoza), disacharidy (malt6za), oligosacharidy
(celobioza) ¢i glykosidy v podobe salicinu [21]. Metschnikowia andauensis je kvasinkovy druh, ktorého
nazov bol odvodeny od miesta jeho vyskytu. Povodne bola Metschnikowia andauensis vyizolovana
z tiel hasenic a ich exkrementov z oblasti dedinky Andau v Rakusku [21]. V suvislosti Metschnikowia
andauensis boli vypracované rozne $tudie, ktoré sa zmeriavali najma na jej vyskyt a nasledné mozné
vyuzitie. Bolo preukazané, ze tato kvasinka moze byt’ izolovana aj z plodov ¢i listov ovocia a konkrétne
bola ziskana z epifytickych mikroorganizmov nachadzajucich sa na povrchu jablk a citrusov [22].
Ked’ze pozberové straty spésobené Cinnost'ou patogénov predstavuju v sucasnosti velky problém,
cielene sa vyvijaju metddy, ktoré by ucinne a hlavne Setrne k zivotnému prostrediu boli schopné tieto
straty znizovat’, pripadne eliminovat’. Jednou z tychto metdd je aj biologicka kontrola, ktora bola
vyvinutd ako alternativa k pouZzivaniu syntetickych fungicidnych a chemickych pripravkov, pricom ako
biokontrolné c¢inidla boli vyuzivané mikroorganizmy [22]. Medzi skupinu mikroorganizmov
posobiacich ako biokontrolné ¢inidla patri aj Metschnikowia andauensis, ktora posobi proti vyznamnym
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pozberovym patogénom napadajicich prevazne jablka a citrusové plody. Kvasinka preukazala
schopnost’ pdsobit’ proti P. expansum, kedy ucinne znizovala vyskyt modrej plesne na jablkach
a hruskach, a aj proti P. digitatum a P. italicum ako patogénom citrusovych plodov [22].

Metschnikowia fructicola

Rovnako ako u predchadzajuceho kvasinkového druhu, Metschnikowia fructicola vykazuje taktiez
velmi podobné morfologické a fyziologické znaky kvasinky Metschnikowia pulcherrima. Casto byva
oznacovana aj ako jej ,.sestersky* druh. Kultivaciou na tuhych zZivnych médiach kvasinkové bunky
nadobudaju gul'ovity az elipsoidny tvar. Vyskytovat’ sa mozu bud’ jednotlivo, vo dvojiciach alebo mézu
byt’ vytvarat’ mensie zoskupenia. Metschnikowia fructicola patri taktiez do skupiny mikroorganizmov
pdsobiacich ako biokontrolné ¢inidla voci pozberovym chorobam vyvolanych patogénmi. Vyskytuje sa
prevazne na bobuliach hrozna, kde inhibuje rast plesne Botrytis cinerea, ktora napada uskladnené plody
a sposobuje ich hnilobu [10]. Uginok Metschnikowia fructicola ako biokontrolného &inidla spociva
v stimulacii produkcie reaktivnych metabolitov kyslika, ktoré sa vytvaraju predovsetkym
v povrchovych poraneniach plodov a okolo nich. Vysoka produkcia O, kvasinkovymi antagonistami
vyvolava v poranenom ovocnom tkanive oxidativne vzplanutie, ¢im sa v hostitel'skom organizme
aktivuju jeho obranné mechanizmy [23].

2.2 Metody kultivacie kvasiniek

Kultivaciou kvasiniek sa rozumie ich cielené udrZzovanie a rozmnozovanie za laboratérnych podmienok.
V ramci kultivacie je potreba mikroorganizmom nahradit’ ich prirodzené prostredie, ktoré im pévodne
poskytoval hostitel'sky organizmus. R6zne mikroorganizmy maju rozli¢né poziadavky na rast, mnozenie
a metabolizmus, a preto je nutné zvolit’ vhodné zivné médium tak, aby tieto poziadavky spliiovalo.
Obecne plati, ze ¢im viac bude zlozenie kultivacného média podobné jeho prirodzenym podmienkam,
tym lepSie bude mikroorganizmus rast’ v podmienkach in vitro [24].

2.2.1 Kultiva¢né média

Ku kultivacii mikroorganizmov v laboratornych podmienkach sa pouzivaju sterilné zivné média
a sterilné zariadenia. Zlozenie kultivaénych zivnych médii musi vyhovovat poziadavkam daného
mikroorganizmu na vyzivu, pH, osmoticky tlak a d’alSie fyzikalno-chemické podmienky. Média by mali
byt izotonické a mali by obsahovat zdroj uhliku a dusiku v koncentracii a forme optimalnej pre
mikroorganizmus, potrebné biogénne prvky, rastové faktory a dostatok vody [24].

Kultivaéné médium heterotrofnych mikroorganizmov musi okrem biogénnych prvkov a rastovych
faktorov obsahovat’ aj zdroj uhlika. Kvasinky ako chemoorganotrofne organizmy ziskavaju uhlik a
energiu oxidaciou organickych zlu¢enin, ktoré sa v zivnym médiach najcastejSie vyskytuju vo forme
jednoduchych cukrov alebo polysacharidov. Dalgou nevyhnutnou su¢astou kultivaénych médii je aj
dusik. Jeho pritomnost’ v médiu je dolezita najmé z hl'adiska syntézy proteinov, aminokyselin, DNA
a RNA. Ako zdroj dusiku m6zu mikroorganizmy vyuzivat' vzdusny dusik, dusitany, dusi¢nany alebo
organické latky ako si aminokyseliny, peptidy, peptony az nativne bielkoviny. Pre vaésinu
heterotrofnych mikroorganizmov, ateda aj pre kvasinky, si najvhodnej$im dusikatym zdrojom
predovsetkym amonne soli. Fungovanie mikroorganizmov si okrem iného vyzaduje aj pritomnost
mineralnych latok, ako s fosfor vo forme kyseliny fosforecnej a hor¢ik. Spolocne sa podiel’ajii na
prenose energie sprostredkovanej adenosintrifosfatom, pri nedostatku méze dochadzat’ k spomaleniu
rastu. Do zivného média su pridavané aj biogénne prvky draslik, vapnik, Zelezo, chlér, molybdén, zinok,
med’, kobalt, bor a nikel vo forme soli v malych koncentraciach [24].

NajdolezitejSou komponentnou pri priprave kultivatnych médii je voda. Priamo ovplyviiuje vyvoj,
rast a mnozenie mikroorganizmov, preto je potrebné pouzivat vodu s vysokym stupfiom akosti.
Destilovana voda sa pouZziva pri priprave syntetickych a Specifickych pod s presne definovanym
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zlozenim, kde sa ako zdroj uhlika sltzi glukdza a zdrojom dusika je (NH4)2SO4 alebo NH4Cl. Pokial’ je
potreba zabezpecit mikroorganizmom $pecifické poziadavky na stopové prvky pouziva sa redestilovana
voda alebo deionizovana voda. Priprava polysyntetickych médii alebo médii na Specialne tcely si
vyzaduje pridavok peptonov, roznych extraktov a hydrolyzatov zabezpecujlcich optimdlnu vyzivu
mikroorganizmov [24].

2.2.2 Priprava kultivaénych médii

Kultivané média sa pripravuju bud’ zo zakladnych ingrediencii, alebo z komeréne dostupnych
dehydratovanych pripravkov v nadobach s minimalne dvojnasobnym objemom ako je planovany obsah
média. Postupne dochadza k rozpustaniu vSetkych komponent v destilovanej alebo deionizovanej vode.
Nésledne po rozpusteni vSetkych ingrediencii sa v médiu upravuje hodnota pH, ktora je dolezita pre rast
mikroorganizmov. Vic§ina mikroorganizmov vyZaduje pre svoj rast média s neutralnou reakciou,
niektoré druhy vsak vyzaduju kyslé pripadne mierne alkalické média. Baktérie si schopné rast’ pri pH
7-7,4, kvasinky a mikromycéty vyzaduja slabo kyslé prostredie pH 4,5-6. Hodnota pH sa upravuje
Vv studenom médiu pridavkom 1M hydroxidu alebo kyseliny, pricom typ hydroxidu alebo kyseliny, ktoré
maju byt pouzité uruje samotné zlozenie média. Po Uprave pH sa banky so Zivnym médium
vysterilizuj, behom procesu sterilizacie vS§ak méze dochadzat’ k poklesu pH pdd o 0,1-0,3. Sterilizacia
médii sa najCastejsie prevadza autoklavovanim pri pretlaku 0,1-0,15 MPa za teploty 121-128 °C. Pokial
su pripravované zivné média s vysokym obsahom cukrov alebo tepelne labilnych latok, k sterilizacii sa
vyuziva prudiaca para. V Kochovom hrnci alebo autoklédve je médium sterilizované pri teplote 100°C
po dobu 30 min. tri dni po sebe, pricom ventil pre paru zostava otvoreny [24].

Pri priprave pevnych médii sa ako stuzovacie komponenty najastejSie pouziva agar (15-20g/1),
zelatina alebo gél kyseliny kremicitej. Vysterilizované kultiva¢né média st nasledne v sterilnom boxe
Vv blizkosti kahanu rozlievané na Petriho misky, pricom hrabka agarovej platne by mala byt 3-4 mm.
Platne sa nechajt stuhnit’ vo vodorovnej polohe a uchovaji sa v temnom , bezpras§nom, suchom a pokial’
mozno chladnom prostredi. Pre dlhodobé uchovéavanie agarovych platni je vhodné umiestnit’ ich do
chladnicky [25].

2.2.3 Kultiva¢né zariadenia

Pre kultivaciu kultir naockovanych na pevnych médiach sa vyuzivaju termostaty pripadne
termostatované boxy. Nastavenim vhodnej optimalnej teploty pre dany mikroorganizmus dochadza
k jeho pomnozeniu. Optimalna teplota pre kultivaciu kvasiniek sa pohybuje v rozmedzi 25-30°C.
Aerdbne kultivacie v tekutych podach prebiehaju na trepacich zariadeniach [24].

2.2.4 Rastové charakteristiky

Rast a mnozenie mikroorganizmov moézu byt pozitivne ovplyvnené kultivatnymi podmienkami.
Vseobecne plati, Ze pri dodrzani optimalnych podmienok sa mikroorganizmy rozmnozuju vysokou
rychlost'ou. Priebeh rozmnozovania sa vyjadruje pomocou rastovej krivky, ktora predstavuje grafické
znazornenie vzrastu po¢tu zivych buniek v zavislosti na ¢ase, za optimalnych kultiva¢nych podmienok.
Rastovi krivku moZeme teda charakterizovat’ ako zavislost’ logaritmu zivych buniek pripadne opticke;j
hustoty (osa y) v 1 ml kultary na ¢ase (osa x) [25].

Rastovu krivku znazornenti na Obr. 2 charakterizuju urcité useky nazyvané ako rastové faze (I-VL.):
|. Lag - faza (adaptacnd, pripravna)

Po preneseni kvasinkovej kultiry do ¢erstvého produkéného média dochadza k zahajeniu zaciatku lag-
faze nazyvanej aj adaptacna alebo pripravna faza. V tejto faze su bunky aktivne, ale nedochadza k ich
mnozeniu. Pocet buniek zostava konstantny, no modze dochadzat’ aj k miernemu poklesu buniek,
spésobeného odumieranim. Behom lag-faze sa bunky prispésobujt novym podmienkam, aktivuje sa ich
enzymovy systém, a taktieZ sa zvySuje aj ich metabolicka aktivita. Dizka lag - faze zavisi na roznych
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faktoroch ako st napriklad pocet zivotaschopnych buniek, pritomnost’ poSkodenych buniek, druh
mikroorganizmu, vel’kost’ a zloZzenie inokula [25].

II. Faza zrychleného rastu

Faza zrychleného rastu predstavuje prechodovu fazu medzi lag - fazou a exponencialnou fazou. Bunky
sa uz adaptovali na nové prostredie, zvySuje sa ich rastova rychlost’ a za¢inaji sa postupne delit’ [25].

II1. Faza exponencidalneho rastu (logaritmicka, log faza)

V logaritmickej fize st uz bunky plne adaptované na nové prostredie, ich generacna doba je najkratSia
abehom celej faze konStantna. V priebehu log-faze populacia exponencialne narasta a prakticky
nedochadza k zZiadnemu odumieraniu buniek. Na konci faze rychlost mnozenia nadobida maximalne
hodnoty. Exponencialna faza je zavisla na pristupe zivin, bunky sa mnozia ¢o najrychlejSie pokial su
vsetky ziviny v médiu vol'ne dostupné. K ukonceniu exponencialnej faze dochadza v momente poklesu
koncentracie Zivin pod urciti hodnotu, pripadne ked” sa nahromadia metabolické produkty v takom
mnozstve, Ze sa narusi staly stav mnoZzenia a rastu buniek [25].

1V. Faza spomaleného rastu

Faza spomaleného rastu je charakterizovana ako prechod medzi logaritmickou a stacionarnou fazou.
V tejto faze dochadza k vyCerpaniu zivin, takze rast buniek je spomaleny aVv médiu sa zacina
vyskytovat’ ¢oraz viac odumretych buniek [25].

V. Staciondrna faza

Stacionarna faza predstavuje usek rastovej krivky, kedy je koncentracia buniek pripadne biomasy
konstantna. Bunky vstupuju do stacionarnej faze po vycerpani substratu z rastového média alebo ked’
zacnu vznikat’ produkty metabolizmu inhibujice rast. Behom stacionarnej faze sa rast buniek moze
spomalit’ pripadne aZ Giplne zastavit. DiZka staciondrnej fize moze byt u roznych mikroorganizmov
odli$na, zavisi predovsetkym na ich citlivosti k hladovaniu a miere nepriaznivych podmienok prostredia
[25].

1V. Faza odumierania (faza poklesu)

Féaza odumierania je spojena so zastavenim metabolickej aktivity a S vyCerpanim energetickych rezerv,
bunky sa prestdvaju mnozit’ a postupne prevysuje pocet odumretych buniek. Odumieranie prebieha
exponencialnou rychlost’ou niekol’ko tyzdiiov ¢i mesiacov [25].
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4 Stacionarna faza
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Obr. 2: Rastova krivka mikroorganizmov [26]

2.3 Lipidy

Lipidy (z gréckeho lipos- tuény) su heterogénna skupina prirodzene sa vyskytujucich zlucenin
zahfnajica tuky, vosky, steroly, monoglyceridy, diglyceridy, fosfolipidy a dalSie. Rovnako ako
sacharidy a bielkoviny, aj lipidy patria medzi makronutrienty nevyhnutné pre kazdy organizmus, ktoré
plnia radu dolezitych funkcii [27]. Lipidy sluzia predovsetkym ako hlavna zasobna forma energie
a uhlika, a taktiez tvoria aj podstatnu stcast’ biologickych membran vsetkych organel [27,28].

2.3.1 Mikrobiilna produkcia lipidov

Mikrobialne lipidy Casto oznaované aj terminom ,,mikrobialne oleje* st intracelularne zasobné lipidy
tvorené prevazne triacylglycerolmi [27]. Schopnost’ produkovat a hromadit’ lipidy vo svojich
Struktarach maju rézne organizmy nazyvané tzv. oleogénne organizmy, medzi ktoré patria autotrofné
mikroriasy a heterotrofné kvasinky [27,29]. Za urcitych podmienok st mikroorganizmy schopné
produkovat’ vel'’ké mnozstvo lipidov, pricom ich akumulacia predstavuje viac ako 20 az 80% z celkovej
biomasy [27]. Lipidy produkované mikrobidlne sa v sucasnosti stavaju ter¢om zaujmu najméd kvoli
svojmu vel'kému potencialu vyuzitia v biotechnologickych aplikaciach. Svoje uplatnenie nachadzaju v
roznych odvetviach priemyslu od potravinarstva, cez chemicky priemysel az po vyrobu pohonnych
latok. V potravinarskom priemysle st Siroko vyuzivané polynenasytené mastné kyseliny, ktoré tvoria
nevyhnutni zlozku Tudskej vyzivy a vo velkom mnozstve moZzu byt produkované prave
biotechnologicky pomocou geneticky modifikovanych kvasiniek pripadne ur€itymi zygomycétami.
Z metabolizmu lipidov mézu byt’ d’alej odvodené rozne Specifické chemické latky s vysokou hodnotou
ako napriklad Q-3 mastné kyseliny, mastné alkoholy alebo karotény, ktoré taktieZ mozno pouzit’ ako
prisady do potravin alebo krmiv. VSeobecne mozu byt lipidy naviazané aj na iné biomolekuly.
Naviazanim sacharidového retazca na molekulu lipidu vznikaju glykolipidy. Glykolipidy st schopné
vytvarat’ biosurfaktanty, ktoré nachadzaji uplatnenie pri bioremediacii zne€istenych pod pripadne mézu
byt’ pouzité aj ako antimikrobidlne latky. Naviazanie lipidovej zlozky na proteiny umoziuje vznik
lipoproteinov, ktoré st nevyhnutné pre zZivotaschopnost’ eukaryotickych buniek a uplatiuj sa aj pri
vyrobe antifungalnych liekov [27].
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V stcasnej dobe sa Coraz viac vyuzivaju lipidy pre produkciu biopaliv ako je bionafta ¢i tryskové
palivo [27]. Lipidy pre tieto ucely su ziskavané predovsetkym z olejnatych rastlin, zivo¢isnych tukov a
odpadnych olejov z potravinarskeho priemyslu [29]. Predpoklada sa v§ak, Ze tieto zdroje, vzhl'adom na
zvySujiice sa ndroky, v buduicnosti nebudu schopné pokryt’ poziadavky na palivovy a chemicky
priemysel. Navyse pouzivanie jedlych olejov ziskanych z potravinovych zdrojov ako napr. repka, s6ja
¢i palma olejnatd sa stretava s nepochopenim a kritikou verejnosti. Dovodom st najmé obavy z
vyuzivania ornych pod urcenych pre pestovanie plodin sluziacich na vyzivu l'udi a bezpecnosti potravin.
KedZe svetova populacia neustale rastie, velkym problémom je zabezpecit' aj zvySenie vynosnosti
plodin tak, aby bola dostato¢ne pokryta obziva obyvatel'stva. Vyspelé krajiny sa preto ¢oraz viac snazia
o rozvoj bioenergetiky a biopaliv, ktoré by boli schopné tplne nahradit’, pripadne znizit' pouZivanie
neobnovitelnych zdrojov energie — fosilnych paliv. Pouzivanie obnovitelnych zdrojov energie sucasne
obmedzuje aj emisie sklenikovych plynov, ktoré vyrazne prispievaju ku klimatickym zmenam. Do
budiicnosti sa ako jedny z potencialnych producentov biopaliv javia aj oleogénne mikroorganizmy, a to
najmé oleogénne kvasinky, ktoré produkciou lipidov mézu znizovat’ pouzivanie fosilnych paliv [29].

2.3.1.1 Oleogénne mikroorganizmy

Vicsina oleogénnych mikroorganizmy patriacich do riSe hub boli primarne izolované, aby z réznych
substratov umoznili produkciu zlucenin odvodenych od lipidov. Néasledne boli vyvijané rozne metddy
genetickej modifikacie hub, ktoré mali zlepsit akumulaciu lipidov v organizme, pripadne by prevadzali
neoleogénne huby na organizmy schopné oleje zhromazdovat' [27]. Najvyznamnej$imi oleogénnymi
mikroorganizmami z rie hiib schopnych akumulacie viac ako 20% svojej biomasy vo forme lipidov st
ascomycéty, basidiomycéty a zygomycéty. Medzi hlavnych zastupcov askomycétnych
oleogénnych kvasinick mozno zaradit’ kvasinky Yarowia lipolytica, Lipomyces lipofer a Lipomyces
starkeyi, zatial C¢o bazidiomycétne kvasinky patria prevazne do rodu Phaffia,
Rhodotorula/Rhodosporidium a Sporobolomyces [27]. Oleogénne kvasinky patria medzi vyznamnych
producentov lipidov, ktoré vo forme olejov akumuluju vnttri svojej bunky, zatial' ¢o vlaknité huby
produkuju skor dlhsie polynenasytené mastné kyseliny. Vyhoda oleogénnych mikroorganizmov spociva
v ich Sirokej rozmanitosti pouzivania substratov. K produkcii a naslednej akumulacii lipidov mozZno
vyuzit' okrem glukozy aj xylozu, glycerol, organické kyseliny, polymérne zluceniny ako napriklad
Skrob, alebo hydrofobne zluceniny v podobe alkanov [27].

2.3.2 Biochemicky proces akumuléacie lipidov v oleogénnych kvasinkach

Mnozstvo lipidov, ktoré sa ziskava zoleogénnych kvasiniek je v znaCnej miere ovplyvnené
environmentalnymi podmienkami rastu daného organizmu, a taktiez fyzikalnymi podmienkami ako st
pH, kyslik, teplota alebo koncentracia stopovych prvkov a anorganickych soli. V biotechnologickom
procese je preto ziaduce, aby bolo definované optimalne kultiva¢né médium, ktoré bude podporovat
rast mikroorganizmov a naslednt produkciu lipidov [27,29]. Niektoré druhy oleogénnych kvasiniek
maju predispoziciu na nepretrziti produkciu intracelularnych lipidov, zatial’ ¢o drviva vacsina kvasiniek
tvori lipidy ako stresovu odpoved’, ktora bola vyvoland nahlou zmenou prostredia. K samotnému
procesu akumulacie lipidov v mikroorganizme dochadza v momente, ked su zrastového média
vyCerpané vsetky ziviny potrebné pre trvaly rast. Touto zivinou byva Casto dusik, ktory je potrebny
najma pre replikdciu DNA, syntézu RNA a syntézu bielkovin. Limitaciou dusikatého zdroja v médiu sa
zastavuje proliferacia buniek, postupne sa spomaluje az obmedzuje rast a rovnako je zastavena aj
syntéza nukleovych kyselin [29].

Pokial' sa vSak v médiu vyskytuje nadbytok uhliku napr. vo forme glukézy, toto nadbytocné
mnozstvo st bunky schopné asimilovat’ a premenit’ na zasobné lipidy, ktoré sa akumuluji vo vakuolach
buniek. U niektorych kvasiniek v§ak proces akumulacie nemusi byt obmedzeny limitaciou dusikatého
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zdroja. Prikladom je kvasinka Cryptococcus terricola, ktora dokaze akumulovat’ lipidy uz behom svojho
exponencialneho rastu pred samotnym vycerpanin zdroja dusiku z kultivaéného média [29]. KIaGovym
medziproduktom biosyntézy mastnych kyselin pomocou oleogénnych mikroorganizmov je
acetyl-CoA. [27,29].V porovnani s neoleogénnymi mikroorganizmami s oleogénne mikroorgnizmy
schopné produkovat’ podstatne vac§ie mnozstvo makroergickej zluceniny [29]. Ako primarny zdroj
energie moze byt pouzita glukdza, ktora vstupuje do glykolyzy, pomocou ktorej je vo viacstupiiovom
procese molekula hex6zy prevadzana az na molekulu puruvatu (Obr. 3). Pyruvat moze nasledne prejst’
do mitrochondrii, kde je pomocou cyklu trikarboxylovych kyselin (TCA) karboxylaciou katalyzovanou
puruvatkarboxylazou (TC) prevadzany na oxalacetat, alebo méze byt konvertovany prostrednictvom
pyruvatdehydrogenazy (PDH) na acetyl-COA. Postupne dochadza kakumulacii citratu
V mitochondriach a pri nadmernom mnozstve je citrdt pomocou trikakarboxylatového nosica
prevadzany z mitochondrii do cytosolu vymenou za malat. V cytosole nasledne ATP-citrat lyaza Stiepi
citrat za vzniku oxalacetatu a acetyl-CoA ako pociato¢ného metabolitu pre syntézu lipidov. ATP-citrat
lyaza (ATP-CL) je komplex viacerych enzymoch nachadzajlci sa iba v oleogénnych mikrobialnych
kmenioch a jej pritomnost’ sa vyuziva ako biologicky marker olejnatosti. Pokial’ limitujeme dusikaté
latky v mikroorganizmoch, ktoré neobsahuji ATP-CL nadbytok intracelularne vzniknutej kyseliny
citronovej sa vylucuje z bunky do kultivaéného média. Produkcia kyseliny citronovej do média bola
pozorovana u plesne Aspergillus niger a u kvasinky Candida sp. a napomohla d’alSej klasifikacii ¢i uz
kvasiniek alebo inych hib do skupiny organizmov schopnych akumulovat’ lipidy alebo do skupiny
organizmov schopnych produkovat kyselinu citronovia. Vzniknuty acetyl-COA V oleogénnych
organizmoch pokracuje d’alej procesom lipogenézy a zvySny oxalacetat je v cytosole prevadzany
pomocou malatu spét’ na pyruvat, pri reakcii je generovany CO. a NADPH. Premenu malatu na pyruvat
katalyzuje pritomnost’ jabléného enzymu, ktory zaroven kontroluje hladinu akumulacie lipidov. Jabl¢ny
enzym moze opakovane vstupit' do TCA a generovat’ redukéné ¢inidlo NADPH potrebné k prediZzeniu
alkylového retazca mastnej kyseliny. Rovnako ako ATP-citrat lyaza aj jablény enzym zabezpecuje
olejnatost’ mikroorganizmov [29].
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Obr. 3: Biosyntéza triacylglycerolov oleogénnymi kvasinkami [29]

Samotny proces biosyntézy mastnych kyselin z acetyl-CoA prebieha v cytoplazme po reverznej f-
oxidacii. Z acetyl-CoA (Obr. 4) je pomocou acetyl-CoA-karboxylazy syntetizovany ATP zavisly
substrat malonyl-CoA, pricom reakcia je katalyzovana multifunkénym enzymovym komplexom -
syntaza mastnych kyselin (FAS komplex). Reakcia premeny acetyl-CoA je zavisla na ATP a vyzaduje
pritomnost’ biotinu pre fixaciu CO.. Hlavnou funkciou FAS-u je predlZzovanie retazca acetyl-CoA o dva
uhliky pricom v kazdom kroku sa spotrebuje redukéné cinidlo NADPH. Syntéza zvycajne zacina
z acetyl-CoA pricom vznikaju mastné kyseliny s parnym poctom uhlikov, pokial’ sa vSak pouzije
napriklad propionyl-CoA vznikaju mastné kyseliny s neparnym poc¢tom uhlikatych atomov [27,28].

Za katalyzy acetyl-CoA-ACP-transacylazy je fragment acetyl-CoA prenasany na ACP syntazu
mastnej kyseliny za vzniku reaktivnejSej Castice acetyl-ACP. Nasledne je acetylovy zvySok z ACP
preneseny na cysteinovy zvySok viazany na enzymovom komplexe syntadzy mastnych kyselin (FAS
komplex) pricom dochadza k uvolneniu ACP. Druhy krok biosyntézy je katalyzovany enzymom
malonyl CoA-ACP-transacylaza a dochadza k prenosu malonatu z malonyl-CoA na ACP. Vzniknuty
malonyl-ACP je pomocou konjugaénych enzymov pripojeny na komplex FAS, ktory obsahuje acetyl
z acetyl-CoA. Kondenzaciou acetyl-CoA a malonyl-ACP vznikd acetoacetyl-ACP, pri reakcii
katalyzovanej B-oxoacyl-ACP-synthaza sa uvolfiuje CO; ¢im dochadza k dekarboxylacii. Povodny
acetyl-CoA obsahujiici 2 uhliky je pomocou malonyl-CoA predizeny o dva uhliky pri¢om jeden uhlik
sa odstepuje vo forme CO,. Naslednymi reakciami je acetoacetyl-CoA na komplexe FAS dalej
spracovavany. Prostrednictvom B-oxoacyl-ACP-reduktazy sa redukuje za vzniku B-D-hydroxybutyryl-
ACP, ktory podlieha dehydratacii katalyzovanej B-hydroacyl-ACP-dehydrataza a vznika a-B-trans-
butenoyl-ACP. Redukciou a-B-trans-butenoyl-ACP za katalyzy enoyl-ACP-reduktazy na butyryl-ACP.
Behom tejto reakcie dochadza k oxidacii NADPH na NADP. Uhlikaty retazec (butyryl) naviazany na
ACP sa pren4sa na cysteinovy zvySok a cyklus reakcii sa opakuje 6 krat. Zakazdym sa retazec predizi
0 2 atomy uhlika ziskanych z malonyl-CoA. Na konci 7. cyklu je reakcia kompletna a produkuje sa 16-
uhlikatd nasytena mastna kyselina — palmitat, naviazany na ACP. Za hydratacie a naslednej katalyzy
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palmitoylthioesterazou sa palmitat oddeluje zkomplexu FAS, ¢&im sa ukonéuje syntéza
palmitatu [28,30].
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Obr. 4: Biosyntéza mastnych kyselin [30]

2.3.3 Profil lipidov produkovanych oleogénnymi mikroorganizmami

Lipidicky profil bionafty mdze byt rozny a lisi sa v z&vislosti od typu producenta. Pokial’ sa na vyrobu
pouziji suchozemské plodiny, profil je relativne jednoduchy. Prevaznu vacsinu tvoria C16-C20 mastné
kyseliny pricom majoritné zastipenie ma palmitova kyselina, stearova kyselina, olejova kyselina,
kyselina linolenova a erukova kyselina. V&¢S$iu variabilitu vykazuji lipidy produkované mikroriasami,

20



pricom obsah mastnych kyselin je zavisly na type pouzitej riasy a na kultiva¢nych podmienkach. Lipidy
mikrorias bezne obsahuji C6-C24 retazce a pritomné mozu byt aj nenasytené estery so Siestimi
dvojitymi vézbami. Hlavnou zloZkou mikrobialnych lipidov su rovnako ako u rastlinnych olejov
triacylglyceridy, okrem nich v8ak mo6zu obsahovat aj vol'né mastné kyseliny, neutralne lipidy (mono-
a diglyceridy), steroly, uhl'ovodiky a polarne lipidy (fosfolipidy, sfingolipidy, glykolipidy). Lipidy
produkované oleogénnymi kvasinkami st tvorené C16 a C18 mastnymi kyselinami (Obr. 5). Zastipenie
kyseliny palmitovej (C16) predstavuje priblizne 15-25% celkovych lipidov, zatial' Co palmitolejova
kyselina (C16:1) tvori menej ako 5% hmotnosti lipidov. Najvac¢sie zastipenie v bunkach kvasiniek ma
kyselina olejova (C18:1), ktora tvori az 70% hm. V pomerne mensom zastupeni sa vyskytuje stearova
kyselina (C18:0) v koncentraciach 5-8% hm. a kyselina linolova (C18:2) 15-25% hm. Polynenasytené
mastné kyseliny ako napr. kyselina a-linolenova (C18:3) v oleogénnych kvasinkdch nie je bezne
produkovana. ZloZenie lipidov je v8ak vel'mi relativne a moze kolisat’ v zavislosti na druhu kvasiniek
pripadne aj v zavislosti na réznych kmefioch. Profil mastnych kyselin ovplyviiuji aj podmienky
prostredia, faza rastu daného mikroorganizmu ¢i substrat. VSeobecne oleje vyprodukované kvasinkami
maju podobny profil ako rastlinné oleje (napr. repkovy a slneénicovy), ¢im sa stavaju vhodnou nahradou
za vstupnu surovinu pre vyrobu biopaliv [29].

Profil mastnych kyselin produkovanych
oleogénnymi kvasinkami

2% ‘%/

® palmitova palmitoolejova olejova stearova = linolova

Obr. 5: Priblizné zastipenie mastnych kyselin produkovanych olegénnymi kvasinkami

2.4 Lipolytické enzymy

Lipazy oznaCované tiez ako triacylglycerolacylhydrolazy (EC 3.1.1.3) patria do skupiny enzymov
katalyzujuce uplni alebo ¢iasto¢nt hydrolyzu tukov a olejov na vol'né mastné kyseliny, diacylglyceroly,
monoacylglyceroly a glycerol. Za ur¢itych podmienok sa mézu tcastnit’ aj pri roznych syntetickych
reakciach ako je esterifikcia, transesterifikacia, aminolyza v organickych rozpustadlach a laktonizacia
[31,32].

2.4.1 Lipazy v priemysle

V stcasnosti st lipdzy podrobne skimané najmé vd’aka ich potencidlnemu vyuzitiu v priemyselnych
aplikaciach [31]. Uplatnenie nasli v rdznych odvetviach od potravinarskeho priemyslu aZ po vyrobu
biopaliv, lieiv, v kozmetickom a textilnom priemysle kde m6zu posobit’ ako katalyzatory vysokej
Specifickosti a selektivity [33,34]. Pre potravinarsky priemysel maju lipazy dolezity vyznam ako
modifikatory chuti, ndhrady emulgatorov, pri vyrobe vina sa podiel'aji na tvorbe charakteristickych
esterov, vyuzivaji sa aj pri syntéze Struktarnych lipidov, mlie¢nych tukov a pri zrani syra [34].
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Kozmeticky priemysel vyuziva ich schopnost’ fungovat’ ako aktivne zlozky alebo ako biokatalyzatory
pri produkcii kozmetickych chemikalii najma esterov, aromatickych zli¢enin a u¢innych latok [35].

2.4.2 Mikrobialni producenti lipaz

Priroda poskytuje Siroku biodiverzitu mikrobidlnych zdrojov a ich biokatalyticky potenciél bol uz po
staro¢ia vyuzivany pri vyrobe chleba, vina, octu a d’alSich beznych produktov. Enzymy produkované
mikroorganizmami sa postupne stali ter¢om zaujmu vyuzitia najma v priemysle a medicine. ZvySena
pozornost’ venovana mikrobidlnym enzymom je podmienena radou ich pozitivnych vlastnosti ako je
napr. stabilita a katalyticka aktivita. Dal§im faktorom, ktory podmiefiuje zaujem o aplikaciu tychto latok
suvisi aj s vyrobou a optimalizaciou, ktora je podstatne I'ahSia v porovnani s enzymami ziskavanymi
Z rastlinnych alebo zivoé¢isnych zdrojov [34,36].

Lipazy su Siroko rozsirené v prirode a moéZeme ich najst’ v jednobunkovych aj mnohobunkovych
organizmoch. Medzi hlavnych producentov lipaz patria rézne rastliny, zvierata a mikroorganizmy.
Z hladiska mikrobialnej produkcie priemyselnych enzymov a ich naslednej aplikacie su vSak za jedny
z najdolezitejSich zdrojov tychto latok povazované prave kvasinky, baktérie a rézne huby. MnoZzstvo
extracelularne produkovanych lipaz je vzdy individudlne a zavisi najmi na vybere kmena, zlozeni
rastového média a kultivaénych podmienkach. Dal§imi nemenej dolezitymi faktormi, ktoré ovplyviuji
produkciu lipaz su zdroje uhlika a dusika, teplota a pH prostredia [37]. Vyskyt kvasiniek produkujtcich
lipazy nazyvanych aj lipolytické kvasinky bol preukazany najma v lokalitaich kontaminovanych olejom.
Zdrojom tychto kvasinieck moze byt napr. pdda kontaminovana olejom, pripadne odpady z tovarni
produkujuce rastlinné oleje, mlie¢ne odpady, olejnaté semend alebo rozkladajice sa potraviny [38].
Prehl'ad niektorych mikrobialnych producentov lipaz a ich nasledne vyuzitie v priemysle je uvedené v
Tab. 3.

Tab. 3: Mikrobidlni producenti lipdz a ich aplikdcia v potravindarskom priemysle [34]

Zdroj

Aplikacia v potravinarskom priemysle

Aspergillus oryzae

Bacillus subtilis

Candida antarctica
Chromobacterium Viscosum
Candida rugosa

Candida lipolytica
Humicola lanuginosa
Penicillium camembertii

Thermomyces lanuginosa
Pseudomonas sp.
Rhizomucor javanicus (meih)
Penicillium roquefortii

Rhizomucor miehei

Mucor miehei

Candida rugosa

Syntéza nasytenych mastnych kyselin
Vyroba chleba

Obohatenie olejov a tukov

Syntéza aromatickych a chutovych latok
Néahrada tuku v l'udskom mlieku
Zrenie syra, produkcia mastnych kyselin
Nehydrogenované tuhé tuky
Produkcia glycerolglykolipidov
Syntéza nasytenych triacylglyceridov
Nehydrogenované tuhé tuky
Spracovanie potravin a vyroba oleja
Nehydrogenované tuhé tuky

Vyvoj vone v mlie¢nych produktoch
Zrenie syra

Obohatenie olejov a tukov

Nahrady kakaového masla

Syntéza bioaktivnych molekul
Obohatenie olejov a tukov

Nahrady kakaového masla

Syntéza bioaktivnych molekul

Zrenie syra
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2.4.3 Faktory ovplyviiujice produkciu lipaz

Cinnost’ mikroorganizmov byva velmi ¢asto ovplyviiovana prostredim, v ktorom Ziji. Behom svojho
pdsobenia mézu byt vystavené réznym nutricnym ¢i fyzikalnym podmienkam, ktoré istym spdsobom
dokdzu modifikovat’ vytaznost’ produkcie lipdz, ¢i uz indukciou alebo potlacenim syntézy enzymov.
Kazdy mikroorganizmus vyzaduje iny zdroj uhlika, aby bol schopny nasyntetizovat’ enzymy v ¢o
najvacSom mnozstve. Pri priprave kultivacného média je preto vzdy potrebné vybrat’ vhodné uhlikaté
a dusikaté zdroje tak, aby bol podporeny predovsetkym rast mikroorganizmov, a aby boli vytazky
produktu ¢o najvyssie [39,40].

Zdroj uhliku

Mikrobialne lipazy, patriace vacsinou do skupiny induktivnych extracelularnych enzymov, st primarne
produkované za pritomnosti zdroja uhliku v podobe lipidickych substratov ako st oleje,
triacylglyceroly, mastné kyseliny, hydrolyzovateI'né estery, tweeny pripadne glycerol. So zvySujlcou sa
koncentraciou lipidov sa zvySuje aj aktivita intra- a extracelularnych lipaz. Aj napriek tomu, ze
nadmerné mnozstvo lipidov v substrate méze byt cytotoxické, zdroj lipidového uhliku sa javi ako
nevyhnutna zlozka pre dosiahnutie vysokych vytazkov lipolytickych enzymov. Toto pravidlo vSak
neplati u vSetkych mikrobidlnych druhov. Aj napriek tomu, Ze lipidicky substrat méze zvysit' hladinu
vyprodukovanych enzymov, nie vZdy je tvorba enzymov zavisla prave na pridani toho substratu do
kultivaéného média [40].

Ako vhodné média pre produkciu lipaz s ¢o najvyssimi vytazkami sa ukazali aj rastlinné oleje.
Obecne je zname, Ze s rastiicim zastipenim esterov mastnych kyselin C18:n v prislusnom oleji sa
zvySuje aj syntéza lipaz. Spomedzi rastlinnych olejov vykazoval najlepsie indukéné ucinky na produkciu
enzymov prave olivovy olej, pretoZze S vys$§im obsahom nenasytenych mastnych kyselin v oleji sa
zvySovala aj intracelularna a extracelularna aktivita lipaz [40]. Na produkciu lipolytickych enzymov
mdze pozitivne vplyvat’ aj obsah inych uhlikatych substratov ako napriklad glukoéza, cukerné alkoholy,
polysacharidy, srvatka ¢i d’alSie komplexné zdroje. Samotné jednoduché cukry ako zdroj uhliku vSak
ale nie st moc vyuzivané, skor sa pouzivaji uz spominané lipidové substraty [40,41].

Zdroj dusiku

Tvorba lipaz je castokrat zavisla aj na zdroji pouzitého dusiku. Pozitivny vplyv na produkciu lipaz bol
zisteny napriklad u kvasinkového kmenia Candida pri pouziti kazeinu, sdjovej mucky ¢&i siranu
amonneho [42]. VAcsi stimulacny u¢inok na produkciu lipaz bol pozorovany aj u kvasinky Yarrowia
lipolytica pri pouziti komplexnych organickych zdrojov dusiku ako peptonu a tryptonu [43]. Pouzitie
anorganickych alebo organickych dusikatych zdrojov vSak nezabezpecCuje vyhradne iba pozitivne
ucinky v procese tvorby lipolytickych enzymov. Z hladiska produkcie lipaz moéze pritomnost’
dusikatych latok u niektorych mikroorganizmov pdsobit’ aj inhibi¢ne. Tento jav bol pozorovany
u baktérii Psedomonas gessardii, Bacillus sp. a plesne Penicilium citrinum kedy po pridani moc¢oviny,
chloridu aménneho, siranu aménneho bola tvorba lipaz zna¢ne inhibovana [44,45].

pH a teplota

Teplota a pH su d’al§imi nemenej délezitymi faktormi ovplyviiujice produkciu lipolytickych enzymov.
Hodnoty tychto parametrov sa mézu u jednotlivych mikroorganizmov zna¢ne odliSovat’, zavisi to
predovsetkym na type producenta a na prostredi, v ktorom sa vyskytuje [46].

Lipazy st aktivne v Sirokom rozmedzi pH a teploty. Obecne sa stability tychto enzymov priblizne
pohybuji v hodnotach pH 4-11, priCom za najoptimalnej$iu hodnotu je povazované neutralne pH.
Z hladiska teplotnych stabilit mozu byt lipdzy produkované pri teplotach pohybujtcich sa od 10 az do
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96 °C 46. Napriklad najvyssia produkcia lipaz u kvasinky Yarrowia lipolytica bola zaznamenana pri
dodrzani teplotnych podmienok 20°C a pH 6,0, zatial’ ¢o pre kvasinku Kluyveromyces marxianus boli
ako najlepSie podmienky pre produkciu enzymu stanovené teploty 32,5°C a pH 6,4 [47,48].

2.5 Odpadné substraty

Odpad z réznych odvetvi a najméd potravinarskeho priemyslu predstavuje pre I'udstvo oraz vacsiu
globalnu vyzvu kvoli svojej nestabilnej povahe a nadmernému hromadeniu sa. Ked’Zze mnozstvo odpadu
sa rapidne zvySuje umerne s rychlym narastom svetovej populacie a ekonomiky, v sicasnosti sa stava
teréom zaujmu snaha o jeho nasledné zhodnocovanie a konverziu na produkty s pridanou hodnotou ¢i
energiu [49,50]. Postupne su rozvijané nové smery, ktoré by namiesto nakladnej likvidacie odpadu
mohli zlepsovat’ kvalitu vyradeného materialu pomocou bezného spracovania alebo biotechnologii [51].
Odpadné substraty sa vyznacuju svojou bohatou organickou povahou, ¢im predstavuju jeden
Z najbohatsich zdrojov energie. Kazdoro¢na akumulacia vel’kého mnozstva organickej biomasy vedie k
zhor$eniu Zivotného prostredia a K strate potencialne cenného materialu, ktory by mohol byt pouzity
v produkcii latok s pridanou hodnotou [52]. Predpoklada sa, Ze mnoZstvo zasobnej energie obsiahnutej
v odpadoch, by v budticnosti mohlo byt dostacujtce pre uspokojenie energetickych potrieb l'udstva.
Biotechnologickou vyrobou chemikalii, farmaceutickych vyrobkov, pohonnych hmét a energie
Z lacnych a 'ahko dostupnych odpadnych surovin sa vyrazne znizi nasa zavislost’ na neobnovitel'nych
zdrojoch energie ako st ropa ¢i paliva na baze uhlia [50,52].

Pol'nohospodarske plodiny ako ryza, kukurica, pSenica a iné obilniny, cukrova repa a trstina ¢i
zemiaky, primarne uréené ako substrat pre potravinarsky priemysel, sa dnes vyuzivaji v Skrobovych
a cukrovych rafinériach s cielom produkcie Cistych uhl'ohydratovych surovin (Skroby, sacharidy atd’.).
Nemenej vyznamné je vsak aj ich pouzitie v priemyslovych fermentacnych procesoch, ktoré tieto
suroviny prevadzaju na cenné chemické produkty ako biopaliva, bioetanol, ¢i organické rozpustadla
ako biobutanol [52]. Vyznamnymi substratmi st aj odpadné ZivoCiSne tuky, rastlinné oleje ¢i
lignocelulozové materialy. Utilizaciou lignocelulézy hubami mozno dosiahnut’ produkciu enzymov,
energie alebo krmiv s lepSou stravite'nostou pre zvieratd. Zaroven sluzia aj ako zdroj pre biosyntézu
priemyslovo vyznamnych produktov ako je glukoza, fruktdza, 5-HMF, ¢i uz spominaného bioetanolu
a biobutanolu [51]. Prave vSetky tieto spomenuté vedl'ajSie alebo odpadné produkty su hlavnym zdrojom
zivin pre mikroorganizmy, ktoré hraju dolezitu rolu pri nakladani s odpadmi. V biotechnologickom
procese sa vyuzivaju pri recyklacii zivych materidlov a spracovani priemyselného odpadu. Ked'ze
vSetky prirodne vyrabané latky su biologicky odburatel'né, predpoklada sa, Ze mézu byt rozkladané
zivymi organizmami ako st baktérie, kvasinky a huby. Mikroorganizmy vyuzivaji odpadné substraty
na produkciu pozadovanych produktov [53].

2.5.1 Srvatka

Srvatka je zltozelené kvapalné mliecne sérum, ktoré vznikd ako vedl’ajsi produkt pri vyrobe syrov alebo
kazeinu z mlieka. Nazltla farba srvatky je spdsobena obsahom riboflavinu (vitaminu B2). Podl'a sposobu
spracovania, ktory sa pouZiva pri odstraniovani kazeinu z mlieka rozliSujeme dva hlavné typy srvatky -
sladka a kysla. Sladk4 srvatka méa pH priblizne 5,6 a ziskava sa pri vyrobe vicSiny druhov syrov
a niektorych kazeinovych vyrobkov, zatial’ ¢o pH kyslej srvatky sa pohybuje okolo 4,5. Oba druhy
srvatky sa liSia v obsahu mineralnych latok, pH a zlozeni frakcie srvatkovych proteinov. Hlavnou
zlozkou sladkej a kyslej srvatky je voda, ktora tvori priblizne 93% celkového objemu. Druhou najviac
zastapenou zlozkou srvatky je laktoza s obsahom 70-72%, srvatkové bielkoviny predstavuji 8-10%
a mineralne latky tvoria 12-15% z celkového obsahu pevnych latok. Chemické zlozenie srvatky sa lisi
Vv zavislosti na type pouzitého mlieka a sposobe spracovania srvatky [54]. Srvatka patri medzi vysoko
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znecistujice vedl'ajSie produkty pochadzajice z potravinarskeho priemyslu, ktoré zatazuji zivotné
prostredie. V poslednych desatrociach sa preto biotechnologicky vyskum zameriava na vyuzitie srvatky
ako odpadného substratu k produkcii komodit s pridanou hodnotou. Lakt6za pritomna v srvatke moze
sluzit’ ako zdroj uhlika pre rast a syntézu mnohych produktov v rdznych biotechnologickych procesoch.
Biokonverziou srvatky pripadne laktéozy mozno produkovat bioetanol, ocot, antibiotikd (nisin),
povrchovo aktivne latky ako soforolipidy, polyhydroxyalkanaty (PHA), pripadne kyselinu mlie¢nu vo
forme kyseliny polymlie¢nej (PLA) [54].

2.5.2 Odpadny glycerol

Glycerol (alebo glycerin) vznika ako vedl'ajsi produkt pri vyrobe bionafty, bioetanolu a oleo-chemikalii.
Prirodzene sa vyskytuje v zivocisnych tukoch a olejoch vo forme triglyceridov, ktoré su tvorené troma
mastnymi kyselinami spojenymi s troma hydroxylovymi skupinami glycerolu cez esterovi vézbu.
V priemyselnych aplikaciach je glycerol izolovany z molekul triacylglyceridov rozstiepenim esterovych
vazieb chemickymi alebo biologickymi procesmi. Nasledne sa mastné kyseliny pritomné
v triglyceridoch mozu previest’ na iné latky, napriklad zmydelnenim na mydlo alebo transesterifikaciou
na bionaftu. Priemysel vyroby biopaliv je hlavnym zdroj hromadenia surového glycerolu, ktory
obsahuje mnoZstvo neziaducich primesi. Cistenie surového glycerolu je velmi ndkladné
a nehospodarne, ¢o sa odraZa aj na cene &istého glycerolu, ktord je v si¢asnosti pomerne vysoka. Cisty
glycerol sa pouZiva pri vyrobe potravin, napojov, lie¢iv ¢i kozmetiky [55].

Konverzia glycerolu na produkty s vy$sou hodnotou moZe byt realizovana bud’ biologickymi alebo
chemickymi premenami. Obecne st uprednostiiované skor biologické premeny, pretoze pri nich vznika
menej chemickych kontaminantov, konverzie prebiehaju pri vyssSich reakénych $pecifikach, nizsich
teplotach atlaku. Surovy glycerol ziskany biotransformaciou zaroven slizi ako zdroj uhlika pre
mikrobidlne fermentacie. Niektoré mikroorganizmy su schopné vyuzivat glycerol ako substrat pre
syntézu vysoko hodnotnych chemikalii ako 1,3-propandiol, jantarova kyselina, propionova kyselina,
biosurfaktanty ¢i polyhydroxybutyraty (PHB) [55].

2.5.3 Odpadny zZivo¢iSny tuk

Odpadny zivociSny tuk patri medzi jeden z mnohych vedl'ajSich produktov mésového priemyslu, ktoré
su produkované behom porazky zvierata. Ako vedl'ajsie produkty mozno definovat’ Casti tela zvierata,
ktoré nie je mozné predavat’ ako miso pripadne misové vyrobky. Len v eurdpskych $tatoch je ro¢ne
spracovavanych priblizne 16 miliénov ton medziproduktov mésovej vyroby pricom poprednymi
spracovatel'mi su krajiny ako Nemecko, Franctizsko, Spojené kralovstvo a Spanielsko. Vznikajiice
medziprodukty mozno rozdelit do 3 kategdrii. VedlajSie zivoCiSne produkty z kategérie 1 su
povaZzované za najviac rizikové a platia pre ne najprisnejSie bezpecnostné predpisy. KedZe tato
kategéria zahfna dalej aj materidly, ktoré boli kontaminované necistotami pochadzajucimi
z environmentalneho prostredia, je povolené pouzivat’ ich vyhradne na vyrobu energie Pod kategdriu 2
spadaju vedlajsie produkty z bitinkov a tela mftvych zvierat a mozu sa uplatiovat’ na technické ucely.
Do poslednej tretej kategorie je zaradeny material pochadzajici zo zvierat zabitych na I'udsku spotrebu,
ale zaroven je povazovany za vedlajsi produkt, ktory nie je urCeny na ludsku spotrebu. Odpadny
zivocisny tuk zkategérie 3 moze byt pouzity na kimne ucely, pri vyrobe naterov, Cistiacich
prostriedkov, lepidiel, v kozmetickom priemysle na vyrobu mydiel, Samponov ¢i inych kozmetickych
prostriedkov. Coraz viac viak Zivo¢isny tuk nachadza uplatnenie pri vyrobe energie a v olechemickom
priemysle pri vyrobe bionafty. Bionafta nasledne slizi bud’ ako obnovitel'né alternativne palivo,
nahradzajuce naftu ziskavanu z fosilnych paliv, alebo sa méze pouzit’ ako doplnok fosilnych paliv.
V sucasnosti  sa spolo¢nost’ vo vSetkych priemyselnych odvetviach snazi o c¢o mozno
najvacsiu minimalizaciu odpadu. Vynimkou nie je ani mésovy priemysel, kde vznikajiuci odpadny
material moze byt d’alej premienany na produkt s pridanou hodnotou. S tym stvisi aj moznost’ utilizacie
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zivoc¢isnych tukov, pokladajucich sa za jednu z najudrzatel’nejSich surovin pre produkciu bionafty, ktora
Vv porovnani s fosilnymi palivami znizuje emisie oxidu uhli¢itého az o 88% [56].

2.6 Plynova chromatografia

Plynova chromatografia patri medzi hlavné analytické techniky Separacie zmesi zliCenin na jednotlivé
zlozky, ich néslednu detekciu, identifikdciu a kvantitativne stanovenie. Vystupom chromatograficke;j
analyzy je chromatogram (graficky obraz), ktory obsahuje informacie o vySkach a plochéch pikov, ich
molekularnej identite atd’ [57,58]. Systém plynovej chromatografie je tvoreny dvoma fazami : inertnym
nosnym plynom nazyvanym aj mobilnd fiza a nemieSatel'nou stacionarnou fazou (kvapalna alebo tuha),
ktora je umiestnena v kolone. Principom GC je separacia analytov medzi mobilnu a stacionarnou fazou
Vv zavislosti na ich afinite k obom fazam. Zluceniny, ktoré teda maju vyssiu afinitu k stacionarnej faze
st v systéme zadrzované dlhsie a eluuju sa neskor [59]. Na analyzu pomocou GC s vhodné iba tie
zluceniny, ktoré sa mozu odparit’ aj bez rozkladu. Patri sem vicSina rozpustadiel, pesticidov, esencidlne
oleje, uhlovodikové paliva ¢i mnohé lieky. U niektorych zlucenin ako napriklad kyseliny,
aminokyseliny, amidy, mastné kyseliny, fenolické latky, vitaminy, sacharidy a steroidy je potreba ¢asto
previest’ derivatizatiu, ¢im sa zvysi ich prchavost’ [60]. Plynova chromatografia sa ukazala byt a¢innou,
flexibilnou a citlivou technikou, ktora je Siroko vyuzivana aj v aplikaciach urcenych na analyzu vzoriek
potravin [57,58]. Jedna sa predovsetkym o kvantitativnu alebo kvalitativnu analyzu zloZenia potravin,
prirodnych produktov, potravinarskych aditiv ¢i aromatickych latok. T4to technika sa sustred’uje aj na
identifikaciu a kvantifikaciu ré6znych kontaminantov ako su pesticidy, fumiganty, veterinarne lieciva,
enviromentalne kontaminanty a iné, ktoré by sa v potravinach mohli objavit’ ako neziadtce rezidua
[57,58]. Plynova chromatografia je Standardnou a pravdepodobne najvhodnejSou technikou na analyzu
profilu mastnych kyselin ¢i uz jednoduchych alebo komplexnych vzoriek. S pouzitim plameinovo
ionizacného detektoru (FID) je mozné dosiahnut’ presnu kvantifikaciu derivatov mastnych kyselin ako
st napriklad methylestery mastnych kyselin (FAME). Spojenim GC-FID sa d’alej analyzuju aj vol'né
mastné kyseliny (FFA) aparcidlne acylglyceroly ako su monoacylglyceroly (MAG) alebo
diacylglyceroly (DAG) [61].

2.6.1 InStrumentacia plynovej chromatografie

Inertny nosny plyn nepretrzite prudi zo zdroja cez vstrekovaci otvor, kolonu a detektor, pricom jeho
prietok je regulovany aby sa zaistili reprodukovatel'né retencné casy a minimalizoval sa posun detektora
[62]. Zdrojom nosného plynu (mobilna faza) je tlakova flasa, ktora obvykle obsahuje dusik, vodik,
hélium ¢i argén. V plynovej chromatografii je nevyhnutné pouzivat’ plyny s vysokou Cistotou, pretoze
stopy akychkol'vek neéistot ako je kyslik alebo voda mézu interagovat’ s rozpustenymi latkami a priamo
poskodzovat’ stacionarnu fazu pripadne narusat’ odozvu detektoru. Pri vol'be nosného plynu hra taktiez
dolezit ulohu jeho netoxicita, bezpe¢nost’ pri praci a nizSia cena. Pokial’ je nutné dosiahnut’ rychlejSiu
separaciu, vhodnym nosnym plynom je hélium, dusik je vSak lacnejSia varianta. Rychlu separaciu
zabezpecuje aj vodik, jeho hlavnou nevyhodou je vSak horlavost’ pripadne schopnost’ hydrogenacie
niektorych latok, ktoré sa deteguju navySe. Vyberom vhodného nosného plynu nasledne ovplyviiujeme
aj druh kolony a typ detektoru, ktory bude nasledne pouzivany [59,60]. Za zdrojom nosného plynu sa
nachadza Cistiace zariadenie, ktoré sluzi k zachytavaniu necist6t a vlhkosti z nosného plynu.

Inertny nosny plyn nepretrzite pridi zo zdroja cez vstrekovaci otvor, kolénu a detektor, pricom jeho
prietok je regulovany aby sa zaistili reprodukovatel'né retenéné ¢asy a minimalizoval sa posun detektora.
Meranie a regulacia prietoku nosného plynu je délezita pre uc¢innost kolony aj pre kvalitativnu analyzu.
Nastavenim spravnej linearnej rychlosti plynu pomocou zmeny prietoku je zabezpecena aj uéinnost’
kolény [59,62].
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Za regulaénym mechanizmom sa nachadza davkovacie zariadenie. V davkovacom zariadeni
(injektore) su zlaceniny odparované V ¢o najkratSom case apomocou pridu nosného plynu
premiestnené do kolony. K zavedeniu vzorky do pradu nosného plynu sluzi injekéna stiekacka, ktorou
davkujeme roztoky cez pryzové septum, dochadza k tzv. néstreku vzorky. Na dévkovanie plynnych
vzoriek sa pouzivaji plynotesné injekéné strickacky. Existuje niekol’ko metdd nastreku vzoriek. Nastrek
vzorky moze byt prevadzany bud’ priamo do koloény (on column), alebo pomocou deli¢a (split)/ bez
delica (splitless) toku. Nastrek do kolony sa pouziva najma u napliovych kolon, je mozné ho vyuzit
vsak aj pre kapilarne kolony, nastrek pomocou deli¢a alebo bez delica je typicky pre kapilarne kolony.
Pri davkovani vzorky pomocou delica toku je na kolonu privadzana iba ¢ast’ nastreknutej vzorky. Zvysna
Cast’ unika cez deleny otvor do atmosféry a ide do odpadu. V rezime splitless dochadza k odpareniu celej
vzorky a ta nasledne putuje na kolénu [60,62].

Po odpareni v injektore je vzorka prudom nosného plynu prenasana na kolonu, kde dochadza K jej
rozdeleniu medzi mobilnt a stacionarnu fazu. V plynovej chromatografii sa pouzivaju dva typy kolén —
napliové a kapilarne [62]. Naplnové kolony sa najéastejSie Vyrabaju z nehrdzavejicej ocele najmé kvoli
svojej pevnosti. Existuji vSak aj kolony vyrobené zo skla, ktoré su inertnejSie. Pouzivaji sa najma pri
stanovovani vzoriek (napr. stopové pesticidy alebo biomedicinske vzorky), ktoré by mohli reagovat’
s ocelou. Dizka napliiovych kolén sa pohybuje v rozmedzi 1-3 m a vnutorny priemer kolény moze byt
2 az 3 mm. Vnutro kolony je vyplnené stacionarnou fazou, ktora je potiahnuta tenkym filmom kvapaliny.
Ako napln sa zvyc€ajne pouziva silikagel, grafitizované sadze alebo oxid hlinity (alumina). Nosice
kvapalnej faze byvaju na baze oxidu kremicitého (kremelina) [60,63]. V kapilarnych kolénach sa Ziadna
naplii nenachadza, nosi¢om stacionarnej faze s steny kolony. Dizka kolény méZe byt’ v rozmedzi 15-
60 m. Takto dlhé kolony umoziuju efektivnu separaciu komplexnych zmesi vzoriek, pre vacsinu
aplikacii vSak staci aj krat§ia 30 m kolona. Vntitorny priemer kolony je 0,1-0,6 mm a hriabka stacionarne;j
faze, ktora pokryva steny kolony sa pohybuje priblizne okolo 0,25 — 0,5 um. Kapilarne kolony vyrabané
z taveného oxidu kremicitého su najviac inertné [60,62]. Podl'a uloZenia stacionarnej faze rozliSujeme
tri typy kapilarnych kolon: kolény, kde vnutornd stena je potiahnuta stacionarnou fazou tvorenou
vrstvou poérovitého materialu napr. aluminy (PLOT- Porous Layer Open Tubular); kolony, ktoré maja
na vnutornej stene vrstvu nosi¢a s kvapalinou (SCOT- Support Coated Open Tubular) a kolony, ktorych
vnatorna stena je pokrytd rovnomernym tenkym filmom kvapalnej stacionarnej fazy (WCOT -Wall
Coated Open Tubular) [58,60].

Nosny plyn spolu so vzorkou prechadzaju z kolény do detektoru. V detektore dochadza k detekcii
latok v nosnom plyny pri¢om sa nasledne vysle elektricky signal. Signal potom prechadza do datového
systému, ktor generuje pisomny zaznam analyzy - chromatogram. NajéastejSie pouzivné detektory
Vv plynovej chromatografii su :plamenovo -ioniza¢ny detektor (FID), tepelne-vodivostny detektor (TCD)
a detektor elektronového zachytu (ECD) [60,62]. Existuje vSak mnoho d’al$ich detektorov ako napriklad
plameniovy ionizaény detektor s alkalickym kovom (AFID), bezplamenovy detektor s alkalickym
kovom (TID), fotoionizaény detektor (PID) ¢i atomovy emisny detektor (AED). V predloZenej
diplomovej praci bol pouzity FID detektor, ktory je zaroven aj najrozsirenejsim detektorom v GC. Tento
detektor je velmi citlivy, ma schopnost detegovat prakticky vsetky latky v Sirokom rozmedzi
koncentracii s vynimkou plynov a anorganickych latok. Pri tomto detektore je vhodné ako nosny plyn
pouzit’ dusik, mozu sa vSak pouzit’ aj ostatné nosné plyny [60].

2.7 Ramanova spektroskopia

Ramanova spektroskopia, zarad'ujica sa medzi metédy vibraénej molekulovej spektroskopie, je
technika zalozena na nepruznom rozptyle monochromatického Ziarenia znameho ako Ramanov rozptyl.
Pouziva sa k pozorovania vibraénych, rotacnych ainych nizkofrekvencénych stavov molekuly. Ako
doplnkova metoda k infraervenej spektrometrii nachadza uplatnenie najméd pri identifikacii latok,
urcovani ich struktary a zlozenia. Ramanova spektroskopia sa d’alej bezne pouziva v oblasti roznych
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vied pri analyze pevnych latok (kovy, polovodiée, krystalické ¢i amorfné materialy), kvapalnych latok
(roztoky vodné aj nevodné), plynov alebo pri analyze povrchov ¢i biologickych systémov. Hlavnou
vyhodou tejto techniky je schopnost’ I'ahko a rychlo analyzovat' vzorku bez toho, aby dochadzalo
k problémom s jej spracovanim [63]. Princip Ramanovej spektroskopie spo¢iva v merani rozptyleného
ziarenia vznikajliceho interakciou monochromatického Ziarenia z viditelnej az blizkej IC oblasti
s molekulami vzorky pri¢om dochadza k zmene vibra¢nych a rotaénych stavov molekuly. Ako zdroj
monochromatického Ziarenia byva v tejto technike vyuzivany laser s vinovou dizkou pohybujiicou sa
od 532 do 785 nm [64].

Pri dopadne Ziarenia na vzorku méze dochadzat’ k ¢iastoénej absorbcii ziarenia, prechodu alebo
rozptylu Ziarenia do vSetkych smerov [64]. Interakcia ziarenia s molekulami spdsobuje indukciu
kratkodobého prechodu molekuly do excitovaného energetického stavu. Molekula mdze spétne
prechadzat’ do poéiatoéného zakladného stavu pri¢om sa uvolnenie fotén s rovnakou vinovou dizkou,
akt mal foton sposobujuci excitovany stav molekuly. Tento proces je znamy ako Rayleigov (alebo
eleasticky, pruzny) rozptyl. Ked’Ze pri nepruznom rozptyle svetla nedochadza k prenosu energie medzi
dopadajucim fotonom a molekulou, Rayleigov rozptyl neposkytuje ziadne informéacie o skiimanych
molekuldch. Prechod molekul z excitovaného energetického stavu spdt’ do zakladného stavu moze
prebehnat’ aj neelastickym (nepruznym) spésobom nazyvanom aj Ramanov rozptyl, ktory ma za
nasledok zmenu vibra¢ného a rotaéného stavu molekuly. Nepruznou zrazkou fotonu s molekulou je
molekula excitovana z pociato¢ného stavu do excitovaného energetického stavu. Pri relaxacii nasledne
molekula emituje fotdon ¢im sa dostava do koncového (vibracného alebo rota¢ného) stavu, ktory sa vSak
od pociatocného energetického stavu molekuly odliSuje. Energeticky rozdiel, ktory vznika medzi
pociatocnym a koncovym stavom sposobuje posun frekvencie emitovanych fotonov d’alej od excitacnej
frekvencie. Pokial’ teda koncovy vibracny stav nadobtda vysSie (resp. nizSie) hodnoty energie
V porovnani s pociatocnym stavom, emitovany foton bude posunuty k niz§Sim (resp. vySSim)
frekvenciam. V Ramanovom spektre mézeme nasledne pozorovat’ oblast’ s nizSou frekvenciou tzv.
Stokesova oblast’ alebo oblast’ s vyS$8imi frekvenciami Anti-Stokesova oblast’ [63,65]. Jednotlivé
energetické prechody Ramanovho rozptylu st znazornené na Obr. 6.
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Obr. 6: Diagram energetickych prchodov Ramanovho rozptylu [66]

28



2.8 Pulzna gélova elektroforéza

Elektroforéza patri medzi casto vyuzivané separacné techniky sliziace k analyze nukleovych kyselin a
zmesi proteinov. Jej pouzitie nachadza uplatnenie v biologickom a biochemickom vyskume,
farmakoldgii, forenznej medicine, pri kontrole potravin ¢i v molekularnej biologii. Princip elektroforézy
spociva v migracii nabitych molekul alebo Castic k opacne nabitej elektrode pod vplyvom elektrického
pola. Vzhl'adom k rozdielnym nabojom a hmotnostiam budi rozne molekuly ¢&i Castice v zmesi
migrovat’ r6znou rychlost'ou, ¢im dojde k ich rozdeleniu na jednotlivé frakcie. Mieru migracnej rychlosti
vyjadruje elektroforetickd pohyblivost,, ktora moze byt ovplyvnena typom pufru, jeho koncentraciou ¢i
pH, teplotou ale aj povahou nosného materialu. Samotna elektroforéza moze prebiehat vo volnych
roztokoch alebo v stabilizatnych médiach ako st napriklad gély [67]. Pri konvenénej gélovej
elektroforéze molekuly DNA migruju tuhou matricou za pouzitia statického elektrického pola. Pouzitim
polyakrylamidovych gélov sa separuju nukleové kyseliny o diZke priblizne 1 kb. TaktieZ aj pri réznych
zriedenych agarézovych géloch je rozlisenie fragmentov limitované vel’kost'ou priblizne do 50-100 kb.
Existuje v§ak mnoho §tadii, v ktorych je ¢asto potreba separovat’ fragmenty DNA s vel'kostou >100 kb.
Preto bola vyvinuté technika pulznej gélovej elektroforézy (PFGE), ktora vyuziva striedavé elektrické
pole Kk separacii velkych fragmentov DNA na agarézovych géloch. Kym S$tandardna gélova
elektroforéza obvykle Stiepi fragmenty do velkosti 50 kb, PFGE Stiepi nukleové kyseliny vo velkosti
>12 Mb [68,69]. Vzhl'adom na schopnost’ rozliSovat’ vel'’ké molekuly DNA viedlo prvé pouzitie PFGE
k ziskavaniu elektroforetickych karyotypov kvasiniek, hub a inych jednobunkovych parazitov. Technika
PFGE umoznila stanovenie velkosti a po¢tu chromozomalnych DNA u kvasiniek ako Sacharomyces
cerevisie, Sacharomyces pombe ¢i Candida albicans [70]. Postupom ¢asu sa okrem analyzy
eukaryotickcyh buniek zacala PFGE venovat aj vy$§im bunkdm. V sucasnej dobe nachadza tato
Sirokospektralna technika uplatnenie pri genomike eukaryotickych aj prokaryotickych buniek. Bezne sa
pouziva aj pri Studiu a charakterizacii genému niektorych hub, ludskych chromozomov ¢i
v epidemiologickych $tadiach k typizacii patogénnych organizmov [69,70].

Postupom ¢asu bola metoda PFGE vylepSovana, pricom sa vyvinuli aj jej viaceré variacie
a modifikacie. Najbeznej$im a dnes pravdepodobne aj najpouZivanej$im modelom z nich je tzv.
elektricky homogénny obluk (CHEF). Jednotka CHEF je tvorena 24 elektrodami, ktoré¢ st rovnomerne
rozmiestnené okolo Sestuholnikového obrysu. Vsetky elektrody su k napajaciemu zdroju pripojené
pomocou externych kruhovych odporov. Tieto prstence st nasledne zodpovedné za regulaciu napéitia na
elektrodach. Prepinanim prudu medzi elektrodami nasledne dochadza k migracii DNA cik-cakovym
pohybom pod uhlom 120°, ¢im je ulahena separacia vacsich fragmentov. Na pohyb DNA v PFGE
vplyva viacero faktorov ako napriklad koncentracia agardzy, teplota, intenzita elektrického pola, doba
pulzu & uhol a doba preorientovania sa DNA. Cas potrebny k preorientovaniu sa molekil DNA je
zavisly na ich velkosti. Velké molekuly sa teda preorientovavajii pomalsie ako mensie molekuly a
rovnako je oneskorena aj ich migracia vzh’'adom na mensie molekuly [68,69].

Pulzna gélova elektroforéza sa Standardne zacina odobratim buniek z narastenej kolonie. Bunky s
nasledne d’alej upravované a suspendované v pufri ur¢enom k $tandardizacii. Pripravené bunkové
supsenzie su potom zmieS$ané s roztavenou agarézou a napipetované do plastovych foriem. Po zatuhnuti
sa tuhé blo¢ky obsahujtice bunky z formy vylupnu a inkubuji v enzymoch a detergentoch aby doslo
k ich 1yze. Po prebehnuti lyzaéného procesu sa blo¢ky este niekol'’ko krat premyju a nanesti na agar6zovy
gél, kde prebieha samotna elektroforéza. Vicsie fragmenty sa pohybuju pomalSie v porovnani s malymi
fragmentmi, ktoré sa cez agar6zovu matricu pohybuju podstatne rychlejsie. K vizualizaciii a zafarbneiu
gélu sa pouziva fluorescen¢né interkalac¢né farbivo ako je napr. etidiumbromid [69]. Postup analyzy
pulznou gélovou elektroforézou je znazorneny na Obr. 7.
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Obr. 7: Postup PFGE analyzy. (4) Odber buniek . (B) Optimalizdacia bunkovej suspenzie. (C) Priprava
agarézovych blockov. (D) Lyza buniek za pouzitia detergentu. (E) Uprava blocku uréeného k analyze. (F)
Premyvanie agarézovych blockov. (G) VioZenie blocku do komérky gélu a elektroforéza v jednotke CHEF [69]
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3 CIELE PRACE

Ciel'om predlozenej diplomovej prace na tému vyuzitia odpadnych substratov k produkcii lipidickych
latok kvasinkami rodu Metschnikowia je rieSenie nasledujtcich ¢iastkovych uloh:

prehl’adna reserS mikrobidlnych producentov vyznamnych lipidov, mikrobialnych lipaz,
funkcia a priemyslové vyuzitie lipidickych latok

stanovenie rastovych charakteristik kvasiniek rodu Metschnikowia

optimalizacia produkcie lipidickych latok kvasinkami rodu Metschnikowia s vyuzitim
vybranych typov odpadnych substratov ako zdroj uhlika

analyza metabolitov in§trumentalnymi technikami
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie a materialy

Agaroza low melting , Serva (SRN)

Agardza Premium,Serva (SRN)

Bakteriologicky agar, Himedia (India)
Beta-merkaptoethanol, Serva (SRN)

Cell Lytic Y, Sigma-Aldrich (SRN)

D-glukéza monohydrat p.a., Penta (CR)
Dihydrogénfosforeénan draselny p.a., Lach-Ner s.r.0. (CR)
Ethidium bromid, Serva (SRN)

Glycerol, Sigma —Aldrich (SRN)

Hexan pre HPLC, VWR Chemicals (FR)
Hydrogénfosfore¢nan didraselny p.a., Lach-Ner s.r.0. (CR)
Hydrogénfosforenan disodnyp.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)
Hydroxid sodny,Lach-Ner s.r.0. (CR)

CHEF DNA Size Marker, BioRad(USA), Schizosaccharomyces pombe (3 chromozémy, 3,5-
5,7Mb)

Chelaton 3 (EDTA) p. a, Lachema (CR)

Chlorid sodny p.a., Lachema (CR)

Chlorid vépenaty p.a., Lachema (CR)

Chlorid zelezity, Katedra analytické Farmaceutické fakulty UK (SR)
Chloroform pre HPLC, VWR Chemicals (FR)

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (India

Kyselina borita, Chemapol (CR)

Kyselina citronova, Sigma-aldrich (SRN)

Kyselina heptadekanova, Sigma —Aldrich (SRN)

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

Lytikaza, Sigma-Aldrich (SRN)

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

Metanol pre HPLC, Lach-Ner s.r.0. (CR)
N-laurylsarcosine, Sigma-Aldrich (SRN)

Odpadny zivocisny tuk, NorskProtein Company (NO)
Pepton aus Casein, Roth (SRN)

p-nitrofenol, Sigma Aldrich (SRN)

p-nitrofenylpalmitat, Sigma Aldrich (SRN)

Proteinaza K, Sigma-Aldrich (SRN)

Siran horeénaty heptahydrat p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)
Siran zino¢naty heptahydrat p.a., Lachema (CR)

Sorbitol, Sigma-Aldrich (SRN)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Penta (CR)
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4.2 PouZité pristroje a pomocky

Analytické vahy Boeco (SRN)

Azur ¢200, Azur Biosystems (USA)

Centrifuga U-32R, Boeco (DE)

Centrifuga Z36HK, Hermle Labortechnik GmbH, (SRN)
ELISA Reader BioTek ELx808

FID detektor, kapilarna kolona DB-WAX o rozmeroch 30m x 0,32mm x 0,5um
GKB Color Digital CCD kamera (Taiwan)

Chladiaci box, GuzzantiGZ19( CR)

Inkubator s trepackou, Heidolph (SRN)

Laminarny box Aura mini(IT)

Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s.r.0. (CR)
Mikroskop L 11 00A, Intraco Micro (SRN)

Mikrovinna rara, MT1705 B Professor (CZ)

Orbitalne trepany inkubator, Labwit (AU)

Plynovy chromatografTRACE GC ThermoQuest Italia S. p. A (IT)
Podlozné sklicko CaF-Raman grade, Crystran (UK)
Renishaw Invia system (UK)

Systém MicroTime 200, Picoquant GmbH, objektiv s vodnou imerziou Olympus UPLSAPO
60XW

Termoblok, SBH200D, Stuart (UK)

Thermostatic cooler Julabo, F12 Labortechnic GmbH, (SRN)
Trepacka IKA Yellow Line (SRN)

Trepacka, VWR Mini Shaker (FR)T

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

Vodna lazen, TW2 Julabo Labortechnic GmbH (SRN)
Vortex, Labnet (USA)

Vortex-Genie 2, Scientific Industries (USA)

Zostava PFGE, Pharmacia Biotech (SWE):

Gene Navigator, Pharmacia Biotech, (SWE)

GN Controller, Pharmacia Biotech, (SWE)

Programmable Power Supply, MP-500V, (SWE)

4.3 Pouzité kmene kvasiniek

Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-145
Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-147
Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-149
Metschnikowia andauensis CCY 029-002-129
Metschnikowia fructicola CCY 029-002-015
Metschnikowia chrysoperlae CBS 9803 (11-1158)
Metschnikowia pulcherrima CBS 5833 (11-1232)
Metschnikowia fructicola CBS 8853 (11-1235)
Metschnikowia andauensis HA 1657 (11-1241)
Metschnikowia sinensis CBS 10357 (11-1244)
Metschnikowia zizyphicola CBS 10358 (11-1247)
Metschnikowia shanxiensis CBS 10359 (11-1250)
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4.4 Stanovenie rastovych kriviek kvasiniek rodu Metschnikowia

Rastové krivky boli stanovované rovnako pre kvasinkové kmene (M. pulcherrima 145, M. pulcherrima
147, M. pulcherrima 149, M. andauensis 129 a M. fructicola 15) postupom uvedenym v Kapitole 2.2.4.
U jednotlivych kmefiov boli stanovované dve rastové krivky- rastova krivka za laboratornej teploty
(25°C) a za znizenej teploty (15°C). Média s optimalnym zlozenim uvedenym v Tab. 4 boli zao¢kované
pripravenymi inokulami v pomere 1:5 a v presne stanovenych casovych intervaloch boli vykondvané
odbery za sterilnych podmienok.

Tab. 4: Zlozenie kultivacného média

Zlozka MnoZstvo
Glukoza 209
Bakteriologicky pepton 50
Kvasni¢ny extrakt 10g
KHzPO4 19
K2HPO4 0,29
NaCl 01g
CaCl, 01g
MgSO4 0549
Destilovana voda 1000 ml

441 Stanovenie zakalu turbidimetricky

Z kultiva¢nych médii bol vzdy odobraty 1 ml vzorky, ktory bol vodou vhodne nariedeny tak, aby sa
neprekroéil rozsah linedrnej odozvy spektrofotometru. Absorbancia bola zmerana pri vinovej dizke 630
nm, ako blank bola pouzita destilovana voda.

4.4.2 Spracovanie biomasy

Z kultivaénych médii bola okrem vzorky na stanovenie zakalu odobrata aj vzorka na stanovenie biomasy
0 objeme 10 ml. Nasledne bola vzorka centrifugovana pri otdckach 5000 rpm po dobu 5 mintt. Bunky
boli nasledne premyté destilovanou vodou a opét’ scentrifugované. Takto upravena biomasa bola
rozsuspendovana v 1 ml vody a prevedena na vopred zvazenu kovova misku. Miska s biomasou bola
umiestnena do susiarne, kde bola vzorka suSena pri teplote 60 °C do konstantnej hmotnosti. Po vysuseni
bola vzorka umiestnena do exikatora a nasledne zvazena na analytickych vahach. Z rozdielov hmotnosti
bolo stanovené mnozstvo vyprodukovanej biomasy.
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4.5 Produkcia lipidov kvasinkami rodu Metschnikowia

45.1 Kultivacia kvasiniek na optimalnom médiu

Pouzité kmene kvasiniek rodu Metschnikowia sa zarad’ujii medzi mezofilné aerébne mikroorganizmy.
Ich kultivacia prebiehala v tekutom médiu na trepackach za laboratdrnej teploty. Vsetky média boli pred
samotnym oc¢kovanim vysterilizované v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom po dobu 45 minut.

45.1.1 Inokulum

Pred samotnou kultivaciou boli pre vSetky vysSie uvedené kmene pripravené inokula o objeme 50 ml
podla zlozenia uvedeného v Tab. 4. V o¢kovacom boxe boli vysterilované média naockované 3 klickami
z0 zasobnych kultir uchovavanych v Petriho miskach. Nésledne boli inokul4 kultivované za neustaleho
trepania po dobu 24 hodin pri laboratérnej teplote.

45.1.2 Produkcéné médium

Pripravené inokula boli pouzité k zaoCkovaniu produkénych médii v pomere 1:5. K sledovaniu
produkcie lipidickych latok kvasinkami rodu Metschnikowia bolo pouZitych niekolko typov
produkénych médii pricom vo vsetkych médiach bolo ponechané rovnaké zasttipenie soli uvedenych v
Tab. 5. Pre kvasinkové kmene (M. chrysoperlae 1158, M. pulcherrima 1232, M. fructicola 1235, M.
andauensis 1241, M. sinensis 1244, M. zizyphicola 1247, M. shanxiensis 1250, M. fructicola 15) boli
zvlast’ pripravené média so zachovanim pomeru C/N — 97 a 150, pri¢om ako zdroj uhlika tu vystupovala
glukdza. Pre tieto kmene boli taktiez pripravené aj média so zachovanym pomerom C/N — 24, 97 a 150
kde ako zdroj uhlika vystupoval glycerol. Jednotlivé zloZenia tychto médii su uvedené v Tab. 6. Dalej
boli vSetky kvasinkové kmene kultivované aj na odpadnych substratoch pricom ako zdroj C bol pouzity
odpadny tuk a srvatka. Kultivacie na uvedenych substratoch boli u vSetkych skumanych kmenov
prevedené duplicitne. Zlozenie jednotlivych médii s pouZitymi odpadnymi substratmi je uvedené v Tab.
7.

Tab. 5: Zlozenie produkcného média

Zlozka MnozZstvo
KH2PO4 79
Na;HPO,4 2,50
MgSO47H,0 12¢g
CaCl»-6H-0 0,159
ZnSO47H.0 0,029
Destilovana voda 1000 ml
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Tab. 6: Pomery C/N pouzité ku kultivacii

Oznacenie Mnoistvo (g/1)

Glukoza Glycerol Kvasni¢ny extrakt Pepton
CN 24 gly - 90 10,0 5,0
CN 97 gly - 30 1,0 2,0
CN 150 gly - 30 1,0 1,0
CN 97 glu 30 - 0,34 0,68
CN 150 glu 30 - 0,34 0,34

Tab. 7: Zlozenie médii obsahujiice odpadné substrdty
Oznacenie Mnozstvo (g/l)

Srvatka Tuk Kvasni¢ny extrakt Pepton
Srvatka 21,8 - 10,0 5,0
CN 24 tuk - 47,0 10,0 5,0
CN 97 tuk - 45,0 1,0 2,0
CN 150 tuk - 46,0 1,0 1,0

Tab. 8: ZloZenie médii pre stanovenie lipdzovej aktivity
Oznacenie Mnoistvo (g/l)
Glukoza Tuk Tween 80 Kvasni¢ny Peptén
extrakt

Kontrola 20 - - 10,0 50
Tukové médium - 50 - 1,0 2,0
Tuk+ Tween 80 - 50 15 1,0 2,0
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Obr. 9: Produkéné média kvasiniek kultivovanych za zniZenej teploty (15°C)

4.5.1.3 Spracovanie odpadnej srvitky

Navazka lyofilizovanej srvatky bola rozpustena v destilovanej vode a prefiltrovana cez membranovy
filter (0,45 um). Vzorka bola analyzovana pomocou HPLC na kolone Rezex naplnenenej reverznou
fazou ROA Organic Acid 8% (300x7,8 mm) pri teplote 60°C. Na kolonu bola vzorka aplikovana
nastrekom do davkovacieho ventilu s objemom slucky 20ul. Eltcia prebiehala izokraticky pri prietoku
mobilnej faze 1ml/min. Ako mobilna faza bol pouzity 5 mM roztok kyseliny sirovej v miliQ vode.
K detekcii bol vyuzity refraktometricky detektor. Z chromatogramu bol zisteny obsah laktozy a glukozy
v navazke vzorky, ktory bol d’alej pouzity k vypoétu zlozenia médii tak, aby bol zachovany pomer C/N
odpovedajuci optimalnemu médiu obsahujucemu glukézu.

Okrem analyzy pomocou vysoko uéinnej kvapalinovej chromatografie bol uvzorky srvatky
zistovany aj obsah dusika pomocou Kjehldalovej metody. Navazka jedného gramu vzorky s presnost'ou
na Styri desatinné miesta bola kvantitativne prevedena do mineraliza¢nej trubice. Ku vzorke boli pridané
aj 2 g Weinigerovho katalyzatoru K urychleniu mineralizacie a 10 ml koncentrovanej kyseliny sirove;.
Mineraliza¢na trubica bola vlozena do mineraliza¢nej jednotky KT-8s. Celkovy ¢as mineralizacie
predstavoval 3 h, postup jednotlivych krokov je uvedeny v Tab. 9. Po ziskani mineralizatu boli do
mineralizacnej trubice pridané 3 kvapky roztoku fenolftaleinu a nasledne bola trubica umiestnena do
destila¢ného pristroja Vapodest 200, v ktorom bol postupne pridavany 33% hydroxid sodny do vzniku
fialového zafarbenia. Do destilaného systému bola umiestnend aj predloha s obsahom 25 ml
Standardizovanej kyseliny sirovej, do ktorej bol behom procesu destilacie zachytavany amoniak. Po
ukonéeni destilacie bola predloha skyselinou sirovou azachytenym amoniakom titrovana
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Standardizovanym 0,1 M odmernym roztokom hydroxidu sodného na Tashirov indikator do trvalého
zItého sfarbenia. Zo spotreby odmerného roztoku NaOH bol zisteny obsah dusika vo vzorke srvatky.
Celkovo bola vzorka srvatky mineralizovana a destilovana 6 krat.

Ziskané vysledky obsahu C pomocou HPLC a obsahu N podl'a Kjehldala vo vzorke srvatky boli
pouzité na vypocet optimalnej navazky srvatky tak, aby mohla byt pouzita ako nadhradny substrat za
glukézu s dodrzanim C/N pomeru v optimalnom médiu. Zlozenie média, kde ako zdroj uhlika bola
pouzita odpadna srvatka je uvedené v Tab. 7.

Tab. 9. Priebeh mineralizdacie vzorky srvdtky

Krok &. Priebeh Cas [h]
1 Zahrievanie na 250 °C 0,5
2 Zahrievanie na 330 °C 0,5
3 Mineralizacia 400 °C 15
4 Chladenie na laboratornu 0,5
teplotu
Celkovy Cas mineralizacie 3

45.1.4 Spracovanie odpadného tuku

Navazka odpadného tuku S presnostou na Styri desatinné miesta bola kvantitativne prevedena do
odmernej banky a doplnena po rysku chloroformom. Do krymplovacej skamavky bol z pripraveného
odmerného roztoku odpipetovany 1 ml vzorky a nasledne bolo pridanych 0,8 ml transesterifikacne;j
zmesi. Transesterifikatna zmes bola pripravend z 15% H;SO. v metanole pre HPLC a 0,5 mg/ml
kyseliny heptadekanovej oznaCovanej ako interny Standard. Skimavky obsahujuce vzorku
a transesterifika¢ni zmes boli zakrymplované a inkubované v termobloku pri 85°C po dobu dvoch
hodin. Po prebehnuti transesterifikacie sa vzorka nechala vol'ne vychladnit. Medzitym bolo do 4 ml
vialiek napipetovanych 0,5 ml 0,05 M roztoku NaOH, ku ktorému bol nasledne pridany cely obsah
krymplovacej vialky a 1 ml chloroformu. Zmes bola intenzivne pretrepana na multipoze¢nom vortexe.
Po oddeleni faz bolo z dolnej chloroformovej faze odpipetovanych 0,1 ml do vialiek pre GC. Takto
pripravena vzorka bola doplnena 0,9 ml chloroformu a analyzovana pomocou systému plynovej
chromatografie s FID detektorom. Z vysledkov analyzy bol zisteny obsah uhlikatého zdroja
v odpadnom tuku, na zaklade ktorého boli vypocitané navazky tuku do kultivanych médii so
zachovanym pomerom C/N 24, 90, 150. Jednotlivé zloZenia médii obsahujuce odpadny tuk ako ndhradu
glukézy st uvedené v Tab. 7.

4.5.1.5 Spracovanie biomasy z produkénych médii

Po ukonceni kultivacie na odpadnych substratoch bolo z produkénych médii odobratych 15 ml na
stanovenie vyprodukovanej biomasy a obsahu lipidov pomocou GC. Pri kultivaciach na odpadnom tuku
bola odobrata suspenzia buniek premyta hexanom z dovodu odstranenia prebyto¢ného tuku z povrchu
buniek kvasiniek. V centrifuga¢nych skimavkach bol objem média stoceny pri 4500 rpm po dobu 5
minut. Po zliati supernatantu bol obsah skimavky este raz premyty vodou a opat’ scentrifugovny.
Ziskana biomasa bola rozsuspendovana v 1 ml destilovanej vody a kvantitativne prevedena do predom
zvazenej mikroskumavky typu Eppendorf., ktora bola umiestnena do mraziaceho boxu. Po dokonalom
zamrazeni boli vzorky umiestnené do lyofiliza¢nej banky, ktora bola upevnena do lyofilizatoru. Po
dosiahnuti vakua boli vzorky na 24 hodin ponechané k lyofilizacii az do tplného odparenia vody.
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Vysu$ené mikroskimavky s biomasou boli zvazené az hmotnostného rozdielu bolo stanovené
mnozstvo biomasy, ktoré kvasinky vyprodukovali v g/l.

Navazka biomasy (8-18 mg) bola nasledne pouzita k stanoveniu lipidov pomocou plynového
chromatografu postupom uvedenym v kapitole 4.5.1.4. Rozdiel spoéival jedine v pouziti hexanu
namiesto chloroformu.

452 Stanovenie enzymovej aktivity lipaz

Enzymova aktivita lipdiz bola stanovend pomocou spektrofotometrickej metody s p-
nitrofenylpalmitatnom. Lipolytické enzymy st schopné Stiepit’ tento substrat pricom vznikd Zlto
sfarbeny p-nitrofenol, ktory sa stanovi spektrofotometricky pri 405 nm.

4.5.2.1 Stanovenie kalibracnej krivky p-nitrofenolu

Pre zostrojenie kalibra¢nej krivky bol pouzity zakladny roztok p-nitrofenolu o koncentracii 0,5 mmol/I.
Kalibra¢na rada p-nitrofenolu bola pripravena nariedenim zakladného roztoku 50mM Tris-HCI pufrom
spH 8,5 na koncentracie vrozmedzi 0,005 az 0,05 mmol/l. Absorbancia bola zmerana ha
spektrofotometri ELISA reader proti pufru pri vinovej dizke 405 nm.

4.5.2.2 Priprava substratu

Lipazovy substrat bol pripraveny navazenim 0,017 g SDS, 0,0135 g p-nitrofenylpamitatu a 1 g Triton-
X-100 do odmernej banky na 100 ml a doplneny destilovanou vodou. Pripraveny roztok bol uchovavany
pri teplote 4° C po dobu 3 dni.

4.5.2.3 Stanovenie lipolytickej aktivity

Do mikrotitra¢nej dosticky bolo napipetovanych 125 pl Tris- HCI pufru, 125 pl lipazového substratu
a 50 pl supernatantu. V priebehu 1 hodiny bol v 5 mintatovych intervaloch merany narast absorbancie
pri 405 nm na zariadeni ELISA reader. Jednotka aktivity bola definovana ako mnoZstvo enzymu
katalyzujuce premenu substratu sprevadzanu narastom absorbancie v Case.

4.5.3 Analyza lipidov technikou Ramanovej spektroskopie

Z kultiva¢nych médii bol odobraty objem 0,5 ml, ktory bol nasledne scentrifugovany pri ota¢kach 5000
rpm po dobu 2 mintit. Supernatant bol zliaty a bunky boli este raz premyté destilovanou vodou a opat’
sto¢ené. Takto upravena biomasa bola pouZita k analyze lipidov Ramanovou spektroskopiou. Vzorka
bola nanesena na CaF podlozné sklicko. Po vysuseni bola vzorka analyzovana spektrometrom Renishaw
Invia system. Ako excitatny zdroj bol pouZity laser s vinovou dizkou 785 nm, objektiv x50 a expozicia
5 az 20 sekund v zavislosti na kvalite vzoriek. Spektra boli snimané v rozsahu 700-1800 cm™,

45.4 Tzolacia DNA kvasiniek rodu Metschnikowia

Pre vSetky kvasinkové kmene bolo pripravené inokulum o zloZeni uvedenom v Tab. 4: Zlozenie
kultivatného média. Média boli kultivované pri laboratérnej teplote po dobu 24 hodin.
Z nakultivovanych médii bolo za sterilnych podmienok odobratych 1,3.10° buniek kultary do
centrifugacnych skiimavok. Bunky boli nasledne scentrifugované po dobu 5 minut pri 5000 rpm za
laboratornej teploty. Po premyti buniek 5 ml MQ vody boli skimavky opét’ scentrifugované. Po odliati
supernatantu boli bunky rozsuspendované v TE pufri (100mM Tris, 100mM EDTA, pH=8,0).
Skamavky boli doplnené 2,1 ml MQ vody tak, aby bol vysledny objem 3,5 ml. K rozsuspendovanym
bunkam bolo napipetovanych 17,5 ul beta-merkaptoetanolu. Takto pripravena zmes bola za mierneho
trepania inkubovana pri 30° C po dobu 30 minut. Po inkubacii boli bunky opét scentrifugované
a rozsuspendované v 4 ml CPES pufru (40 mM kyselina citronova, 120 mM Na;HPQOg4, pH=6, 20 mM
EDTA, 1,2M sorbitol). Po prebehnuti centrifugacie boli ziskané bunky rozsuspendované v 500 ul CPES
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pufri, ktorého pH bolo upravené na 7,5. K bunkam bolo pridanych 28,8 ul Cerstvo pripravené roztoku
enzymu lytikazy. Nasledne bola pripravena zmes za mierneho trepania inkubovana pri 25 °C po dobu
30 minat. Medzitym bol pripraveny 2% roztok low melting agar6zy v CPES pufti, ktory bol po ukonceni
inkubacie napipetovany ku vSetkym vzorkam v objeme 0,5 ml. VVzorky spolu s roztokom agardzy boli
napipetované do formiciek uréenych na pripravu bloc¢kov (Obr. 10) a umiestnené do chladnicky, kde
boli ponechané do stuhnutia. Po stuhnuti boli blo¢ky z formy vylipnuté do mikroskiimaviek typu
Eppendorf obsahujicich 1 ml lyzaéného pufru s Proteinazou K. Blocky boli nasledne v skimavkach
inkubované pri 50 °C po dobu 24 hodin. Po inkubacii bol lyza¢ny pufor zliaty a blo¢ky boli umiestnené
do 2 ml TE pufru. Blo¢ky s TE pufrom boli ponechané 20 minut pri 50°C. Po premyti blockov TE
pufrom este dvakrat boli blocky pripravené k pouzitiu. Priprava agar6zovych blockov je zachytena na
Obr. 10.
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Obr. 10: Priprava agarozovych blockov obsahujucich kvasinkovii DNA

4.5.5 Pulzna gélova elektroforéza

Pre spustenie pulznej gélovej elektroforézy bol pripraveny 1% agarozovy gél v 1x TBE pufri (50 g Tris,
27,5 g HsBO3, 20 ml 0,5 M EDTA, 1000ml MQ voda ). Pripraveny roztok agardzy bol naliaty do formy
S hrebetiom. Po stuhnuti boli do komorok gélu postupne zavadzané pripravené blocky obsahujuce
kvasinkovi DNA. Ako Standard bol pouzity CHEF DNA Size Marker kvasinky Schizosacharomyces
pombe. Elektroforeticka vana naplnena TBE pufrom bola vychladena na 10 °C. Po vychladnuti bol do
vane umiestneny gél so vzorkami a hexagonalna elektroda. Elektroforéza bola spustend na pristroji Gene
Navigator po nastaveni parametrov (pulzny ¢as, doba separacie).

4.5.6 Vizualizicia gélu PFGE

Po ukonceni pulznej elektroforézy, bol gél s blockami umiestneny do vodného roztoku EtBr (100ul).
Farbenie gélu prebiehalo v l1azni po dobu 20 mintt za neustaleho trepania. Takto ofarbeny gél bol
umiestneny do vizualiza¢ného zariadenia Azur c200 a vyfotografovany.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Rastové charakteristiky

Stanovenie rastovych charakteristik vybranych mikroorganizmov je dblezité pre analyzu produkcie
vybranych metabolitov, a taktieZ pre pochopenie fyziologie skimanych kmenov kvasiniek. Rastova
krivka vyjadruje zavislost’ narastu biomasy na ¢ase. Postupne boli stanovené rastové krivky u piatich
kmenov M. pulcherrima 145, M. pulcherrima 147, M. pulcherrima 149, M. andauensis 129 a M.
fructicola 15. U jednotlivych kmefiov boli zostavené aj kalibraéné krivky, vyjadrujice zavislost’
mnozstva vyprodukovanej biomasy na zdkale rozne koncentrovanych roztokov kvasiniek.

5.1.1 Rastova krivka kvasinky Metschnikowia pulcherrima 145

Zavislost ndrastu biomasy na ¢ase M.pulcherrima
145

12

10

hiomasa [g/]

0 20 40 60 80 100 120

¢as [hod]

Obr.11: Zavislost ndarastu biomasy na case kvasinka Metschnikowia pulcherrima 145 (25°C)

PriloZzeny Obr.11 znazorfiuje rastova krivku kmefia M. pulcherrima 145, stanovovant za laboratorne;j
teploty. Zaciatok kultivacie kvasiniek je typicky adaptacnou fazou (lag-fazou). Postupne kvasinky
prechadzali do faze exponencidlneho rastu, pricom maximum log faze dosiahli v 56. hodine kultivacie
s produkciou biomasy 9,59 g/l. Po prekroeni 56. hodiny rastu bol pozorovany nastup predizenej
stacionarnej faze, behom ktorej uz nedochadzalo k vyraznému biomasy. Kvasinky kmena
Metschnikowia boli kultivované 7 dni za laboratornej teploty (25 °C).
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Zavislost narastu biomasy na ¢ase M. pulcherrima
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Obr. 12: Zavislost narastu biomasy na case kvasinka Metschnikowia pulcherrima 145 (15°C)

Pre kmeni M. pulcherimma 145 bola stanovovana aj rastova krivka s odliSnymi podmienkami kultivacie
ako pri laboratornej teplote znazornena na Obr. 12. Kultivacia prebichala 14 dni za zniZenej teploty
(15°C). Prvé 3 dni boli kvasinky kultivované za laboratornej teploty a nasledne boli prenesené na
trepacku do prostredia s nizkou teplotou. Priebeh kultivacie je znazorneny na prilozenom obrazku.
Rastova krivka kmenia M. pulcherrima 145 za znizenej teploty vykazuje charakter diauxie. Prvé
maximum exponencialnej faze bolo pozorované v 56. hodine kultivacie s produkciou biomasy 9,72 g/l.
Toto maximum bolo dosiahnuté na treti den kultivacie kratko pred umiestnenim produkéného média do
chladu. Ked’Ze bol spotrebovany najjednoduchsi uhlikaty substrat vo forme glukoézy doslo k dlhému
zastaveniu rastovej fdze. Behom lag faze sa kvasinky adaptovali na nové podmienky prostredia so
znizenou teplotou a vytvorili si potrebné enzymy pre utilizaciu iného uhlikatého zdroja. Druhé
maximum exXponencialnej faze bolo pozorované na 10. deti kultivacie s produkciou biomasy 9,32 g/l.

5.1.2 Rastova krivka kvasinky Metschnikowia pulcherrima 147
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Obr. 13 Zavislost ndarastu biomasy na case kvasinka Metschnikowia pulcherrima 147(25°C)
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Na zéklade Obr. 13 méZzeme uréit’, Ze aj rastova krivka M. pulcherrima 147 vykazuje charakter diauxie.
Mikroorganizmy mozu ako zdroj zivin vyuzivat’ rdzne substraty vratane cukrov. Diauxovy rast je
pozorovany prave vtedy, ked’ ich kultivacia prebieha v chemicky definovanom médiu obsahujucom dva
rozne uhlikaté zdroje (napr. cukry, alebo cukry a lipidy) [26]. NajcastejSie pouzivanym cukrom, ktory
je zaroven aj najucinnejsi pre rast mikroorganizmov je glukéza. Pritomnost’ glukézy aktivne inhibuje
alternativne formy metabolizmu a po jej vyCerpani z média dochadza k syntéze novych enzymov
potrebnych k metabolizacii inych cukrov alebo lipidov [71,72]. Jav diauxie je preto charakterizovany
pritomnost’ou dvoch fazi exponencialneho rastu, medzi ktorymi dochadza k dlhému zastaveniu rastu a
nastava opakovanie lag faze [71]. Kultivaciou za laboratornej teploty bol stanoveny dvojity narast
rastovej krivky. Najvyssia hodnota vyprodukovanej biomasy predstavovala 9,59 g/l a bola pozorovana
po 3- diovej kultivacii v 46. hodine. Po ukonceni druhej adaptacnej faze, ktora trvala priblizne 46 hodin
sa mnozstvo biomasy v médiu zvysilo pri¢om nepresiahlo hodnotu 11,45 g/1. Tento jav bol pozorovany
4. deni po zacati kultivacie v 80- tej hodine od zac¢iatku kultivacie.

Zavislost narastu biomasy na ¢ase
M. pulcherrima 147 (15°C)
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Obr. 14: Zavislost ndarastu biomasy na case kvasinka Metschnikowia pulcherrima 147 (15°C)

Rastova krivka kmena M. pulcherrima 147 za podmienok zniZenej teploty je znazornena na prilozenom
Obr. 14. Rovnako ako u rastovej krivky, ktora bola stanovena za laboratornej teploty dosahuje rastova
krivka za nizsich teplot prvé maximum exponencialnej faze v 46. hodine kultivacie. Jednotlivé krivky
sa lisia iba mnozstvom vyprodukovanej biomasy. Kym u laboratornej teploty predstavovala biomasa
9,59 g/l z grafu vidime, Ze tu hodnota nepresiahla 8,11 g/l biomasy. Vyrazné zvysenie biomasy 10,41
g/l bolo pozorované az v druhom maxime exponencialnej faze po 214. hodine od zaciatku kultivacie.

Rastové krivky ostatnych skimanych kmenov vykazovali podobny charakter. Ziskané rovnice regresie
pre jednotlivé kmene za r6znych teplotnych podmienok st uvedené v Tab. 10.

Na zaciatku kultivacie za laboratornej teploty sa kvasinky M. pulcherima 149 nachadzali
v adaptacnej faze (lag- faza), ktord trvala priblizne do 5. hodiny. Postupne prechadzali do faze
exponencialneho rastu dosahujicej maximum v 80. hodine od zaéiatku kultivacie s produkciou biomasy
9,92 g/l. Po dosiahnuti prvého maxima exponencialnej faze medzi 80. a 94. hodinu kultivacie bol
vyCerpany prvy uhlikaty substrat (gluko6za), ¢im poklesla koncentracia biomasy na 8,62g/l. Ked’ze
utilizacia glukozy bola pre bunky energeticky menej narocna, po zniZeni jej koncentracie bola
nastartovana druha lag-faza. Medzi jednotlivymi logaritmickymi fazami prebehla adaptacia buniek na
podmienky potrebné k utilizacii iného uhlikatého substratu obsiahnutého v médiu (pepton a kvasni¢ny
extrakt ako zdroj C). Druhé maximum exponencialnej faze bolo dosiahnuté v 104. hodine kultivacie
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pricom produkcia biomasy neprekro¢ila mnozstvo 9,24 g/l. Po prekroceni 105. hodiny rastu bol
pozorovany nastup prediZenej stacionarnej faze, behom ktorej doslo k miernemu nérastu biomasy.

Rovnako ako v pripade rastovej krivky stanovovanej za laboratornej teploty aj rastova krivka kmena
M. pulcherrima 149 za znizenej teploty vykazuje charakter diauxie. Prvé maximum exponencialnej faze
bolo pozorované v 56. hodine kultivacie s produkciou biomasy 9,88 g/1. Toto maximum bolo dosiahnuté
na treti den kultivacie kratko pred umiestnenim produkéného média do chladu. Ked’Ze bol spotrebovany
najjednoduchsi uhlikaty substrat vo forme glukozy doslo k dlhému zastaveniu rastovej faze. Behom lag
faze sa kvasinky adaptovali na nové podmienky prostredia so zniZzenou teplotou. Druhé maximum
exponencialnej faze bolo pozorované na 8. den kultivacie s produkciou biomasy 9,08 g/l. Behom
prediZenej stacionarnej faze ktora bola pozorovana po 166. hodine kultivacie doslo este k miernemu
narastu mnozstva biomasy, tato hodnota vsak nebola vyssia ako 8,87 g/I.

U rastovej krivky kmena M. andauensis 129 (25°C) bolo prvé maximum produkcie biomasy
dosiahnuté na treti defl od zaciatku kultivacie s hodnotou biomasy 9,33 g/l. Druha najvécsia produkcia
biomasy bola pozorovana na stvrty den kultivacie v 80. hodine, pricom bola zaznamenana hodnota 10,77
a/l.

U M. andauensis 129 bola prva exponencialna faza pozorovana v 32. hodine kultivacie s produkciou
biomasy 7,79 g/l. Rovnako ako u kmena M. pulcherrima 149 aj M. andauensis 129 dosiahla prvé
maximum exponencialnej faze eSte za podmienok laboratornej teploty pred umiestnenim do prostredia
S0 zniZenou teplotou. Na 8. den kultivacie v 166. hodine doslo k druhému rastovému maximu kedy bolo
vyprodukovanych 10,27 g/l biomasy. Po prechode kvasinkovych buniek do stacionarnej faze sa
mnozstvo vyprodukovanej biomasy viditel'ne nezvysovalo.

Pri kultivacii M. fructicola 15 za laboratornej teploty bolo maximum 1. exponencialnej faze
pozorované na treti den kultivacie s produkciou biomasy nepresahujicou hodnotu 7,36 g/1, zatial’ ¢o
druhé maximum exponencidlnej faze bolo pozorované az v posledny, siedmy den kultivacie
s produkciou biomasy 8,42 g/l.

Rastova krivka M. fructicola 15 stanovovana za zniZenej teploty taktiez vykazovala dvojstupiiovy
narast. Prvé vyraznejSie maximum bolo dosiahnuté na Stvrty den od zaciatku kultivacie kratko po
umiestneni do prostredia s nizSou teplotou. Mnozstvo vyprodukovanej biomasy predstavovalo 9,0 g/l.
Kvasinkové bunky potom presli do druhej adaptacnej faze, pricom druhé maximum exponencialnej faze
dosiahli na 8. den kultivacie, pricom mnozstvo biomasy neprekrocilo hodnotu 8,16 g/l.

Tab. 10: Regresné rovnice

Regresna rovnica
Kmen

Laboratorna teplota (25°C) Znizena teplota (15°C)

M. pulcherrima 145

y=1,8237x-3,3605

y=1,2639x+2,335

M. pulcherrima 147

y=1,9053x+4,2601

y=2,0217x+0,4253

M. pulcherrima 149

y=1,6496x+4,1209

y=1,2948x+6,9381

M. andauensis 129

y=2,1948x+1,5707

y=2,0656x+2,2891

M fructicola 15

y=2,0363x-1,4625

y=1,9463x-1,0684

5.2 Produkcia lipidickych latok kvasinkami rodu Metschnikowia

Vycerpanie energie pochadzajicej z fosilnych paliv predstavuje v sa¢asnosti pre I'udstvo ¢oraz vacsie
riziko. Preto su na palivovy priemysel kladené vysoké poziadavky s cielom vyvinut alternativne zdroje
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energie, ktorych zlozenie aj vyuZivanie by bolo priaznivejsie voc¢i Zivotnému prostrediu. Jednymi
z tychto obnovitel'nych zdrojov energie su aj biopaliva [73,74]. Mikroorganizmy ako riasy, kvasinky,
baktérie a huby maju schopnost’” akumulovat’ lipidy za $pecifickych kultivatnych podmienok. Prave
lipidy produkované mikroorganizmami by v blizkej budtcnosti mohli predstavovat’ potencialnu
zasobnu surovinu urcenu k vyrobe tychto biopaliv. V sucasnosti je preto pouzivanie mikrobialnych
lipidov predmetom rozsiahleho vyskumu s cielom znizit' vyrobné naklady spojené s fermentaénymi
procesmi. Jednym a vel'mi délezitym spdsobom ako znizovat naklady na spracovanie je vyuZivanie
odpadn}'ICh substratov ako zdrojov uhlika [73] Predlozena préca sa preto zaoberala skiimanim Vyuiitia
vybranymi kmenmi kvasiniek rodu Metschnikowia. Produkciu lipidov u olejnatych kvasiniek
ovplyviiuje rada faktorov ako zdroj uhlika, dusika, pomer C/N, prevzdusiiovanie v médiu, teplota ¢i pH.
Roézne stadie sa preto snazia optimalizovat’ kultivaéné podmienky tak, aby bolo dosiahnuta ¢o mozno
najvyssia produkcia lipidov v bunkach kvasiniek [75]. Akumulacia lipidov je zvy¢ajne optimalna pri
molarnom pomere C/N > 65 a blizkom 100 [74]. Kultiva¢né média boli volené tak, aby v médiu zostal
zachovany pomer C/N 24, 97, a 150. Ako hlavny zdroj uhlika bol vyuzivany odpadny tuk, srvatka,
glycerol a v kontrolnych médiach bola pouZzivana glukoza. Rozne Stidie preukazali, Ze s nizSou teplotou
stiipa produkcia lipidov, preto boli kultivacie prevadzané za podmienok znizenej teploty (15°C) 76.
Ziskané vzorky biomasy boli lyofilizované a d’alej spracovavané postupom uvedenym v kapitole 4.5.1.5
Vyuzitim odpadnych substratov s roznymi pomermi C/N bola u jednotlivych kmefiov sledovana
a porovnavana produkcia biomasy (g/1) a lipidov (%). Pomocou metody plynovej chromatografie s FID
detektorom bol u vzoriek analyzovany aj profil mastnych kyselin na zaklade ktorého boli ziskané
mastné kyseliny triedené do troch skupin - MUFA (mononenasytené mastné kyseliny), PUFA
(polynenasytené mastné kyseliny) a SFA (nasytené mastné kyseliny).

Kontrola glu (25°C/15°C)
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Obr. 15: Porovnanie produkcie biomasy a lipidov v ramci kultivicie na kontrolnych glukézovych médidach
S rozdielnymi teplotnymi podmienkami

Obr. 15 znazorfiuje produkciu biomasy a lipidov na kontrolnych médiach, kde ako zdroj uhlika
vystupovala glukéza. Kultivacia kontrolnych médii prebiehala za rozdielnych teplotnych podmienok —
za laboratornej (25°) a znizenej teploty (15°C). Z Obr. 15 je mozné vidiet, ze vyssia produkcia biomasy
bola dosiahnutd kultivaciou za laboratdrnej teploty. Vynimku tvorili iba kmene M. sinensis 1244, M.
pulcherrima 145 a M. fructicola 15, ktorym pre vy$8iu produkciu biomasy vyhovovali znizené teplotné
podmienky (15°C). Celkovo najvysSie mnozstvo biomasy bolo zaznamenanej za zniZenej teploty
u kvasinky M. sinensis 1244 s produkciou biomasy 14,13 g/l. S rozdielom par g/l bola druhym
najvyssim producentom kvasinka M. andauensis 1241 kde mnozstvo biomasy predstavovalo 13,36 g/l.
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Ako uz bolo spominané teplotné podmienky kultivacii boli volené s oh'adom na produkciu lipidov. Aj
napriek tomu, Zze rézne $tudia preukdzali vysSiu produkciu lipidov za podmienok 15°C, tento
predpoklad nebol na kontrolnych médiach potvrdeny u vSetkych skimanych kvasiniek. Kvasinkovym
kmeniom M. chrysoperlae 1158, M. pulcherrima 1232, M. andauensis 1241, M. sinensis 1244, M.
shanxiensis 1250, M. pulcherrima 149 a M. andauensis 129 vyhovovali pre vys$Siu produkciu lipidov
podmienky laboratornej teploty. Naopak u kvasiniek M. fructicola 1235, M. zizyphicola 1247, M.
pulcherrima 145 a M. fructicola 15 bol obsah lipidov vys$si kultivaciou za znizenej teploty. Celkovo
bolo najviac lipidov obsiahnutych v bunkach kvasinky M. andauensis 1241 (7,08%). Za znizenej teploty
tato kvasinka vyprodukovala 6,98% lipidov, ¢im sa zaroven stala aj najvys$sim producentom lipidov za
znizenej teploty v porovnani s ostatnymi kvasinkami.
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Obr. 16: Percentudlne zastupenie mastnych kyselin U jednotlivych kvasiniek kultivovanych na kontrolnom
glukozovom médiu (25°C)

Profil mastnych kyselin bol stanovovany na kontrolnych médiach za laboratornej a znizenej teplote, kde
ako hlavny zdroj uhlika vystupovala glukéza. Na Obr. 16 je mozné vidiet' % zastipenie jednotlivych
mastnych kyselin stanovenych metddou plynovej chromatografie v bunkach kvasiniek kultivovanych
za laboratornej teploty (25°C). U vsetkych kmefiov bola preukazana pritomnost’ palmitovej kyseliny,
ktorej obsah v jednotlivych kvasinkach tvoril od 6,30% (kvasinka M. andauensis 1241) do 11,14% (M.
andauensis 129). O nieo mensie zastiipenie tvorili palmitoolejova a stearova kyselina, ktorych najvyssi
obsah bol stanoveny u kvasinky M. andauensis 129 - 5,92% a kvasinky M. sinensis 1244 — 3,61%.
Spomedzi vsetkych nameranych kyselin mala v kvasinkovych bunkach najvysSie zastipenie olejova
kyselina. U niektorych kmenov tvorila viac ako polovicu % profilu mastnych kyselin. Najvyssia
akumulacia olejovej kyseliny bola zaznamenana u kmeria M. andauensis 1241 s obsahom 68,61%.
V bunkach kvasiniek bola v znaénom mnozstve naakumulovana aj kyselina linolova, ktorej obsah sa
pohyboval od 16,66% (M. andauensis 1241) do 34,13% (M. pulcherrima 145).
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Obr. 17: Percentudlne zastupenie mastnych kyselin u jednotlivych kvasiniek kultivovanych na kontrolnom
glukozovom médiu (15°C)

Kultivacia na kontrolnom médiu bola prevedena aj za zniZzenych teplotnych podmienok (15°C). Profil
ziskanych mastnych kyselin zobrazuje Obr. 17. U vsetkych skimanych kmenov bola rovnako ako aj pri
glukoze (25°C) potvrdena najvysSia produkcia olejovej kyseliny. Pouzitie glukézového média za
znizenych podmienok malo na produkciu kyseliny pravdepodobne mierne limitacny ucinok. Kym
kultivaciou na glukéze (25°C) bolo dosiahnutého maximalneho obsahu olejovej kyseliny 68,61% (M.
andauensis 1241), v pripade zniZenej teploty bolo maximum kyseliny zaznamenanej u kmena M.
fructicola 15 kde predstavovala 59,86%. U kmenia M. andauensis 1241, ktory bol predtym najvyssim
producentom bol zaznamenany pokles obsahu olejovej kyseliny o takmer 17,70%. Na kontrolnom
médiu bola potvrdena rovnako aj produkcia linolovej kyseliny. Z Obr. 17 je mozné vidiet,, Ze najvyssia
produkcia (43,33% z celkového obsahu mastnych kyselin) bola potvrdena u kmenia M. pulcherrima 149
¢o je v porovnani s kmetiom M. pulcherrima 145, ktory bol najvy$§im producentom na glukéze (25°C)
0 9,20% viac. Mozno teda konstatovat’, Ze nizSie teplotné podmienky boli vyhovujucejsie pre produkciu
kyseliny linolovej. V malom zastapeni boli tvorené aj a-linolenova kyselina a stearova kyselina.
U vSetkych kmenov bola taktiez potvrdena pritomnost’ palmitovej kyseliny s obsahom 6,87% (M.
pulcherrima 149) - 11,48% (M. sinensis 1244).

5.2.1 Screening produkcie lipidov s vyuZitim glukézy a glycerolu

Osem kmenov kvasiniek rodu Metschnikowia bolo kultivovanych v médiach kde ako hlavny zdroj
uhlika bola pouzita glukoza. V jednotlivych médiach boli pouZité rozne obsahy peptonu a Kvasniéného
extraktu predstavujlice zdroj dusika v zavislosti na vybranych pomeroch C/N 97 a 150.
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Obr. 18: Porovnanie produkcie biomasy a lipidov na glukézovych médidach s C/IN pomerom 97

Kultivaciou kvasiniek na médiach s glukézou s pomerom C/N 97 za znizenych teplotnych podmienok
(15°C) bola dosiahnuta pomerne vysoka produkcia lipidov. Takmer vsetky pouzité kmene boli schopné
tvorby viac ako 12% lipidov na objem biomasy s vynimkou kmenov M. fructicola 15 a M. fructicola
1235 kde bola zaznamenané pomerne nizka produkcia rnikrobiélnych lipidov. Z Obr. 18 je moine’
u kmena M. fructicola 1235. Produkcia biomasy u kvasinky M. fructicola 1235 predstavovala 15,20 g/l
zatial’ ¢o vyprodukované lipidy tvorili obsah iba 2,66 % (0,40 g/I) z celkovej hmotnosti biomasy. Druhé
najniz§ie mnozstvo lipidov zo vSetkych kultivovanych kmefiov bolo zaznamenané u kvasinky M.
fructicola 15, ktoré tvorilo 6,86 % (0,55 g/l) z celkovych 8,09 g/l biomasy. NajvysS§ia produkcia lipidov
na gluk6zovom médiu s C/N 97 bola pozorovana u kvasinky M. andauensis 1241 s obsahom lipidov
16,95% (1,57 g/l), s rozdielom 0,18% bola zaznamenana produkcia lipidov kvasinkou M. shanxiensis
1250, ktora predstavovala 16,77% (1,29 g/1). V porovnani s kvasinkou 1235 boli najnizsie vytazky
biomasy pozorované u kvasiniek M. chrysoperlae 1158 (6,85 g/l) , M. pulcherrima 1232 (7,02 g/l) a M.
zizyphicola 1247 (7,10 g/l).
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Obr. 19: Porovnanie produkcie biomasy a lipidov na glukézovych médidch s CIN pomerom 150
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ZvySenim pomeru C/N 150 v glukézovom médiu boli taktieZ pozorované pomerne vysoké produkcie
mikrobialnych lipidov (pozri Obr. 19). Rovnako ako u predchadzajiceho kultivaéného média s C/N
pomerom 97 bola producentom s najvyssim % zastipenim lipidov kvasinka M. andauensis 1241. Na
glukdzovom médiu C/N 150 bola zaznamenana produkcia biomasy 8,16 g/l a % zastipenie lipidov
tvorilo 19,58 % (1,60 g/). Pri porovnani produktivity biomasy ¢i lipidov kvasinky M. andauensis 1241
na rozdielnych C/N pomeroch je vidiet, Ze sice produkcia lipidov bola vysSia na C/N 150 vécsie
mnoZzstvo biomasy vsak bolo zaznamenané na pomere C/N 97. Tento jav bol spdsobeny niz§im obsahom
dusikatého zdroja v médiu C/N 150 ¢im doslo k jeho rychlemu vyc€erpaniu, bunky zastavili svoj rast
a zacali sa akumulovat’ lipidy. V zasade na oboch kultiva¢nych médiach nedochadzalo k vyraznym
odchylkam v produkcii lipidov alebo biomasy. Najvyssia produkcia biomasy bola pri tejto kultivacii
zaznamenana u kmefla M. SinenSiS 1244 s produkciou biomasy 9 93 g/l, najniiéie hodnoty biomasy
hodnoty u kmena M. fructlcola 1235, ato konkretne 4,89 % (0,27 g/).

Z toho mézeme usudit, ze kvasinky vykazovali na médiach s rovnakym substratom podobny trend.
Zmenou pomeru C/N sa menilo iba % zastpenie lipidov a produkcia biomasy. Obecne pri vysSich C/N
pomeroch vykazovali kvasinky va¢siu % produkciu mikrobialnych lipidov.

Gly C/N 24
40
35
30
25

1158 1232 1235 1241 1244 1247 1250

2

(=]

1

%3]

1

o

W Biomasa (g/l) M Lipidy (%)

Obr.20: Porovnanie produkcie biomasy a lipidov na glycerolovych médiach s CIN pomerom 24

Z Obr.20 je mozné vidiet' % zastupenie lipidov a hmotnostné zastipenie biomasy vyprodukovanych
jednotlivymi kmenmi behom kultivacie na glycerolovych médiach. Hlavnym zdrojom uhlika v tychto
médiach bol prave glycerol, pricom d’alsie zlozky média boli prisposobené predom stanovenym C/N
pomerom. Kultivacie v médiach s obsahom glycerolu konkrétne prebiehali na pomeroch C/N 24, 97
a 150. U vsetkych kmenov kultivovanych na glycerolovom médiu s C/N 24 bola zaznamenana pomerne
vysoka produkcia biomasy v g/l. Najviac biomasy s objemom 27,71 g/l bolo vyprodukované kvasinkou
M. sinensis 1244, s malym rozdielom sa ako druhy najvaési producent javi kment M. andauensis 1241
kde bolo dosiahnutych 26,13 g/l. Vyrazne vysoka bola aj produkcia u kmenia M. chrysoperlae 1158,
ktora predstavovala 25,27 g/ biomasy. Z Kultivacie na glycerole s C/N 24 boli najnizSie hodnoty
biomasy zaznamenané u kmena M. fructicola 1235 a to konkrétne 15,54 g/l. Za danych kultiva¢nych
podmienok bolo rovnaké mnoZstvo vyprodukovanej biomasy preukizané u kmena M. fructicola 15a M.
zizyphicola 1247, kedy obsah biomasy u oboch kmenov ¢inil 16,87 g/1. Napriek rovnakym mnozstvam
biomasy vSak utychto kmetiov neboli preukdzané zhodné produkéné vlastnosti v rdmci tvorby
lipidickych latok. U kmena M. zizyphicola 1247 bolo nasyntetizovanych az 35,54 % lipidov z celkového
obsahu biomasy ¢o bola zarovei aj najvys$§ia namerana hodnota obsahu lipidov predstavujica 6,00 g/l
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celkovej biomasy. U kmena M. fructicola 15 bola produkcia mastnych kyselin vyrazne nizsia takmer
0 24,3% a cinila 11,24% lipidov vztiahnutych na celkovi biomasu. Celkovo najniz§ie mnoZzstvo lipidov
bolo vyprodukované kvasinkou M. shanxiensis 1250. Obsah mastnych kyselin u tejto kvasinky tvoril
6,70 % z celkovej biomasy co je priblizne 1,04 g/1.
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Obr. 21: Porovnanie produkcie biomasy a lipidov na glycerolovych médidch s CIN pomerom 97

V glycerolovych médiach s C/N 97 bol taktiez pozorovany podobny trend ako pri médiach s rovnakym
substratom a C/N 24. V porovnani s médiami, kde ako hlavny zdroj uhlika vystupovala glukéza, boli na
glycerole dosiahnuté vyssie vytazky biomasy a zaroven aj vyssie vytazky mikrobialnych lipidov (pozri
Obr. 21). Mozno teda tvrdit, ze obsah glycerolu efektivne podporil mikrobialny rast u vsetkych
skﬁmanych kmeﬁov NajViac biomasy bolo Vyprodukovenej kmeniom M. sinensis 1244 rovnako ako
bola zaznamenana u kmena M. fructicola 1235 11,45 g/1, opat’ opakujum sa trend ako pri glycerolovych
médiach s C/N 24 kde bol najniiéim producentom biomasy kmenn M. fructicola 1235 s 15, 54 g/ l.

mastnych kyselin v biomase kvasinky M. zizyphicola 1250, tvoriace 2,95 % (0,46 g/l). Najviac lipidov
akumulovala kvasinka M. sinensis 1244 pri¢om hmotnostna koncentracia bola stanovena na 6,69 g/1, ¢o
predstavuje 27,49% z celkového podielu biomasy.
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Obr. 22: Porovnanie produkcie biomasy a lipidov na glycerolovych médidach s C/N pomerom 150

Prilozeny Obr. 22 znazoriiuje mnozstvo vyprodukovanej biomasy a obsah akumulovanych lipidov
v priebehu kultivacie kvasiniek na glycerole ako hlavného zdroja uhlika s najvy$§im pomerom C/N 150.
Obdobne ako na predchadzajucich glycerolovych médiach aj pri tejto kultivacii bol pozorovany
pomerne velky narast biomasy a mnozstva intracelularne nasyntetizovanych lipidickych latok.
Najvicsie produkéné vlastnosti v ramci biomasy vykazovala kvasinka M. zizyphicola 1247 s mnozstvom
26,87 g/l. Porovnanim tvorby biomasy na vsetkych glycerolovych médiach s rozdielnymi pomermi C/N
mozno ako najniz§ieho producenta oznacit’ kvasinku M. fructicola 1235. Rovnako ako pri pomere C/N
24 2 97 aj u C/N 150 boli u nej zaznamenané najnizsie hodnoty vytvorenej biomasy 11,43 g/l spomedzi
vSetkych kmeiiov kultivovanych za rovnakych podmienok. Aj napriek tomu, ze najviacSie mnozstvo
biomasy bolo zaznamenané u kmena M. zizyphicola 1247 nemozno ho vSak oznacit’ aj za najvacsieho
producenta lipidov. Mnozstvo lipidov naakumulovanych kmeniom M. zizyphicola 1247 bolo takmer 2,5x
mensie ako mnozstvo, ktoré bolo namerané u kvasinky M. pulcherrima 1232 predstavujuce 36,31%.
V porovnani s ostatnymi kmeinimi bola vyrazne znizena schopnost’ akumulacie lipidov preukazana
u kmena M. fructicola 1235, kde bola biomasa tvorena obsahom 5,31% mastnych kyselin.

V biotechnologickom procese slazi glycerol ako jeden z mnohych potencialnych zdrojov pre
produkciu mikrobialnych lipidov prostrednictvom oleogénnych mikroorganizmov. Z tohto dévodu bola
preto  schopnost’ utilizovat’ Cisty alebo surovy glycerol predmetom viacerych §tadii. Takymto
skimaniam bola podrobena aj kvasinka M. pulcherrima, ktorej obsah lipidov bol po 14-diovej kultivacii
za zniZzenych podmienok (15°C) stanoveny na 40%. Tym sa potvrdilo, Zze kvasinka je schopna rast
a zaroven utilizovat’ glycerol obsiahnuty v médiach vo vysokej koncentracii [76]. V predloZenej
diplomovej praci vykazovala najlepsie produkéné vlastnosti kvasinka M. pulcherrima 1232, pricom
obsah naakumulovanych lipidov v jej bunkach predstavoval az 36,31%. Porovnanim s citovanou §tidiou
nie je pozorovany markantny rozdiel v mnozstve vyprodukovanych lipidov. Mierna odlisSnost vo
vytazku lipidov mohla stvisiet' s typom pouzitého kmena a rovnako aj s koncentraciou glycerolu
v kultivaénom médiu. Dalsia $tadia kvasinky M. pulcherrima preukazala pomerne nizky obsah
naakumulovanych mikrobialnych lipidov. Ku kultivacii (144 h, 28°C) bolo pouzité médium s odpadnym
glycerolom s C/N pomerom 118. S produkciou 10,70% lipidov bolo optimalizaciou toto médium
vyhodnotené ako najlepSie [77]. Vzajomné porovnavanie $tadii a vysledkov prace dokazuje, Ze pomer
C/N, teplotné podmienky asamotna doba kultivacie vyrazne ovplyviiuju produkciu lipidov
Vv oleogénnych kvasinkach. Vysoké vytazky lipidov na médiach, kde glycerol vystupoval ako primarny
zdroj uhlika boli preukazané u inych kvasiniek ako napr. Yarrowia lipolytica, Candida curvata ¢i
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Rhodotorula graminis. Kultivaciou na glycerole predstavovali vytazky mikrobidlnych lipidov od 28 do
53% obsahu biomasy [76].

Predchadzajtica diplomova praca sa taktiez zaoberala riadenou produkciou lipidov na glukézovych
a glycerolovych médiach. Najvyssi vytazok na glycerolovych médiach bol dosiahnuty kvasinkou M.
pulcherrima 149 s vytazkom 11,40% [78]. V predlozenej diplomovej praci dosahovali u niektorych
kmetiov naakumulované lipidy podstatne vysSie hodnoty. NajvysSia hodnota u kmetia M. pulcherrima
1232 bola viac ako trojnasobna (36,31%) Vv porovnani s citovanou pracou. Porovnanim s citovanou
pracou boli v ramci akumulacie lipidov na glukézovych médiach pozorované rovnaké trendy . So

zvySujucim sa C/N pomerom sa u vacsiny kmenov zvySovalo aj mnozstvo naakumulovanych lipidov
[78].

5.2.1.1 Analyza profilu mastnych kyselin produkovanych na glukoze a glycerole

Pomocou techniky plynovej chromatografie bol u jednotlivych kmenov kultivovanych na glukoze
a glycerole ako hlavny zdroj uhlika stanoveny profil mastnych kyselin. V zavislosti na type pouzitého
média a pomere C/N boli u skimanych kmenov vzajomne porovnavané ich produkéné vlastnosti.
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Obr. 23: Percentudline zastupenie mastnych kyselin u jednotlivych kvasiniek kultivovanych na glukézovom médiu
C/N 97

Pri kultivaciach na glukéze C/N 97 vykazovali vsetky skimané kmene vysoku akumulaciu olejovej
kyseliny, pricom najvys$Sie mnozstvo tejto kyseliny bolo zaznamenané u kmena M. zizyphicola 1247
(Obr. 23). Obsah olejovej kyseliny tvoril 64,99% zo vSetkych mastnych kyselin. U vSetkych skimanych
kmenov bola preukazana aj pritomnost’ kyseliny linolovej kyseliny ktorej obsah pohyboval priblizne
okolo 20%. Najvacsie mnozstvo bolo zaznamenané u kmena M. fructicola 1235 (30,34%). Pri kultivacii
na glukézovych médiach s C/N 97 bola zaznamenana aj produkcia palmitovej kyseliny palmitoolejovej
kyseliny, stearovej kyseliny (C18:0- najvyssi producent M. sinensis 1244 az 13,48% o je v porovnani
S ostatnymi kmefimi pomerne vysoko pretoze u ostatnych sa obsah pohyboval okolo 2%. U vSetkych
kmeniov bola preukazana taktieZ aj produkcia kyseliny a-linolenovej kyseliny. V malom zastpeni bola
u vsetkych kmenov preukazana aj pritomnost’ elaidovej a lignocerovej kyseliny. Na rozdiel od ostatnych
kmenov bola ukmena M. pulcherrima 1232 preukdzana pritomnost nervonovej kyseliny
a linolelaidovej kyseliny. Kmeni M. sinensis 1244 bol zas $pecialny produkciou behenovej kyseliny.
Dalej bola preukizana aj pritomnost pentadekanovej, myristovej a cis-11-eikosenovej kyseliny.
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Obr. 24: Percentudlne zastupenie mastnych kyselin u jednotlivych kvasiniek kultivovanych na glukézovom médiu
C/N 150

Podobny profil ziskanych mastnych kyselin znazornenom na Obr. 24 bol zaznamenany aj skimanim
kvasinkovych kmetov kultivovanych na glukézovych médidch s vy$§im C/N 150. Opét bola u vsetkych
kmenov najviac produkovana olejova kyselina, priCom najviacSie mnozstvo bolo naakumulované
v biomase kvasinky M. fructicola 1235. V porovnani s vytazkom, ktory bol utohto kmena
zaznamenany na predchddzajiicom glukéozovom médiu s C/N 97 doslo zmenou k vysSiemu pomeru C/N
k takmer 18% navySeniu produkcie olejovej kyseliny. S vynimkou kmena M. zizyphicola 1247 bolo
vys§ie mnozstvo olejovej kyseliny zaznamenané u vSetkych producentov kultivovanych v podmienkach
glukézy s C/N 150. Pritomnost’ linolovej kyseliny vo va¢som mnozstve bola taktiez opét’ zaznamenana
u vSetkych kmenov. Trend akumulacie linolovej kyseliny bol v porovnani gluk6zovych médii s C/N 97
a 150 vsak opacény ako v pripade olejovej kyseliny. Zvysenim C/N na 150 bol u vsetkych kmeniov
zisteny pokles akumulacie linolovej kyseliny. Vynimku tvorili iba dva kmene — M. shanxiensis 1250
a M. fructicola 15, u ktorych bol zisteny mierny narast produkcie linolovej kyseliny porovnanim
s glukézou C/N 97. ZvySenie C/N na 150 malo podobny uc¢inok na produkciu stearovej kyseliny ako
kultivacia na C/N 97. Najvacsim producentom bol rovnako ako v predchadzajucom pripade kmeni M.
sinensis 1244. Dalsou mastnou kyselinou s vyznamnym zastapenim v kvasinkovych bunkach bola aj
palmitova kyselina. Pritomnost’ tejto kyseliny nebola preukdazana u kmena M. fructicola 15 kde
pravdepodobne podmienky zivin v médiu neboli vhodné k produkcii tejto kyseliny.
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Obr. 25: Percentudlne zastupenie mastnych kyselin u jednotlivych kvasiniek kultivovanych na glycerolovom
médiu C/N 24

Obsah mastnych kyselin v bunkach kvasiniek rodu Metschnikowia nasyntetizovanych v priebehu
kultivacie na glycerolovom médiu C/N 24 zobrazuje graf na Obr. 25. U vsetkych skiimanych
kvasinkovych kmenov s vynimkou M. fructicola 15 bola preukazana produkcia palmitovej kyseliny,
ktora nepresahovala viac ako 15% obsahu vSetkych mastnych kyselin. Pomocou metddy plynovej
chromatografie bola d’alej zistena pritomnost’ palmitoolejovej kyseliny V najvy$Som mnozstve 8,07%
u kmenia M. andauensis 1241. Spomedzi vSetkych nameranych mastnych kyselin bola u vSetkych
kmenov najviac akumulovana olejova kyselina, ktora u skiimanych kmenov tvorila viac ako polovicu
obsahu mastnych kyselin. Jedine v pripade kmeniov M. fructicola 1235 a M. sinensis 1244 bol obsah
olejovej kyseliny 43,96% a 41,88%. Vybrané kvasinky rodu Metschnikowia preukazali schopnost’
taktiez akumulovat’ znaéné mnozstvo linolovej kyseliny , ktorej obsah sa pohyboval v zavislosti na
jednotlivych kmenoch od 8,53% (M. zizyphicola 1247) az do 38.07% (M. fructicola 1235). Glycerolové
médium sa ukazalo ako vhodny substrat aj k tvorbe nizSieho mnozstva kyseliny a- linolenovej, pricom
jej najvyssie zastapenie bolo zistené v biomase vyprodukovanej kvasinkou M. sinensis 1244 (4,40%).
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Obr. 26: Percentudlne zastiupenie mastnych kyselin u jednotlivych kvasiniek kultivovanych na glycerolovom
médiu C/N 97

Schopnost’ akumulovat’ lipidy v bunkach kvasiniek bola pozorovana aj vramci kultivacie na
glycerolovych médiach s C/N 97. Porovnanie profilu ziskanych mastnych kyselin z biomas jednotlivych
kmenov je znazorneny na Obr. 26. Pri produkcii kyseliny hexadekanovej nemozno tvrdit, Ze u vSetkych
kmenov doslo pri zvyseni C/N k stimulacii produkcie tejto kyseliny. U niektorych kmeiiov bola naopak
syntéza palmitovej kyseliny glycerolovym médiom s C/N 97 limitovana v porovnani s glycerolom C/N
24. Niz8ie vytazky boli zaznamenané konkrétne u kmena M. pulcherrima 1232, M. zizyphicola 1247
a M. fructicola 15. Zvy$né kmene dosahovali vyssie vytazky na médiach s vy§sim C/N. Uplne rovnaky
trend bol pozorovany aj pri produkcii palmitoolejovej kyseliny. Kmene, ktoré vykazovali nizku
produkciu kyseliny hexadekanovej na glycerole C/N 97 (M. pulcherrima 1232, M. shanxiensis 1247
a M. fructicola 15) akumulovali rovnako aj nizke mnozstvo kyseliny palmitoolejovej v porovnani
s glycerolom C/N 24. U ostatnych kmenov s vynimkou kvasinky M. pulcherrima 1235, bola opat’
produkcia kyseliny zvySenym C/N mierne podporena. Limitacia dusikatého zdroja ovplyvnila aj obsah
vyprodukovanej stearovej kyseliny. Znizenie mnozstva peptonu a kvasni¢ného extraktu malo pozitivny
vplyv na produkciu tejto kyseliny u kvasiniek M. chrysoperlae 1158, M. shanxiensis 1250, M. fructicola
1235 a M. fructicola 15 u ktorych bolo dosiahnuté jej vyssie % zastipenie v biomase v porovnani
S vytazkami ziskanymi na glycerole C/N 24. Naopak, pri porovnani s glycerolovycm médiom C/N 24
je mozné pozorovat, ze zvySenie C/N malo u kmeniov M. pulcherrima 1232, M. shanxiensis 1250, M.
andauensis 1241 a M. sinensis 1244 negativnejsi vplyv na % obsah stearovej kyseliny. Aj na médiach
s glycerolom a zvysenim C/N bola opit’ u vSetkych skiimanych kvasiniek v najva¢som zastupeni zistena
pritomnost’ olejovej kyseliny. V produkcii na glycerole C/N 24 a glycerole C/N 97 boli tiez zistené
mierne odchylky u jednotlivych kmenov. Kultivaciou na glycerole C/N 97 boli o nieco vé¢sie mnozstva
zistené v biomase kvasiniek M. pulcherrima 1232, M. shanxiensis 1250, M. fructicola 1235 a M.
sinensis 1244, nizSie mnozstva zas u kvasiniek M. chrysoperlae 1158, M. zizyphicola 1247, M.
andauensis 1241 a M. fructicola 15. Dalsou mastnou kyselinou, ktora tvorila podstatnu &ast’ lipidickych
latok pritomnych v biomase bola linolova kyselina. Obsah kyseliny sa v bunkach pohyboval v rozmedzi
12,26 — 30,89%. Sucast’ou buniek bolo aj malé mnozZstvo a-linolenovej kyseliny, ktorej vyskyt vSak
nebol potvrdeny u troch skumanych kmenov (M. pulcherrima 1232, M. zizyphicola 1247 a M.
shanxiensis 1250).
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Obr. 27: Percentudline zastupenie mastnych kyselin u jednotlivych kvasiniek kultivovanych na glycerolovom
médiu C/N 150

Kultivacia na glycerolovom médiu s C/N 150 poskytla podobny profil mastnych kyselin ako aj
v predchadzajucich kultivaciach (pozri Obr. 27). NajvysSie percentualne zastupenie dosahovala olejova
kyselina, plynovou chromatografiou bol zaznamenany aj zna¢ny obsah linolovej, palmitovej
a palmitoolejovej kyseliny. V menSom mnozstve boli zastipené aj stearova a a-linolenova kyselina.

Vybrané kmene kvasiniek rodu Metschnikowia boli kultivované na troch réznych médiach kde bol
ako hlavny zdroj uhlika pouzity glycerol. Jednotlivé média sa od seba lisili v zavislosti na mnozstve
pouzitého dusika, ktory slizil ako limitujtci faktor pre produkciu lipidickych latok. Pomocou techniky
plynovej chromatografie bol vo vSetkych médiach s C/N 24, 97 a 150 stanoveny profil mastnych kyselin
a ich mnozstvo, ktoré bolo pocas procesu kultivacie naakumulované vo vnutri kvasinkovych buniek. Na
zaklade ziskanych vysledkov je teda mozné produkciu jednotlivych kmenov vzajomne porovnavat,
pripadne urcit’, ktoré podmienky boli najvyhovujlicejsie pre intraceluldrnu syntézu mastnych kyselin.
Ako je mozné vidiet’ z Obr. 25,0br. 26 a Obr. 27 hlavnou mastnou kyselinou produkovanou behom
kultivacie u vSetkych kmenov bola kyselina olejova. Vyznamne zastupenie mastnych kyselin tvorila aj
linolova kyselina, ktora bola taktiez pritomna u vSetkych skumanych kmeniov kultivovanych na
vsetkych troch glycerolovych médiach. Vynimkou bola iba kvasinka M. fructicola 15, ktora tuto
kyselinu neprodukovala pri kultivicii na najnizom C/N 24. Dal§imi vyznamnymi kyselinami
obsiahnutymi v kvasinkovej biomase o vyssich mnozstvach boli aj palmitova, palmitoolejova a stearova
kyselina. Metodou plynovej chromatografie bolo zistené, Ze prave tychto pat’ mastnych kyselin tvorilo
hlavny profil zastGpenia mastnych kyselin vSetkych skiimanych kvasiniek rodu Metschnikowia
pouzitych v praci.

Z Obr. 23, az Obr. 27 je mozné vidiet, Ze vSetky kmene vykazovali veI'mi podobna produkciu
mastnych kyselin na oboch typoch médii (glukoza, glycerol). Vynimkou bola iba kvasinka M. sinensis
1244, u ktorej je zretelne vidiet', Ze produkcia niektorych typov mastnych kyselin bola odlisna. Ako
jediny kmen bola schopna na vsetkych glukozovych aj glycerolovych médiach produkovat’ najvyssi
obsah palmitovej a stearovej kyseliny. Zaroveii bola na tychto médiach aj najniz§im producentom
olejovej kyseliny. Odlisnost’ v produkcii mastnych kyselin by teda mohla pravdepodobne suvisiet
s genetickou vybavou tejto kvasinky.

Podobny profil mastnych kyselin kultivaciou na glycerole aj glukéze bol ziskany aj v predoslej
diplomovej praci zameranej na produkciu lipidov kvasinkami rodu Metschnikowia [78]. Najviac
zastipenou kyselinou bola rovnako ako je znazornené na Obr. 23 a Obr. 27 olejova a linolova kyselina.
Ur¢ité zastpenie profilu tvorili aj palmitova, stearova a palmitoolejova kyselina.
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Obr. 28: Profil mastnych kyselin kvasinky M. pulcherrima 1232 na glycerolovych médiach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina; C16:1- palmitoolejova kyselina; C18:0 — stearova kyselina,; CI18:1t- elaidova
kyselina; C18:1c- olejovd kyselina; C18:2c- linolova kyselina; C18:3d3-a-linolenova kyselina

U kvasinky M. pulcherrima 1232 bola produkcia kyseliny olejovej podporena rasticim C/N, kde na
médiu 150 bolo zaznamenané jej najvysSie % zastiipenie (61,66%). Obr. 28 znazorfiuje, ze obsah
palmitovej a stearovej kyseliny bol taktiez najvyssi v médiu C/N 150 a zaroven najniz$i na C/N 97.
Naopak pri pamitoolejovej kyseline bola najvy$Sia produkcia dosiahnutd na najnizSom C/N 24
a najnizsia opat’ na C/N 97. Pomer C/N 97 v8ak priaznivo vplyval na produkciu linolovej kyseliny, ktora
tu dosahovala svoje maximum 28,32%. ZvySenim C/N na 150 vsak jej produkcia poklesla takmer
0 12%. Kultivaciou M. pulcherrima 1232 na glycerole bol ziskany rozmanitejsi profil MK. Média s C/N
24 a 150 podporili produkciu stopového mnozstva inych mastnych kyselin patriacich do skupiny SFA,
MUFA a PUFA.
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Obr. 29: Profil mastnych kyselin kvasinky M. zizyphicola na glycerolovych médiach C/N 24, 97 a 150. C16:0-
palmitova kyselina; C16:1- palmitoolejovd kyselina; C18:0 — stearova kyselina; C18:1t- elaidova kyselina;
C18:1c- olejovd kyselina; C18:2c- linolova kyselina,; C18:3d3-a-linolenova kyselina

V porovnani s kvasinkou M. pulcherrima 1232 (Obr. 28) bola produkcia olejovej zvysujticim sa C/N
u kvasinky M. zizyphicola 1232 (Obr. 29) negativne ovplyvnena. So stipajucim C/N klesal aj obsah
palmitovej a palmitolejovej kyseliny. Pozitivny vplyv zvySujuceho C/N bol v8ak preukazany pri tvorbe
linolovej kyseliny, kde so vzrastajucim C/N rastlo aj % zastipenie kyseliny. Priamy vplyv C/N na
produkciu stearovej kyseliny nebol preukdzany, pretoze so zvySujucim sa C/N nedochéadzalo ani
k poklesu ani k rastu jej produkcie. Najvyssia produkcia bola zaznamenana na médiu s C/N 97, u C/N
troch médiach z velkej Casti tvoreny MUFA-mi, ktorych obsah sa pohyboval okolo 70%. Zvysné %
tvorili predovsetkym PUFA a z mensej Casti SFA. V pripade glycerolového média C/N 24 bolo vsak
u M. zizyphicola 1232 pozorované vyssie % zastipenie SFA (13,36%) ako PUFA (10,17%).
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Obr. 30: Profil mastnych kyselin kvasinky M. sinensis na glycerolovych médidach C/N 24, 97 a 150.

C16:0- palmitova kyselina; C16:1- palmitoolejova kyselina; C18:0 — stearovd kyselina,; CI18:1t- elaidova
kyselina; C18:1c- olejovd kyselina; C18:2c- linolovd kyselina; C18:3d3-a-linolenova kyselina

Zvysenie pripadne znizenie C/N nemalo u kvasinky M. sinensis 1244 priamy vplyv na produkciu
olejovej kyseliny, ked’Ze jej najvyssi obsah bol zaznamenany na médiu s C/N 97 (pozri Obr. 30).
Zvy$enim na C/N 150 produkcia mierne poklesla a na najnizsom C/N bolo zaznamenané najnizsie %
zastupenie spomedzi vsetkych troch médii. Zvysujuci pomer C/N vsak priaznivo vplyval na produkciu
palmitovej a linolovej kyseliny, ktorych obsah timerne rastol aj so stapajucim C/N. U kyseliny
palmitooleovej bola zaznamenana najvyssia produkcia na médiu s C/N 97, pricom zvySenim C/N na 150
dosiahla produkcia palmitoolejovej kyseliny svoje mimimum. Stearova kyselina bola kvasinkou M.
sinensis 1244 najviac produkovana na médiach s CN 150, na médiach s C/N 97 v8ak dosiahla pri
porovnani vSetkych troch médii najnizsie hodnoty. Aj v tomto pripade boli na jednotlivych médiach
produkované stopové mnozstva niektorych SFA, MUFA a PUFA. Profil mastnych kyselin d’alSich
skiimanych kmefiov znazortiuju Obr. 72 - Obr. 76, ktoré st uvedené v sekcii PRILOHY.

5.2.2 Screening produkcie lipidov s vyuZzitim odpadnej srvatky

Produkcia lipidickych latok a biomasy bola sledovana aj na odpadnom substrate v podobe srvatky.
Srvatka predstavuje hlavny vedlajsi produkt pochadzajlici z mliekarenského priemyslu, ktory je
produkovany vo velkych a neustile sa zvySujucich mnozstvach. VacsSina srvatky je spracovavana v
procese likvidacie, ¢im dochadza k vyraznému znecisteniu zivotného prostredia kvoli organickej zat'azi,
a taktiez aj k strate vyznamnych mlieénych zloZiek s vysokou nutri¢nou hodnotou. V stcasnosti je teda
zvySena pozornost” venovana vyvoju ucinnych anizko ndkladovych metdd, ktoré by boli schopné
odstrafiovat’ srvatku bez negativnych environmentélnych dopadov. Jednou z moznosti je aj proces
biotechnologickej valorizacie srvatky, pri ktorom sa sucasne znizuje zneCistenie a taktiez dochadza
k produkcii mikrobialnych metabolitov s pridanou hodnotou. Jednym z cielom prace bol screening
potencialnej utilizacie odpadnej srvatky ako primarneho zdroja uhliku k produkcii mikrobialnej biomasy
(single-cell protein - SCP) a lipidov (single-cell oil — SCO) kvasinkami rodu Metschnikowia.
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Obr. 31: Porovnanie produkcie biomasy a lipidov na srvdtkovom médiu

Z grafu znazorneného na Obr. 31 je mozné vidiet, ze vsetky kultivované kmene boli schopné rast’ na
srvatkovom médiu, pricom produkcia biomasy sa pohybovala od 3,32-11,79 g/l. Ziskané vysledky
taktiez indikuju, Ze srvatka bola vhodnym substratom aj pre akumuldciu zna¢ného mnozstva lipidov
v mikrobialnych bunkach. Najnizsia hodnota biomasy bola zaznamenana u kmena M. pulcherrima 1232
S obsahom mikrobidlnych lipidov 4,87 % celkovej biomasy. Zo ziskanych vysledkov bolo zistené, Ze
najvyssim producentom biomasy bol kment M. sinensis 1244, kde hmotnost’ suchej biomasy
zaznamenala narast na 11,79 g/l. Zaroven bola u tejto kvasinky preukazana aj najvysSia produkcia
lipidov v kvasinkovych bunkach ktoré tvorili 7,96% predstavujacich 0,94 g/l. NajnizSia akumulacia
intracelularnych lipidickych latok, ktoré tvorili 4,26 % (0,17 g/l) bola pozorovana u kvasinky M.
pulcherrima 145.

V stcasnosti nie je zname, ze by kvasinky rodu Metschnikowia patrili medzi mikroorganizmy, ktoré
su schopné vyhradne a vo vysokej miere vyuzivat' pre svoj rast Cista laktozu ako hlavny substrat. Pri
kultivacii bola pouzita neupravena lyofilizovana srvatka. Kedze vi¢Sina kvasiniek rastiec najmi na
glukézovych médiach, je mozné predpokladat’ ze vysSie vytazky ako biomasy tak aj mikrobialnych
lipidov by bolo mozné dosiahnut’ na médiach s hydrolyzovanou pripadne inak upravenou srvatkou.
Externy pridavok laktazy do média by mohol sposobit’ Stiepenie laktozy na jednoduché cukry glukézu
a galaktozu, ¢o by mohlo byt pre kvasinky rodu Metschnikowia vyhodnejSie z hl'adiska lepSiemu
pristupu a utilizacie jednoduchych cukrov. Vyssie vytazky mikrobialnych lipidov by mohli byt taktiez
dosiahnuté vic¢Sou limitaciou externych anorganickych zlucenin obsahujicich dusik. Proces
uskladnovania lipidov byva casto ovplyvneny obsahom cukrov. V porovnani s kultivaciou na médiach
kde bola ako hlavny substrat pouzita Cista glukdza bolo dosiahnutych vysSich hodndt vyprodukovane;j
biomasy v porovnani so srvatkovymi médiami.
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Obr. 32: Percentudlne zastupenie mastnych kyselin v bunkdch kvasiniek kultivovanych na srvatkovom médiu

Kvasinky rodu Metschnikowia boli kultivované s cielom produkcie lipidickych latok aj na odpadnom
substrate v podobe srvatky. Ku kultivacii bola vyuzita Cista lyofilizovana srvatka bez akejkol'vek
upravy. Profil ziskanych mastnych kyselin z biomas jednotlivych kmefiov je zobrazeny na Obr. 32.
Vyuzitie srvatky ako primarneho zdroja uhlika viedlo k produkcii velkého mnoZstva rozli¢nych
mastnych kyselin. U vSetkych kmenov bola potvrdena pritomnost’ myristovej kyseliny so zastipenim
od 2,50% do 6,94%. V podstatne va¢Som mnozstve tvorila profil mastnych kyselin hexadekanova
kyselina, ktora sa v najvdéSom mnozstve nachadzala u kmenia M. chrysoperlae 1158, kde tvorila
23,94%. MenSie mnozstvo spomedzi naakumulovanych kyselin predstavovala stearova kyselina.
Rovnako ako aj u predchadzajucich kultivacii, najviac zastupenou kyselinou bola aj v pripade
srvatkovych médii kyselina olejova. Zasttipenie tejto kyseliny sa u kmenov pohybovalo od 33,37% (M.
chrysoperlae 1158) az do 44,21% (M. pulcherrima 145) Z Obr. 32 je mozno pozorovat, ze vyznamné
mnozstva boli zaznamenané aj v pripade produkcie linolovej kyseliny. Najvys$§im producentom bola
kvasinka 1232 so zastipenim 30,05%, najniz§imi producentmi boli kvasinky M. chrysoperlae 1158 a M.
fructicola 1235 so zastapenim linolovej kyseliny 16,07% a 16,08%. V malom mnozstve (0,61%- 3,64%)
bola v biomase vsetkych kvasiniek zastupena aj a-linolenova kyselina. Jednotlivé kvasinky boli
zaujimavé aj produkciou inych kyselin patriacich do skupin SFA, MUFA a PUFA, ktoré vSak tvorili
vel'mi malé % zastiipenia mastnych kyselin.

5.2.3 Kaultivacia kvasiniek rodu Metschnikowia na odpadnom Zivo¢iSnom tuku

Pred samotnou kultivaciou kvasiniek rodu Metschnikowia na zivoéisnom tuku bol tento odpadny
substrat podrobeny analyze plynovou chromatografiou s FID detektorom. Ciel'om analyzy bolo zistit’
obsah uhlika v tuku, ktory vo vhodnom pomere C/N nahradi v kultivanych médiach uhlik z glukozy.
Celkovy obsah uhlika v tuku pochéadzajuci z triacylglycerolov bol stanoveny na 76,78%. Jednotlivé
zastipenie mastnych kyselin, ktoré tvorili TAG je zobrazené na Obr. 33.
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Profil MK odpadného Zivocisneho tuku
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Obr. 33: Profil mastnych kyselin odpadného Zivocisneho tuku

Ziskany profil MK z odpadného zivoc¢isneho tuku znazorfiuje Obr. 33. Odpadny tuk bol tvoreny
predovSetkym SFA, ktoré predstavovali 50,53% vSetkych MK, v menSom zastapeni 43,20% boli
obsiahnut¢é MUFA. Zastipenie PUFA bolo pomerne nizke a tvorili iba 6,27% MK. Hlavnymi
zastupcami SFA v odpadnom tuku boli kyselina palmitova (25,21%) a kyselina stearova (21,46%).
Mensi % podiel tvorila aj kyselina myristova (2,43%), v stopovom mnozstve boli obsiahnuté kyseliny
ako lignocerova, laurova, oktanova, pentadekanova, behenova a trikosanova. Najvyssi % podiel zo
vs$etkych mastnych kyselin predstavovala olejova kyselina (39,60%), ktora patri medzi mononensytené
MK. Dalsou MUFA, ktora bola v malom mnozZstve obsiahnutd vo vzorke Zivo&isneho tuku je aj
palmitoolejova kyselina. Jej % zastipenie tvorilo iba 2,71%. V ovel'a men§om mnozstve boli obsiahnuté
d’alsie mononenasytené MK ako myristoolejova, elaidova, cis-11-eikosenova a nervonova kyselina.
Ako uz bolo spominané obsah PUFA v Zivo¢isnom tuku bol pomerne nizky. Tvorila ho predovsetkym
linolova kyselina (5,27%). Z menej zastipenych PUFA mozno spomenut’ aj a-linolénovi, arachovu
a dokosahexaenovu kyselinu.

5.2.3.1 Produkcia lipolytickych enzymov kvasinkami rodu Metschnikowia

Pri spektrofotometrickom stanoveni lipazovej aktivity su vyuzivané najma syntetické lipazové substraty.
Enzymaticky katalyzovanou hydrolyzou dochadza k premene tychto substratov na produkty, ktoré je
mozné detegovat’ spektrofotometricky. Ako substraty najcCastejSie slizia p-nitrofenylové a naftylové
estery mastnych kyselin s dlhym uhlikatym retazcom. Lipolyzou p-nitrofenyl esterov (lauraty,
palmitaty, oleaty) vznika Zlto sfarbeny p-nitrofenol, ktory je mozné stanovit’ spektrofotometricky pri
405-410 nm 79.

U vybranych kvasiniek rodu Metschnikowia bol v kvapalnom produkénom médiu prevedeny
kvantitativny screening enzymovej aktivity lipaz za pouzitia uz spominanej spektrofotometrickej
metody s p-nitrofenylpalmitatom. Nasledne bolo zmerané mnoZstvo p-nitrofenolu, ktoré sa uvolnilo
pdsobenim enzymu na pP-NPP. Lipazova aktivita u jednotlivych kmetiov bola vyjadrend v jednotkach
nmol/ml.min. Ked’Ze produkcia lipaz je ovplyvnena roznymi faktormi ako napriklad zdroj uhlik, dusika,
obsah ionov kovov, inkuba¢na teplota, povrchovo aktivne latky (surfaktanty) a pH, podmienky behom
experimentu boli postupne optimalizované s ciel'om dosiahnut’ ¢o mozno najvyssie enzymové aktivity.
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Pre produkciu lipaz boli v predlozenej praci Studované tri typy médii: glukéza (kontrola), odpadny tuk,
odpadny tuk s pridavkom Tweenu 80.

Tab. 11: Kalibracnd krivka p-nitrofenolu

Koncentracia (g/1) 0,005 | 0,010 | 0,015 | 0,020 | 0,025 | 0,030 | 0,035 | 0,04 | 0,045 | 0,050

Absorbancia (405 nm) | 0,252 | 0,367 | 0,578 | 0,745 | 0,879 | 1,053 | 1,280 | 1,446 | 1,678 | 1,727
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Obr. 34: Kalibracna krivka p-nitrofenolu

Enzymova aktivita lipaz (inokulum)
14
1,2

1

o

0

0
0
g ILLLEERInL
0,0

1158 1232 1235 1241 1244 1247 1250 145

a [nmol/min.ml]
S ]

N

® Kontrola ®Tuk B Tuk+Tween 80

Obr. 35: Enzymovd aktivita lipaz (inokulum)

Pre stanovenie enzymovej aktivity lipaz kvasiniek rodu Metschnikowia boli pouzité kultivaéné média
obsahujuce ako hlavny zdroj uhlika odpadny tuk. Do jednej kultivacnej série obsahujucej tuk bol navyse
pridany aj emulzifikator vo forme polysorbatu 80 (Tween 80). Na Obr. 35 je mozné vidiet’ porovnanie
lipolytickej aktivity, ktori kvasinky vykazovali na tukovych médiach a na médiach s pridavkom
Tweenu 80. U vSetkych kmenov kultivovanych na uz spominanych substratoch bola potvrdena
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produkcia lipazy. Z Obr. 35 je mozné vidiet, ze celkovo najniZ8ia enzymova aktivita lipaz na ¢istom
odpadnom tuku bola zaznamenana u kmena M. shanxiensis 1250 — (0,505 nmol/min-ml). Aj napriek
tomu, ze lipidové substraty vac¢sinou podporuji produkciu lipaz, v tomto pripade kvasinka produkovala
malé mnozstvo lipolytickych enzymov. Tukovy substrat predstavoval pre tuto kvasinku pravdepodobne
zlozity uhlikaty zdroj, preto nebola schopna rast’ a vytvarat’ viac novych buniek, ktoré by produkovali
vacsie mnozstvo lipaz. Pridavkom Tweenu do média vSak mézeme pozorovat zvySenie lipazovej
aktivity na hodnotu 0,784 nmol/min-ml. Je teda mozné predpokladat’, ze v pritomnosti emulzifikatoru
u tohto kmena doslo k efektivnejSiemu vyuzitiu odpadného tuku, ¢im sa zvysil aj pocet buniek
produkujucich lipazy. Podobny trend lipdzovych aktivit moZzno pozorovat aj u d’alSich skiimanych
kmenov — M. chrysoperlae 1158, M. fructicola 1235, M. sinensis 1244, M. pulcherrima 145 a M.
fructicola 15. V porovnani s tukovym médiom bola vysSia lipazova aktivita utychto kmetov
pozorovana na médiu S polysorbatom. Tween Ciastocne prispel k lepsej emulgacii tukového média, ¢im
viac buniek ziskalo lepsi pristup k tuku, a tym bola u tychto kmenov zaznamenana vyssia lipazova
aktivita. Vynimku tvorili kmene M. pulcherrima 1232, M. andauensis 1241, M. zizyphicola 1247, M.
pulcherrima 147, M. pulcherrima 149, M. andauensis 129, u ktorych bola enzymova aktivita vyssia na
¢istych tukovych médiach. U tychto kmenov sa preukazalo, Ze st schopné vyuzivat’ tukové médium pre
d’al$i rast aj bez nutnosti pridania latky, ktora by im ulah¢ila pristup k substratu a tym padom je
pozorovana aj vysSia produkcia lipadz. Najvyssia lipolyticka aktivita pozorovana na ¢istom tukovom
médiu bola zaznamenana u kmetia M. sinensis 1244 s hodnotou 1,005 nmol/min-ml. U tohto kmefia bola
zaroven pozorovand aj najvysSia enzymova aktivita lipdz na médiach obsahujticich Tween 80, kde
predstavovala 1,304 nmol/min-ml. Na tomto priklade m6zeme pozorovat’ pozitivny vplyv emulga¢nych
vlastnosti Tweenu 80. Ten mdze okrem iného vystupovat’ v médiach aj ako zdroj uhlika ¢im mo6ze byt
kladne ovplyvnena aj produkcia lipaz. Kvasinky vyzaduja pre svoj rast uhlik, ¢im viac uhlika, tym viac
moézu rast, atym vicSia produkcia enzymov. Najnizia lipazova aktivita na tukovych médiach
s Tweenom bola zaznamenana u kmenia M. pulcherrima 1232- 0,524 nmol/min-ml. Z Obr. 35 je mozné
vidiet, ze pomerne vysoka enzymova aktivita lipdz bola pozorovand u vsetkych kvasiniek
kultivovanych na kontrolnych médiach, kde ako zdroj uhlika vystupovala glukéza. Kvasinkam boli
pravdepodobne vytvorené vhodné podmienky pre rast v dosledku ¢oho bola pozorovana aj produkcia
lipaz. Lipazové aktivity pozorované na kontrolnych médiach v ani jednom pripade neprekrocili aktivity
namerané na médiach s ¢istym tukom a s pridavkom Tweenu. Z toho mézeme usudit, Ze v porovnani
S kontrolnymi médiami lipidovy substrat ¢iastocne indukoval produkciu lipolytickych enzymov.
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Obr. 36: Enzymova aktivita lipzaz (bez inokula)
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Obr. 36 znazoriuje enzymovu aktivitu lipaz kvasiniek rodu Metschnikowia. U tychto typov médii
nebolo k zaofkovaniu pouzité 24 h inokulum, ale kultary boli do médii prenesené priamo zo zasobnej
Petriho misky. Tym, Ze kvasinky nemali pristup ku gluko6ze ani k zvy$nym zlozkam pochadzajucich
z inokula boli Ciasto¢ne vystavené stresovym podmienkam. Porovnanie produkcie lipaz v zavislosti na
spdsobe ockovania bude diskutované v nasledujucich odsekoch.

Rovnako ako v pripade inokulovych médii, aj tu moézeme pozorovat, ze vSetky kvasinky produkovali
lipazy. Najnizsia lipolyticka aktivita na tukovom médiu bola zaznamenana u kmetia M. andauensis 129
s hodnotou 0,495 nmol/min.ml. U tejto kvasinky mozno pozorovat' aj velmi pribuzné hodnoty
enzymovej aktivity lipdz na kontrolnom médiu (a=0,486 nmol/min- ml). Lipidovy substrat vo forme
odpadného tuku u tejto kvasinky pravdepodobne moc nepodporoval syntézu lipaz, zvysent produkciu
mozno pozorovat’ az po pridani emulgatoru do média, kde doslo k dvojnasobnému narastu produkcie
lipaz. Pridavok emulgatoru mal pozitivny u¢inok aj u inych skiimanych kvasinkovych kmenov. Obr.
36znazoriuje, Ze vysSie enzymové aktivity na médiach s tweenom boli v porovnani s ¢istym tukom
sledované u kmeniov M. chrysoperlae 1158, M. pulcherrima 1232, M. andauensis 1241, M. pulcherrima
147, M. pulcherrima 149, M. andauensis 129. Naopak ostatnym kmefiov k vys$§im lipdzovym aktivitam
vyhovovala skér pritomnost’ Cistého tuku. Ten najviac stimuloval produkciu enzymu u kmeiia M.
fructicola 1235, kde aktivita dosahovala hodnoty 0,813 nmol/min-ml. V pripade médii s Tweenom bola
najvyssia aktivita pozorovana u kmena M. pulcherrima 1232 (1,092 nmol/min-ml) , najnizsia u kmena
M. shanxiensis 1250 (0,514 nmol/min-ml).

V porovnani sinymi kvasinkami boli namerané enzymové aktivity lipdz kvasiniek rodu
Metschnikowia pomerne malé. U kvasinky Y. lipolytica bola po 72 h kultivacii produkcia
extracelularnych lipaz stanovena na 2,8-:10* nmol/min-ml, u jej mutantnych kmefiov bola produkcia
zvySena dokonca az na 1-10° nmol/min-ml [80]. Pomerne vysoka produkcia lipolytickcyh enzymov bola
zaznamenana aj u kvasinky C. rugosa. Jej kultivaciou na palmitovej kyseline, ako hlavny zdroj uhlika,
predstavovala extracelularna lipaza 4,3-10° nmol/min-ml [81]. Zo ziskanych vysledkov bola
v predlozenej praci najvyssia produkcia lipaz stanovena na 1,304 nmol/min-ml u kvasinky M. sinensis
1244.  Aktivita lipdz mbéze byt ovplyvnena viacerymi faktormi ako napriklad zlozenie a pH
kultivaéného média, doba kultivacie, teplota a v neposlednom rade aj genetickou vybavou kvasinkovej
bunky.
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Obr. 37: Porovnanie enzymovej aktivity lipaz na odpadnom tuku s inokulom / bez inokula
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Nasledujtci Obr. 37 pojednava produkciu lipolytickych enzymov na tukovych médiach v zavislosti na
spdsobe naockovania produkénych médii. U jednej sady médii bolo k nao¢kovaniu pouzité predom
pripravené 24 h inokulum zasobnych kultar, kym v druhej sade médii boli kvasinkové bunky prevedené
priamo do produkénych médii zo zasobnych Petriho misiek. Z Obr. 37 m6Zeme vidiet,, Ze u siedmich
kvasinkovych kmenov bola vyrazne vysSia enzymova aktivita zaznamenana na médiach, kde bolo
k o€kovaniu pouzité 24 h inokulum. Sucasne na inokulovanom médiu bola zaznamenana aj najvyssia
lipolyticka aktivita u kmenia M. sinensis 1244. Z toho vyplyva, ze pri produkcii lipaz pravdepodobne
kvasinky vyuZzivali aj zdroj uhlika vo forme glukoézy, ktora bola v malom mnozstve prenesena do
produkéného média. Glukéza spolu stukom vytvorili kvasinkdm vhodné podmienky pre rast
a mnozenie, ¢im bola zabezpecend aj vyssia produkcia enzymu. VysSia enzymova aktivita mohla byt
spdsobena aj tym, ze do média uz boli prenasané ¢iastocne narastené bunky. Tym padom sa v médiu
nachadzalo vicsie mnozstvo buniek, ktoré mohli produkovat’ lipazy. Najvyssej produkcie lipaz bolo
dosiahnutého u kvasinky M. sinensis 1244, o nie¢o menSie mnozstva produkovala kvasinka M.
pulcherrima 147 a M. pulcherrima 1232. V médiach, kde bola kultara zaockovana zo zasobnych Petriho
misiek, boli bunky vystavené miernym stresovym podmienkam. Ked’Ze boli prenesené rovno do média
pravdepodobne vyzadovali dlhsi ¢as, kym sa adaptovali na tukové prostredie a dostali sa do faze vhodne;j
pre produkciu enzymu. Rovnako bola v tychto médiach pravdepodobne produkcia limitovana aj
z dévodu, Ze sa v nich nachadzalo mensSie mnozstvo buniek v porovnani s inokulovanymi médiami.
Tento trend vSak nebol pozorovany u vsetkych skimanych kmenov. Kvasinky M. fructicola 1235, M.
shanxiensis 1250, M. pulcherrima 145 a M. fructicola 15 preukazali vysSie lipazové aktivity na médiach,
kde sa zvyskova glukdza nenachadzala. Mozno prave tym, Ze boli kvasinky vystavené vacSiemu stresu
bola produkcia lipaz stimulovana. Vzhl'adom k tomu, Ze mali k dispozicii iba odpadny tuk, museli sa
tak rychlo adpatovat’ na nové prostredie a zacat’ produkovat’ enzymy potrebné k tomu, aby mohli dalej
utilizovat’ tuk ako zdroj uhlika. NajvysSia enzymova aktivita na médiach obsahujucich iba tuk bez
d’alsich zvyskovych latok bola pozorovana u kmena M. fructicola 1235, 0 nie¢o mnesia aktivita lipaz
bola pozorovana u kmeniov M. pulcherrima 145 a M. fructicola 15.
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Obr. 38: Porovnanie enzymovej aktivity lipaz na odpadnom tukus pridavkom Tweenu 80 s inokulom / bez inokula

Obr. 38 znazornuje enzymovu aktivitu lipdz pozorovani na tukovych médiach s pridavkom Tweenu 80
ako emulgatoru. Vzajomne st medzi sebou porovnavané média obsahujuce zvyskova glukézu z inokula
a Cisté tukovo-tweenové média bez obsahu glukozy. Z Obr. 38 je mozné vidiet’ Ze rovnako ako pri
tukovych médiach, aj tu je u vacsiny kmenov zaznamenana vyssia enzymova aktivita v pripade médii s
malym obsahom zvyskovej glukdzy. Konkrétne najvysSia enzymova aktivita bola pozorovana u kmena
M. sinensis 1244, pomerne vysoké hodnoty enzymovych aktivit boli dosiahnuté aj u kmetiov M.
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chrysoperlae 1158 a M. fructicola 15. VeI'mi podobné enzymové aktivity ako na médiach s inokulom
¢i bez boli pozorované u kmenia M. pulcherrima 145. Pridavok Tweenu mal teda obdobny ucinok na
produkciu lipaz v oboch typoch médii a ani maly obsah glukézy tu vyrazne neovplyvnil syntézu
enzymu. Vynimku vSak opat’ tvorili niektoré kmene (M. pulcherrima 1232, M. andauensis 1241, M.
pulcherrima 149, M. pulcherrima 145, M. andauensis 129), ktorym k produkcii lipaz vyhovovalo viac
tukovo-tweenove médium bez zvyskovej glukozy. Tieto kmene sa dokazali adaptovat’ na podmienky
média a boli schopné produkcie vacsiecho mnozstva lipaz. Najvyssia enzymova aktivita na médiach bez
inokula bola pozorovana u kmena M. pulcherrima 1232, vyssie hodnoty dosahovali aj kvasinky M.
pulcherrima 149 a M. andauensis 129.

Zo ziskanych vysledkov vSak nemozno presne urcit’ a definovat’, ktoré podmienky pre produkciu
lipaz vyhovovali kvasinkam rodu Metschnikowia najviac. Prilozené grafy zobrazuju, ze lipazové
aktivity boli rozdielne v zavislosti na jednotlivych kmenoch. Kym jednému kmenu mohli vyhovovat
tukové média so zvyskovou gluk6zou, u druhého kmeiia to mohlo byt zas opacne a zlozky tychto médii
boli pre produkciu vy$siecho mnozstva lipaz nedostacujiice. Globalne teda nemozno definovat’ presné
podmienky zvySenia lipazovej aktivity, ktoré by platili rovnako pre vSetky kvasinkové kmene v tomto
rode. KedzZe kazdy jeden kmen kvasiniek z rodu Metschnikowia je jedine¢ny, ma aj rozdielne naroky na
zdroj uhlika, Ziviny a podobne.

Vicsina kvasiniek vykazuje vyssie hodnoty lipazovej aktivity behom neskorsej exponencialnej faze.
z moznych pricin nizsich lipazovych aktivit mohol byt aj fakt, Ze aktivita nebola pozorovana prave
behom neskorsej exponencionalnej faze rastovej krivky. Vzorky z jednotlivych kultivaénych médii boli
odoberané po 7- dennej kultivacii kedy sa bunky uz pravdepodobne nachéadzali v neskorSej stacionarne;j
faze az vo faze odumierania. Vplyv na produkciu lipaz ma aj pouzity zdroj uhlika. Pridavkom véc¢sieho
mnozstva glukézy ako zdroja energie by lipazova aktivita mohla u niektorych kmenov stapnut. Pre
zvysenie aktivity extracelularnych lipaz sa ¢asto do média pridavaja aj povrchovo aktivne latky [82,83].
V predlozenej praci bol pri skiimani lipazovych aktivit pouzity Tween 80 (neidnovy polyoxyethylénovy
detergent) , ktory stimuluje biosyntézu a sekréciu lipaz pretoze zvysSuje permeabilitu buniek a ul'ahcuje
export lipazy cez bunkovli membranu. Rozne Stadie preukazali, ze vhodnym uhlikatym substratom,
ktory dokaze zvySovat’ syntézu lipaz je olivovy olej. Ten obsahuje priblizne 55-83% olejovej kyseliny,
ktora posobi ako induktor pre tvorbu génu kodujuceho syntézu lipaz [82,83]. U niektorych kvasiniek
bola skimana aj produkcie lipaz za pouzitia glycerolu. Ked’Ze vznika ako odpadny produkt pri vyrobe
biopaliv v stCasnosti predstavuje jednu z nizkonakladovych surovin, ktoré by mikrobidlnymi
konverziami mohli byt’ zuZitkované na produkty s pridanou hodnotou. Pri pouZiti samotného glycerolu
pre syntézu lipaz vsak boli preukdzané jeho inhibi¢né i¢inky, preto sa casto pouziva s inymi latkami
ktoré naopak syntézu aktivujti napr. olivovy olej [82,83].

5.2.3.2 Produkcia lipidov s vyuzitim odpadného Zivocisneho tuku

Kultivacia kvasiniek rodu Metschnikowia bola prevadzana aj na médiach , kde bol ako hlavny zdroj
uhlika pouzity odpadny Zivo¢isny tuk ziskany zo spolo¢nosti NorskProtein, Norsko. So vzrastajicim
rozmachom misového priemyslu vznika coraz viac a viac zivoc¢isneho tuku ako vedlajsieho produktu,
ktory sa v si€asnosti povazuje za jeden z hlavnych zdrojov pri vyrobe bionafty. Z chemického hl'adiska
su zivo¢isne tuky triacylglyceroly, v ktorych je glycerol esterifikovany tromi mastnymi kyselinami.
Zivodisne tuky su charakteristické vy$§im obsahom nasytenych mastnych kyselin alebo mastnych
kyselin s dlhym retazcom [56].
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Obr. 39: Porovnanie produkcie biomasy a lipidov na tukovom médiu s C/N pomerom 24

Opit’ boli média pripravené s ucelom zachovania vybraného pomeru C/N a konkrétne boli pouzité
pomery 24 97 a 150. Z Obr. 39 je moiné vidiet, 2e produkcia mikrobia'llnej biomasy u kmeﬁa M.
v ramci kultivacii na tukovych médiach s C/N 24. V porovnani s najvys$im producentom biomasy
kvasinkou M. andauensis 1241 boli vytazky biomasy u M. pulcherrima 1232 priblizne 20-krat nizsie.
S najvyssou produkciou biomasy 15,67 g/l bola kvasinka M. andauensis 1241 druhym najvyss$im
producentom mikrobidlnych lipidov, ktoré predstavovali 13,86 % celkovej hmotnosti vysusenej
biomasy (2,17 g/l). Najvacsia akumulacia lipidickych latok v kvasinkovej bunke bola zistena u kmena
M. fructicola 15, ktoré tvorili 14,69 %.
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Obr. 40: Porovnanie produkcie biomasy a lipidov na tukovom médiu s CIN pomerom 97

U tukového média C/N 97 vykazovala najvys$siu produkciu lipidov kvasinka M. fructicola 15. Obsah
lipidov tvoril 15,15% hmotnosti biomasy, ktory predstavoval 0,52 g/l. Druha najvyssia produkcia
lipidov bola zaznamenana u kvasinky M. andauensis 1241 kde lipidy predstavovali 14,39 %. Obr. 40
znazoriuje, ze vsetky kvasinky boli schopné akumulacie viac ako 5% lipidov vo svojich bunkach.
Najvyssia produkcia biomasy (4,50 g/1) bola dosiahnuta u kvasinky M. andauensis 1241. Najmenej
biomasy vyprodukovala kvasinka M. pulcherrima 1232 (0,37 g/1), ktora bola zaroven aj najmensim
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producentom lipidov. Mnozstvo naakumulovanych lipidov u kvasinky M. pulcherrima 1232
predstavovalo 5,92%.
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Obr. 41: Porovnanie produkcie biomasy a /lipidov na tukovom médiu s C/N pomerom 150

V ramci porovndvania tukovych médii boli na pomere C/N dosiahnuté relativne najnizSie vytazky
biomasy. Podobne ako u predchadzajucich kultivaénych médii s tukom bola opat’ zaznamenana
najnizsia produkcia biomasy u kmena M. pulcherrima 1232. Konkrétne na tomto médiu bolo ziskané
najmensie mnozstvo suchej biomasy, ktora tvorila iba 0,35 g/l. Zaroven bolo v tejto biomase
zaznamenana aj najniz§ia akumulacia lipidov 2,48 % (0,01 g/1). Na prilozenom Obr. 41 je mozno vidiet’,
ze hodnoty vyprodukovanych biomas u vSetkych skimanych kmenov vykazuji pomerne nizke hodnoty.
Najvyssia dosiahnuta hodnota biomasy sa pohybovala okolo 4,38 g/l. Limitaciou dusikatého zdroja
v médiach s obsahom tuku C/N 150 doslo k miernemu zvySeniu akumulacie lipidov v bunkach
kvasiniek. Celkovo bolo zo vSetkych tukovych médii na pomere C/N 150 zaznamenané najvicsie
mnozstvo lipidov pohybujutce sa okolo 20,35% (0,88 g/1) u kvasinky M. zizyphicola 1247 a zaroven aj
najniz8§ie mnozstvo lipidov vyprodukovanych kvasinkou M. pulcherrima 1232.

Najnizs§ia produkcia biomasy bola zaznamenana kultivaciou na odpadnom tukovom substrate. Tento
jav mohol byt spdsobeny tym, ze kvasinky pravdepodobne neboli schopné v dostatoénom mnozstve
utilizovat’ Cisty tuk. Uhlik obsiahnuty v substrate bol pre ne tazko dostupny, €o sa odrazilo na mnozstve
vyprodukovanej biomasy. Pre lepSie spristupnenie tuku kvasinkdm by bolo vhodné pouzit
emulzifikator, ktory by zabezpecil lepsiu disperziu tukovych casti vo vodnej faze kultivacného média.
Ako emulgacné ¢inidlo na pripravu stabilnych emulzii typu olej vo vode je mozné vyuzit polysorbat 20,
80 (Tween 20, 80). Dalou z moznosti ako zvysit' produkciu biomasy na tukovom substrate by mohlo
byt jeho pouzitie vo forme hydrolyzatov (kysely/bazicky). Ked’ze kvasinky preukazali pomerne vysoké
produkéné vlastnosti na médiach s glycerolom, po hydrolyze tuku by mohol prave glycerol vystupovat
ako hlavny uhlikaty zdroj pre utilizaciu kvasinkami. Hydrolyza tuku by vSak mohla byt’ prevadzana aj
prostrednictvom pridavku externej lipazy do média.

5.2.3.3 Analyza profilu mastnych kyselin produkovanych na tukovych médidch

Pomocou techniky plynovej chromatografie bol u vsetkych studovanych kvasiniek rodu Metschnikowia
sledovany profil mastnych kyselin naakumulovanych v bunkach. Profil mastnych kyselin bol medzi
kmenmi vzajomne porovnavany podl'a pouzitého typu média. Ziskané vysledky boli zhrnuté do grafov,
ktoré zachytdvaju percentudlne zastipenie jednotlivych mastnych kyselin.
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Obr. 42: Percentudlne zastiupenie mastnych kyselin v bunkdch kvasiniek kultivovanych na tukovom médiu s CIN
pomerom 24

Profil mastnych kyselin ziskanych kultivaciou kvasiniek na odpadnom tuku s C/N 24 znazornuje Obr.
42. U vsetkych skimanych kmefiov sa potvrdila pritomnost’ palmitovej a palmitoolejovej kyseliny.
V malom mnozstve bola u vSetkych kvasiniek zastipend aj kyselina stearova. Spomedzi vSetkych
mastnych kyselin bola najviac produkovana olejova kyselina. V bunkach niektorych kvasiniek jej obsah
tvoril zastapenie az 74,82 % (M. zizyphicola 1247), 74,77% (M. chrysoperlae 1158) a 72,92% (M.
pulcherrima 145) z celkovych mastnych kyselin. Pri kultivacii na C/N 24 tvorilo zastipenie olejove;j
kyseliny u vSetkych kmenov vzdy viac ako polovicu obsahu mastnych kyselin. Najniz§im producentom
bol kmeni M. pulcherrima 1232, u ktorého bola olejova kyselina zastupena 57,11%. Rovnako ako aj
u inych kultivacii na tukovom médiu preukazali kvasinky rodu Metschnikowia schopnost’ produkovat’
linolova a a-linolenova kyselinu. Z Obr. 42 je mozné vidiet', Ze v porovnani produkcie tychto dvoch
kyselin bola v zna¢ne vy$§§om mnozstve produkovana kyselina linolova, pricom jej najvyssie zastupenie
bolo zistené v bunkach kvasinky M. sinensis 1244 (18,73%). Obsah a-linolenovej kyseliny sa pohyboval
v rozmedzi od 0,83% (M. pulcherrima 147) do 4,68% (M. sinensis 1244).
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Obr. 43: Percentudlne zastiupenie mastnych kyselin v bunkdch kvasiniek kultivovanych na tukovom médiu s CIN
pomerom 97

Zvysenim C/N na 97 v tukovom médiu boli ziskané mastné kyseliny, ktorych % zastipenie je mozné
vidiet' na Obr. 43. Rovnako ako aj pri médiu s niz§im C/N kvasinky vykazovali podobny trend
v produkcii mastnych kyselin. Opét’ bola u vSetkych skimanych kvasiniek zistena pritomnost’ olejovej,
palmitovej, stearovej a palmitoolejovej kyseliny. V porovnani s produkciou stearovej a palmitoolejovej
kyseliny na tukovom médiu C/N 24 je mozné u niektorych kmenov pozorovat’ mierny pokles obsahu
tychto kyselin zvySenim C/N. U vsetkych skimanych kmenov bola potvrdena aj pritomnost’ linolovej
kyseliny. Urcité % zastlipenie tvorila v biomase aj kyselina a-linolenova s vynimkou kmena M.
pulcherrima 1232 u ktorého jej pritomnost’ nebola preukazana. Rovnako ako pri C/N 24 (Obr. 42) aj
u C/N 97 (Obr. 43) bol u kmena M. sinensis 1244 spomedzi ostatnych kvasiniek pozorovany zvyseny
obsah Q-3 mastnej a-linolenovej kyseliny. Pri C/N 24 predstavoval obsah a-linolenovej kyseliny 4,68%
u C/N 97 sa obsah mierne zvysil na 5,93%.
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Obr. 44: Percentudlne zastiupenie mastnych kyselin v bunkdch kvasiniek kultivovanych na tukovom médiu s CIN
pomerom 150
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Obr. 44 znazoriiuje obsah mastnych kyselin vyskytujticich sa v biomase kvasiniek, kultivovanych na
tukovom médiu v C/N 150. Aj na tomto médiu bola zaznamenana produkcia palmitovej, palmitoolejove;j
a stearovej kyseliny. U kmena M. pulcherrima 1232 bola pozorovana pomerne vysoka produkcia
palmitovej kyseliny v porovnani s vytazkami ziskanymi na médiach s C/N 97 a 150. Na tukovom médiu
s C/N 150 bol dosiahnuty vytazok kyseliny palmitovej az 29,87%. Pomerne zvySené vytazky boli
zaznamenané aj pri produkcii stearovej kyseliny pohybujuce sa od 0,88% (M. andauensis 1241) do
14,06% (M. zizyphicola 1247). Najvyssie zastupenie spomedzi vSetkych mastnych kyselin mala opét
olejova kyselina. Obsah olejovej kyseliny dosahoval u kvasinky M. pulcherrima 145 az 71,42%.
Najvicsie mnozstvo linolovej kyseliny bolo zaznamenané u kvasinky M. fructicola 1235 s 21,12%.
Z Obr. 44 je mozné vidiet, Ze pritomnost’ a-linolenovej kyseliny bola v mensom mnozstve preukazana
v bunkach vSetkych skiimanych kvasiniek, najviac vSak bola obsiahnuta opat’ u kvasinky M. sinensis
1244 (5,67%).

Rovnako ako v pripade kultivacii na glycerole, aj pri pouziti odpadného tuku ako substratu boli
vytvorené tri typy médii s rozdielnymi C/N 24, 97 a 150. Opét’ bolo skimané % zastpenie a profil
mastnych kyselin, ktoré boli vytvorené v kvasinkovych bunkach behom kultivacie. Zo ziskanych
vysledkov mozno vidiet’ Ze kvasinky rodu Metschnikowia produkovali najma olejova kyselinu. Okrem
olejovej kyseliny boli ziskané aj zna¢né vytazky linolovej, palmitovej, palmitoolejovej a stearovej
kyseliny. V ramci kultivacii je moZno pozorovat’ ze najvyssie zastipenie tvorili MUFA. So zvySujicim
sa C/N pomerom vsak ich obsah v bunkach postupne mierne klesal. Druhou najzastipenejSou skupinou
bola PUFA, ktorej obsah sa s rasticim C/N zvySoval. Vynimkou boli iba niektoré kmene, pri ktorych
bola najnizsi obsah PUFA zaznamenany na C/N 97. Poslednu skupinu tvorili SFA. U tychto kyselin
nemozno vSak nemozno presne uréit, ¢i s rastiicim C/N sa ich obsah zvySoval/znizoval. Obsah SFA sa
menil v zavislosti na jednotlivych kmenoch.
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Obr. 45: Profil mastnych kyselin kvasinky M. andauensis 1241 na tukovych médidach C/N 24, 97 a 150. C16:0-
palmitova kyselina, C16:1- palmitoolejova kyselina; C18:0 — stearova kyselina,; C18:1t- elaidova kyselina;
C18:1c- olejova kyselina; C18:2c¢- linolova kyselina; C18:3d3-a-linolenova kyselina

So zvysujtcim sa C/N sa u kvasinky M. andauensis 1241 zvysovala aj produkcia olejovej kyseliny ktora
svoje maximum dosiahla na médiu s C/N 150 (71,28%). Najvyssia produkcia linolovej kyseliny bola
pozorovana na médiu C/N 97, tvorba palmitovej kyseliny bola viac podporena médiom s C/N 24. Pre
tvorbu kyseliny palmitoolejovej kyseliny sa ako najvhodnejsie javilo tukové médium C/N 97. Aj pri
tomto kmeni pozorujeme produkciu stearovej kyseliny s hodnotami od 0,88% do 2,50% (pozri Obr. 45).
U vSetkych kvasiniek kultivovanych na tukovych médidch bola produkcia lipidov vel'mi podobna,
zastupenie jednotlivych mastnych kyselin je znazornené na Obr. 77 - Obr. 87 v sekcii PRILOHY.
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5.3 Analyza zastiipenia mastnych Kkyselin technikou Ramanovej spektroskopie

Ramanova spektroskopia predstavuje alternativnu metddu, ktorou mozno 'ahko detekovat’ lipidy. Tato
technika poskytuje rychly prehlad o nasytenosti pripadne nenasytenosti lipidov obsiahnutych
v kvasinkovych bunkach. V predlozenej diplomovej praci bolo na Ustave pristrojovej techniky
akadémie vied Ceskej Republiky skimané celkové zastipenie nasytenych a nenasytenych MK
naakumulovanych V jednotlivych bunkach kvasinieck rodu Metschnikowia. Ziskané spektrum
obsahovalo S$pecifické Ramanové spektralne piky ktorych intenzita odpovedala  nasytenosti
anenasytenosti uhlikatych vézieb obsiahnutych v lipidoch. Na zaklade pomeru nasytenych
a nenasytenych C-C vizieb bol odhadnuty stupeni nenasytenosti lipidov tzv. jodové ¢islo. Pouzivaju sa
k tomu spektralne piky vy pri 1656 cm™ (tmerné mnozstvu nenasytenych vizieb C=C) a vs pri 1445 cm
! (tmerny mnozstvu nasytenych vizieb C-C). Jodové &islo jednotlivych vzoriek bolo stanovené
pomocou rovnice uvedenej na Obr. 46. Do diplomovej prace bolo vybratych iba par Ramanovych
spektier intracelularnych lipidov kvasiniek rodu Metschnikowia (Obr. 47 - Obr. 51), ktoré sluzili
k porovnaniu produkénych vlastnosti kvasiniek na réznych substratoch.
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Obr. 46: Kalibracna krivka pre urcenie jodového cisla 84
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Obr. 47: Ramanovo rozptylové spektrum intraceluldrnych lipidov kvasinky M. andauensis 1241 (tuk C/N 24 a

97)

Tab. 12: Jédové cislo a zastiipenie SFA, MUFA a PUFA u kvasinky M. andauensis 1241 na tukovych médidch
s rodzdielnym C/N pomerom

Kmeit Médium SFA (%) | MUFA (%) PUFA (%) Jédové &islo
1241 Tuk C/N 24 10,53 76,77 12,70 99,13
1241 Tuk C/N 97 9,42 77,38 13,20 99,99
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Obr. 48: Ramanovo rozptylové spektrum intracelularnych lipidov kvasinky M. sinensis 1244 (gly C/N 97 a 150)

Tab. 13: Jédové cislo a zastiupenie SFA, MUFA a PUFA u kvasinky M. sinensis 1244 na glycerolovych médidch
s rodzdielnym C/N pomerom

Kmefi Médium SFA(%) | MUFA (%) | PUFA (%) Jodové &islo
1244 Gly C/N 97 18,38 54,54 27,08 80,77
1244 Gly C/N 150 18,12 53,69 28,19 81,57

Obr. 47 aObr. 48 znazornuju Ramanové spektra ziskané z intracelularnych lipidov kvasiniek M.
andauensis 1241 a M. sinensis 1244, ktoré boli kultivované na médiach s rovnakym odpadnym
substratom. Z obrazkov je vidiet’, ze u jednotlivych druhov sa pomery Ramanovych spektralnych pikov
wu a vslisia. Kmeni M. andauensis 1241 obsahoval vys$ie mnozZstvo nenasytenych uhlikatych véizieb na
médiu s tukom C/N 97. U kmena M. sinensis 1244 bol vysSie zastipenie nenasytenych uhikatych vizieb
pozorované na médiu s glycerolom C/N 150. Mo6zeme teda tvrdit, ze vysSie pomery C/N ¢i uz na
tukovych alebo glycerolovych médiach boli vhodnejsie pre tvorbu nenasytenych mastnych kyselin.
Z Tab. 12 a Tab. 13 je mozné vidiet, Zze hodnoty jodovych ¢isel sa u oboch kmenov lisia len minimalne,
¢o bolo sposobené podobnym zlozenim a mnozstvom mastnych kyselin obsiahnutych v kvasinkovych

bunkach.
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Obr. 49: Ramanovo rozptylové spektrum intracelularnych lipidov kvasinky M. sinensis 1244 a M. pulcherrima
1232 na glycerolovom médiu C/N 150

Tab. 14: Jédové cislo a zastiipenie SFA, MUFA a PUFA u kvasinky M. andauensis 1244 a M. pulcherrima 1232
na glycerolovych médiach s C/N pomerom 150

Kmeit Médium SFA (%) | MUFA (%) PUFA (%) Jédové &islo
1244 Gly C/N 150 18,12 53,69 28,19 75,74
1232 Gly C/N 150 14,63 67,99 17,39 97,15
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Obr. 50: Ramanovo rozptylové spektrum intraceluldrnych lipidov kvasinky M. fructicola 1235 a M.
andauensis1241 na tukovom médiu C/N 24

Tab. 15: Jédové cislo a zastupenie SFA, MUFA a PUFA u kvasinky M. fructicola 1235 a M. andauensis 1241 na
tukovych médiach s CIN pomerom 24

Kmeit Médium SFA (%) | MUFA (%) PUFA (%) Jédové &islo
1235 Tuk C/N 24 9,98 77,04 12,98 101,58
1241 Tuk C/N 24 10,53 76,77 12,70 96,09

Obr. 49 a Obr. 50 znazorfiuji Ramanové spektra kvasiniek M. sinensis 1244, M. pulcherrima 1232, M.
fructicola 1235 a M. andauensis 1241, pricom kazda dvojica bola kultivovana na rovnakych odpadnych
substratoch. Porovnanim kultivicie na glycerole C/N 150 bolo preukdzané, ze vicSie mnoZstvo
nenasytenych MK bolo obsiahnuté v bunkach kvasiniek M. pulcherrima 1232. Pri tukovych médiach
C/N 24 velké odlisnosti v produkcii mastnych kyselin neboli, mierne vys$Sia nenasytenost’ bola
pozorovana u kmena M. fructicola 1235. Jednotlivé zastipenia SFA, MUFA, PUFA st uvedené v Tab.
14 a Tab. 15.
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Obr. 51: Ramanovo rozptylové spektrum intraceluldrnych lipidov kvasinky M, sinensis 1244 a M.
zizyphicolal247 na glycerolovom médiu C/N 97

Obr. 51 znazoriuje Ramanovo spektrum, v ktorom bol u kmena M. zizyphicola 1247 kultivovanom na
glycerolovom médiu C/N 97 pozorovany vyskyt pulcheriminu (piky ¢.1,2,3,4,5,6). Specifické piky
pulcherminu sa nachadzaju prevazne na 1400 cm™1. Pre porovnanie je uvedené aj Ramanovo spektrum
kvasinky M. sinensis 1244 rovnako Kkultivovanej na glycerole C/N 97, kde vsak piky pulcheriminu
pozorované neboli. Tento jav mdze byt spdsobeny genetickym vybavenim kvasinkového bunky. Kym
kvasinka M. zizyphicola 1247 ma vybavu k produkcii ¢erveného pigmentu Vv pritomnosti zeleza v médiu,
kvasinka M. sinensis 1244 nie je schopna pulcherimin tvorit' a je mozné ju kultivovat' jedine
v bezpigmentovom stave (Obr. 52). Samotné Ramanovo spektrum zachytavajuce piky pulcheriminu je
uvedené na Obr. 53.

Obr. 52: zlava: kvasinka M. zizyphicola 1247 tvoriaca pulcherimin, kvasinka M. sinensis 1244 bez produkcie
pulcheriminu
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Obr. 53: Ramanovo rozptylové spektrum kvasinky M. zizyphicola 1247 tvoriacej na glycerolovom médiu C/N 97
Cerveny pigment pulcherimin

5.4 Karyotypova charakterizacia kvasiniek rodu Metschnikowia

Jednym z cielov tejto diplomovej prace bola aj analyza elektroforetickych karyotypov vybranych
kmenov kvasiniek rodu Metschnikowia. Karyotypizacia slazi k uréeniu vel’kosti a poctu chromozomov.
Uz niekol’ko rokov je vyuzivana k charakterizacii, diferenciacii alebo identifikacii eukaryotickych
organizmov. V stucasnosti patri medzi techniky pouzivané pre charakterizaciu réznych organizmov ako
napriklad aj kvasiniek. PFGE je pre karyotipyzaciu vyuZzivana najmé preto, Ze umoziuje separaciu
kvasinkovych chromozémov az do velkosti niekolkych Mb. Pouzitim Standardov s definovanou
velkostou chromozomalnych DNA kvasiniek ako napriklad Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe alebo Hansenula wingei je stanovenie velkosti chromozomov pomocou
PFGE pomerne presné [85]. Pri PFGE dochadza na agar6zovom géli k separacii chromozomalnej DNA
podl’a jej vel'kosti. V zavislosti na poéte a vel'kosti chromozémov, ktoré kvasinka obsahuje sa ziskavaja
Specifické bandy [86]. Aby doslo k spravnej analyze karyotypu kvasiniek je potreba spravne pripravit’
vzorky chromozomalnej DNA jednotlivych kmeniov. DNA by nemala byt’ nejako degradovana pripadne
nastiepena a vo vzorke by sa mala nachadzat’ v dostato¢nej koncentracii. Z tohto dovodu boli k priprave
agardzovych blotkov pouzité bunky kvasiniek z 24 h inokula v mnozstve 1,3-10° buniek/ml. Ako
Standard na urcenie velkosti chromozomalnej DNA kvasiniek rodu Metschnikowia bola pouzita DNA
kvasinky S. pombe (CHEF DNA Size Marker Obr. 54).
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Obr. 54: DNA Size Marker Schizosaccharomyces pombe [87]
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Obr. 55: Separdcia chromozomov kvasiniek rodu Metschnikowia pomocou metody PFGE (napdtie 42 V)

Prvy prevedeny experiment separacie chromozoémov izolovanych zbuniek kvasiniek rodu
Metschnikowia pomocou pulznej gélovej elektroforézy je znazorneny na Obr. 55. Celkovo bolo
separacii podrobenych 12 kvasinkovych kmefiov pricom u kmetiov M. pulcherrima 145, M. pulcherrima
147, M. pulcherrima 149, M. andauensis 129 a M. fructicola 15 boli k separacii vyuzité dva typy
agar6zovych blockov. Blo¢ky kvasiniek ozna¢enych na Obr. 55 ¢islami 8-12 boli pripravené za pouzitia
enzymu lytikazy, zatial' ¢o blo¢ky oznaCené ¢islami 14-18 boli vystavené pdsobeniu zymolyazy.
Podrobny postup izolacie kvasinkovej DNA ako aj priprava agarézovych blockov je uvedend v kapitole
4.5.4, Separacia chromozomalnej DNA prebichala po dobu 166 hodin v 3 stadiach pri¢om v kazdom
Stadiu boli nastavené rozdielne pulzné ¢asy. Jednotlivé podmienky separacie st uvedené na Obr. 55. Pri
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prvom spusteni PFGE bolo pouzité pulzné napétie 42 V, ¢im pravdepodobne nedoslo k dostato¢ne;j
separacii chromozémov v gélovej matrici. Z Obr. 55 je mozné vidiet,, Ze draha separacie bola pomerne
mala, preto bola velkost’ vkladaného napitia v d’alsich experimentoch optimalizovana. Elektroforeticka
karyotypizacia S. pombe preukazala, ze kvasinka ma tri bandy chromozomalnej DNA vo velkosti
pohybujtcej sa od 3,5-5,7 Mb [88]. Pulzna elektroforéza na Obr. 55 vSak znazorfuje iba dva bandy
Standardu oznaceného ¢islom 13. V prvych tsekoch PFGE pravdepodobne doslo k zluceniu bandov,
ktoré predstavovali chromozomalnu DNA o velkosti 5,7 a 4,6 Mb. Tento jav mohol byt sposobeny
vlozenim nizkeho napitia Zo Standardu je jasne pozorovany a rozpoznatelny iba band predstavujuci
chromozomalnu DNA o velkosti 3,5 Mb. Prave s tymto bandom boli porovnavané aj ostatné vzorky
kvasiniek rodu Metschnikowia. Najzretel'nejSie boli pozorované chromozomy kvasiniek M.
chrysoperlae 1158, M. pulcherrima 147, M. pulcherrima 149, M. andauensis 129, M. fructicola 15
(zymolyaza) a M. andauensis 129 (zymolyaza) u ktorych bola velkost’ stanovena na priblizne 3,5 Mb.
U kvasiniek M. pulcherrima 1232, M. andauensis 1241, M. zizyphicola 1247, MS 1250, M. pulcherrima
145 a M. pulcherrima 147 (zymolyaza) je tiez mozné Ciastoéne pozorovat chromozomy vo vel'kosti
priblizne 3,5 Mb aj napriek tomu, ze bandy neboli tak vyrazné ako u predchadzajucich kmenov. Tento
jav mohol byt’ spdsobeny napriklad nizSou koncentraciou DNA v pripravenych blockoch. Na Obr. 55 je
d’alej mozné vidiet, Ze u niektorych kvasiniek neboli pozorované vobec ziadne chromozomy.
Agardzové blocky kmenov M. fructicola 1235, M. sinensis 1244, M. fructicola 15, M. pulcherrima 145
(zymolyaza) a M. pulcherrima 147 (zymolyaza) obsahovali pravdepodobne degradovani DNA, ¢o sa
pri vizualnej detekcii prejavilo tvorbou rozmazanych pasov.
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5.1244 14.15 Podmienky separacie:
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7.1250 16. 147 48 h, 24005, 65V
8.145 17.149 70 h, 3000 s, 65V
9.147  18.129 48 h, 3300 s, 65V

Obr. 56: Separdcia chromozémov kvasiniek rodu Metschnikowia pomocou metody PFGE (napdtie 65V)

Na Obr. 56 je mozné vidiet', Ze separa¢né drahy boli pri pouziti vy$§ieho vloZzeného napitia podstatne
dlhsie ako pri prvej PFGE na Obr. 55. MoZno teda predpokladat’, Ze vysSie vlozené napitie bolo
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dostacujuce k tomu, aby sa chromozémy v matrici gélu lepSie Separovali. Rovnako u pouzitého
standardu doslo k separécii vetkych troch chromozémov vo velkosti 3,5-5,7 Mb. Citatené boli iba
chromozomy kvasiniek M. pulcherrima 1232, M. pulcherrima 147, M. andauensis 129 a M. andauensis
129 (zymolyaza). Aj napriek tomu, ze bandy si mierne rozmazané, u tychto kmenov bola velkost
separovanych chromozémov priblizne 3,5 Mb. Separacia chromozomalnej DNA u zvys$nych kvasiniek
vsak uspesna nebola. Separaciou vznikli iba rozmazané pasy u ktorych nie je mozné zretel'ne rozlisit
vel'kost’ chromozomov. Tento jav mohol byt sposobeny degradaciou DNA, ku ktorej doslo uz behom
procesu izolacie z buniek. Pripadna chyba mohla nastat’ aj pri pipetovani suspenzie vzoriek vyizolovanej
DNAdo formy na pripravu agarézovych blockov, kedy DNA nebola rovnomerne rozptylena v roztoku.
Tym padom mohli blo¢ky obsahovat’ nizku koncentraciu DNA, ¢o sa mohlo prejavit’ v znemozZneni
vizualneho zobrazenia chromozémov. Pre lepsie rozliSenie jednotlivych choromozémov by mohlo byt
vhodné pouzitie napriklad koncentrovanejsicho gélu (1,1%). Koncentrovane;jsi gél vSak na druhej strane
moze negativne ovplyvnit elektroforetickil mobilitu.
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Obr. 57: Separdcia chromozomov kvasiniek rodu Metschnikowia pomocou metody PFGE (napdtie 55V)

Obr. 57 znazorfuje separaciu chromozomov kvasiniek rodu Metschnikowia pomocou PFGE pri
vlozenom napidti 55 V. Toto napitie sa ukazalo ako najoptimalnejSie z hl'adiska separacie
chromozoémov. V porovnani so separaciami kde bolo vlozené napitie 42 V (Obr. 55) a 65 V(Obr. 56)
bola separacnd draha chromozémov dostatocne dlha a zaroven aj jednotlivé bandy boli zretelnejSie
a lepsie indetifikovatelnejSie. Pri prevedeni tomto experimente vSak nedoslo k separacii vsetkych
chromozémov kvasinky S. pombe, ktora slazila ako Standard. Namiesto troch chromozomov boli pri
vizualizécii gélu jasne pozorovany iba chromozém velkosti 5,7 Mb. Chromozém vel’kosti 4,6 Mb bol
pritomny tiez aj napriek tomu, ze jeho band nebol taky vyrazny ako u chromozému 5,7 Mb. Chromozém
0 velkosti 3,5 Mb v Standarde rozpoznany nebol, pravdepodobne doslo k jeho degradacii pocas procesu
izolacie. Elektroforeticky karyotyp bol stanovovany u dvanastich kvasinkovych kmenov, priCom prvych
sedem kmenov (Cisla 1-7) bolo nanesenych duplicitne aj do komorok oznacenych ¢islami 14-20. Na
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zaklade Obr. 57 je moZné rozpoznat' menej vyrazné bandy u kvasiniek M. chrysoperlae 1158, M.
pulcherrima 1232, M. fructicola 1235, M. andauensis 1241, M. zizyphicola 1247, M. shanxiensis 1250,
M. pulcherrima 145, M. pulcherrima 147, ktoré priblizne odpovedali velkosti chromozému 4,6 Mb.
U ostatnych kvasiniek je vidiet’ iba rozmazané pasy spdsobené degradaciou DNA. Vizualizaciou gélu
boli u kvasiniek rodu Metschnikowia pozorované aj iné mierne vyrazné bandy, ktoré by mohli
odpovedat’ urcitej velkosti chromozémov. U kvasinky M. sinensis 1244, M. zizyphicola 1247 a M.
pulcherrima 147 mozno rozli$it’ 5 bandov a u kvasiniek M. pulcherrima 145 a M. shanxiensis 1250 po
4 bandy. V doésledku pouzitia Standardu, ktory obsahoval iba tri chromozémy vSak nie je mozné
rozpoznat’ ich vel'kost. Nadvizujice prace by mohli vyuzit’ tieto poznatky k d’alSej analyze karyotypu
kvasiniek rodu Metschnikowia. Pouzitie iného S$tandardu ako napriklad kvasinka H. wingei za
stanovenych separacnych podmienok by mohlo viest’ k presnejSiemu urceniu velkosti chromozomov
u skimanych kvasiniek. Kedze u niektorych pripravenych vzoriek kvasiniek nebola detegovana
pritomnost’ DNA, d’alSie prace by mohli byt’ zamerané na optimalizaciu jej izoldcie z buniek. Pri izol4cii
prevedenej v ramci experimentalnej Casti mohla byt’ ziskana DNA bud’ degradovana, pripadne pouzity
enzym nemusel byt dostacujtci k dezintegracii bunkovej steny. V d’alSich postupoch by teda enzym
lytikdza mohol byt nahradeny silnej§im a uc¢innej$im enzymom - zymolyazou.
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6 ZAVER

V ramci predlozenej diplomovej praci bola Studovana produkcia lipidickych latok vybranymi
kvasinkami rodu Metschnikowia. V ramci kultivacii boli ako hlavny zdroj uhlika prednostne vyuzivané
odpadné substraty. Ked’Ze odpad a jeho nasledna likvidacia predstavuju v sucasnosti vel'ky globalny
problém, praca sa primarne zameriavala na jeho zuzitkovanie a konverziu na produkty s pridanou
hodnotou. Produkéné vlastnosti kvasiniek rodu Metschnikowia boli skimané na troch typoch médii
s rozdielnymi C/N pomermi. Ku kultivaciam bol pouzity odpadny zivoc¢isny tuk, srvatka a glycerol. Pre
kontrolu boli vyuzivané média obsahujtce glukdézu. Okrem produkcie lipidov boli skimané enzymové
aktivity a u piatich vybranych kmenov rastové charakteristiky. Ku koncu prace bol u jednotlivych
kmenov analyzovany karyotyp prostrednictvom elektroforetickych metod.

Jednotlivé skimané kmene boli porovnavané z hladiska produkcie biomasy na réznych substratoch
s rozdielnymi C/N pomermi. Kvasinky pre svoj rast vyzaduju pritomnost’ rastovych faktorov ako je
uhlik a dusik. Pokial’ dochadza k limitacii dusikatého zdroja, kvasinky zastavuju svoj rast, nevznikaju
nové bunky, znizuje sa aj produkcia biomasy a dochadza k akumulacii metabolitov. Pri kultivacii na
glycerole boli najvysSie vytazky biomasy zaznamenané na médiu s najniz§im C/N pomerom. So
zvySujucim sa pomerom na C/N 97 a 150 dochadzalo k postupnému zniZovaniu obsahu vyprodukovane;j
biomasy. Celkovo najvysSia produkcia biomasy bola zaznamenana na uz spominanom médiu C/N 24,
kde kvasinka M. sinensis 1244 vyprodukovala 27,71 g/l biomasy. Vynimku na glycerolovych médiach
tvorila kvasinka M. zizyphicola 1247, u ktorej bol pozorovany opaény trend, teda s rasticim C/N rastla
aj produkcia biomasy. Kultivaciami na substrate v podobe odpadného Zivocisneho tuku boli rovnako
dosiahnuté vyssie vytazky biomas na médiach s niz§im C/N pomerom. Najvacsim producentom
biomasy na tukovom médiu bola kvasinka M. andauensis 1241, kde sa obsah vyprodukovanej biomasy
pohyboval okolo 15,67 g/1. Pri srvatkovych médiach nebol pouzivany rozdielny pomer C/N. Kultivacie
boli prevadzané Cisto iba s cielom nahradit’ glukdzu odpadnou srvatkou tak, aby sa C/N pomer nelisil
od optimalneho média. Aj naprick uvedenym skuto¢nostiam mozno srvatku ako odpadny produkt
z mliekarenského priemyslu zaradit' medzi vhodné substraty pre utilizaciu kvasinkami. U 6smich
vybranych kmeniov (M. chrysoperlae 1158, M. pulcherrima 1232, M. fructicola 1235, M. andauensis
1241, M. sinensis 1244, M. zizyphicola 1247, M. shanxiensis 1250 a M. fructicola 15) bol prevedeny
screening na glukoze, kde boli skiimané produkéné vlastnosti na médiach s C/N pomerom 97 a 150.
Glukoéza - optimalny zdroj uhlika, rovnako slizila ako vhodny substrat pre tvorbu biomasy. Najviac
biomasy bolo vyprodukovanej na nizS§om C/N 97 pomere kvasinkou M. fructicola 1235.

Ciel prace bol primarne zamerany na produkciu a analyzu lipidov. VSetky kmene prejavili schopnost’
asimilovat’ pouzité substraty ako zdroj uhlika a tvorili ziadané metabolity. Kvasinky boli kultivované za
podmienok zniZenej teploty (15°C) po dobu 14 dni, s cielom zabezpecit’ ¢o najvhodnejsie podmienky
pre riadent nadprodukciu lipidov. Najvicsia produkcia lipidov bola pozorovana na glycerolovych
médiach, kde obsah naakumulovanych lipidov v bunkach kvasinky M. pulcherrima 1232 tvoril 36,31%
(C/N 150). Druha najvysS$ia produkcia bola zaznamenana na glycerolovom médiu C/N 24, kde obsah
naakumulovanych lipidov u kvasinky M. zizyphicola 1247 predstavoval 35,54%. Porovnanim
glycerolovych médii bolo preukazané, ze produkcia lipidov stupala so zvySujiucim sa C/N pomerom.
Bolo to sposobené tym, Ze so zvySovanim C/N pomeru sa znizoval dusikaty zdroj, ¢im sa zastavil rast
buniek a doslo k akumulacii lipidov. Lipidy boli v zna¢nej miere produkované aj na médiach s tukovym
substratom. Najvécsia produkcia bola pozorovana opét’ na pomere C/N 150, kde lipidy tvorili v kvasinke
M. zizyphicola 1247 20,35%. So znizujucim C/N v dosledku zvySovania obsahu dusikatého zdroja
produkcia lipidov na tukovych médiach opat’ klesala. Produkcia lipidov bola sledovana aj s moznost'ou
vyuzitia srvatky ako zdroja uhlika. Na tychto médiach bol pozorovany podstatne mensi % obsah lipidov
V porovnani s glycerolovymi a tukovymi médiami. Ciel'om pripravy srvatkového média bolo dosiahnut’
podmienky podobné optimalnemu médiu s glukézou. Pomer C/N bol preto v srvatkovom médiu vyrazne
niz8i, ¢o sa prejavilo v neprospech produkcie lipidov. Zastupcom s najvy$sim % obsahom
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naakumulovanych lipidov bola kvasinka M. sinensis 1244 (7,96%). Pomerne vysoké percentualne
zastupenie lipidov v kvasinkovych bunkach bolo pozorované aj pri kultivaciach na Cistej glukdze.
Pritomnost’ jednoduchého monosacharidu ako hlavného zdroja uhlika vytvoril vhodné podmienky pre
akumulaciu lipidov predovsetkym u kvasinky M. andauensis 1241, ktorej biomasa bola z 19,58%
tvorena lipidmi. Zo ziskanych vysledkov je mozné vidiet, Ze vSetky pouzité substraty sa prejavili ako
vhodné pre produkciu lipidickych latok. Pre d’alSie nadvédzujlice prace by teda uz spominané substraty
po miernej uprave a modifikdcii mohli predstavovat’ slubny zaklad pre riadenti nadprodukciu
lipidickych latok kvasinkami rodu Metschnikowia.

Analyzou profilu produkovanych mastnych kyselin kvasinkami rodu Metschnikowia bola u vsetkych
kmenov pozorovana istd podobnost’ v zastupeni aj pribliznom % obsahu mastnych kyselin. Jedina
vynimku tvoril kmen M. sinensis 1244, ktory urc¢ita odlisnost’ vykazoval na vsetkych kultiva¢nych
médiach bez ohladu na pouzity zdroj uhlika. Spomedzi vSetkych kmenov bol na kazdom médiu
najvyssim producentom a-linolenovej kyseliny, ktora patri k vyznamnym Q-3 mastnym kyselinam
a zaroven bol takmer vzdy najniz§im producentom olejovej kyseliny.

Ked'Ze kvasinky rodu Metschnikowia preukézali potencialnu schopnost’ utilizovat’ odpadné substraty vo
forme zivocisneho tuku, v rdmci prace bola sledovana aj ich schopnost’ produkovat’ hydrolytické
enzymy - lipazy. K produkcii lipaz boli vyuzivané média obsahujuce samotny odpadny tuk a média, kde
bol k tuku pridany polysorbat 80 (Tween 80). Pri sledovani enzymovej aktivity boli k o¢kovaniu vyuzité
dva sposoby prevodu kultury do médii. Jedna séria produkénych médii bola ockovana predom
pripravenym 24 h inokulom, zatial' ¢o druha séria bol pripravena priamym prenesenim kultury zo
zasobnej Petriho misky do médii. Tym boli kvasinky vystavené va¢sim stresovym podmienkam, ked’ze
nemali pristup K zbytkovej glukoze a zivinam z inokula. Enzymova aktivita lipAz bola stanovena po
ukonceni kultivacie spektrofotometrickou metdédou za pouzitia p-NPP. Porovnavanim enzymovych
aktivit stanovenych v médiach zaockovanych inokulom bola najvyssia lipazova aktivita (1,304
nmol/min.ml) zaznamenana u kvasinky M. sinensis 1244 s pridavkom Tweenu 80. Aktivita lipaz
pozorovana na médiach bez inokula bola najvyssia pre kvasinku M. pulcherrima 1232 opét’ na médiach
obsahujucich Tween 80 (1,092 nmol/min.ml). V ramci diskusie boli zvlast’ porovnavané produkéné
vlastnosti na ¢istych tukovych médiach a médiach s Tweenom obsahujucich inokulum/bez inokula.
V pripade tukovych médii aj médii s Tweenom vyhovovali vic¢sine skiimanych kmenov pre vyssiu
enzymovu aktivitu podmienky ockovania s inokulum. Namerané enzymové aktivity u kvasiniek rodu
Metschnikowia boli v porovnani sinymi kvasinkami produkujucimi lipazy pomerne nizke. Kym
u kvasinky Y. lipolytica alebo C. rugosa boli lipazy produkované v radoch 10° a viac nmol/min-ml,
u kmenov kvasiniek rodu Metschnikowia nepresiahla produkcia >1,4 nmol/min-ml.

Produkcia lipidov bola u niekol'’ko vybranych vzoriek podrobena aj analyze prostrednictvom Ramanove;j
spektroskopie na Ustave pristrojovej techniky akadémie vied Ceskej republiky. Ked’Ze tato metoda je
schopnd pomerne rychlo, spolahlivo a nedestruktivne detegovat’ lipidy, bola vyuzitd k skimaniu
zastupenia nenasytenych a nasytenych mastnych kyselin. Pomerom obsahu nasytenych a nenasytenych
C-C vizieb bol u vybranych vzoriek stanoveny stupen nenasytenosti, tzv. jodové ¢islo, ktoré urCuje
kvalitu tukov a olejov.

Elektroforeticka karyotypizacia je uzitocnym nastrojom pre analyzu Struktiry chromozémov DNA
kvasiniek. Zaver prace bol preto doplneny o charakterizaciu karyotypu vybranych kvasiniek rodu
Metschnikowia pomocou techniky pulznej gélovej elektroforézy. Behom prace bol optimalizovany
postup pre izolaciu kvasinkovej DNA arovnako boli optimalizované aj podmienky separacie.
U niektorych skimanych kmenov v8ak nebolo dosiahnutej Gplnej charakterizacie karyotypu z dévodu
degradacie izolovanej DNA. Dalsia optimalizicia separacie DNA pomocou pulznej gélovej
elektroforézy by mohla spocivat vo vyuziti zymolyazy, ako silnejSiecho a Gc¢innejSicho enzymu
k rozruseniu bunkovych stien.
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9 PRILOHY

Priloha 1: Mikroskopicky pohlad na bunky kvasiniek rodu Metschnikowia kultiovanych s
cielom produkcie lipidov

Obr. 58: Mikroskopicky pohlad na kvasinky kultivované na odpadnych substrdatoch. Zlava: 1158 Gly C/N 150;
1232 Gly C/IN 24; 1235 Gly C/N 24

Obr. 59: Mikroskopicky pohlad na kvasinky kultivované na odpadnych substrdatoch. Zlava: 1241 Gly CIN 24;

1244 Glu C/N 150, 1247 Gly C/N 24

Obr. 60: Mikroskopicky pohlad na kvasinky kultivované na odpadnych substratoch. Zlava: 1250 Glu C/N 97;
145 Tuk C/N 24, 147 Tuk C/N 150

Obr. 61: Mikroskopicky pohlad na kvasinky kultivované na odpadnych substrdatoch. Zlava: 149 Tuk C/N 24; 129
Tuk C/N 24; 15 Tuk C/N 97
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Priloha 2: Kalibracné krivky kvasinky M. pulcherrima 145 za laboratornej (25°C) a zniZenej
(15°C) teploty
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Obr. 62: Kalibracna krivka M. pulcherrima 145 (25°C)
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Obr. 63: Kalibracnd krivka M. pulcherrima 145 (15°C)
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Priloha 3: Kalibracné krivky kvasinky M pulcherrima 147 za laboratornej (25°C) a znizenej
(15°C) teploty

Kalibracna krivka M. pulcherrima 147
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Obr. 64: Kalibracna krivka M. pulcherrima 147 (25°C)
Kalibracna krivka M. pulcherrima 147 (15°C)
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Obr. 65: Kalibracna krivka M. pulcherrima 147 (15°C)
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Priloha 4: Kalibracné krivky kvasinky M pulcherrima 149 za laboratornej (25°C) a znizenej
(15°C) teploty
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Obr. 66: Kalibracna krivka M. pulcherrima 149 (25°C)
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Obr. 67: Kalibracna krivka M. pulcherrima 149 (15°C)
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Priloha 5: Kalibracné krivky kvasinky M andauensis 129 za laboratérnej (25°C) a znizenej
(15°C) teploty

Kalibraéna krivka M. andauensis 129
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Obr. 68: Kalibracnd krivka M. andauensis (25°C)
Kalibracna krivka M. andauensis 129 (15°C)
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Obr. 69: Kalibracnd krivka M. andauensis (15°C)
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Priloha 6: Kalibracné krivky kvasinky M. fructicola 15 za laboratérnej (25°C) a znizZenej
(15°C) teploty

Kalibra¢na krivka M. fructicola 15
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Obr. 70: Kalibracna krivka M. fructicola (25°C)
Kalibracna krivka M. fructicola 15 (15°C)
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Obr. 71: Kalibracna krivka M. fructicola (15°C)
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Priloha 7: Produkcia biomasy a lipidov kvasinkami rodu Metschnikowia na glycerolovych a glukézovych médiach s rozdielnym C/N pomerom

99

Média
Gly CN/24 Gly C/N 97 Gly C/N 150
Kmern Biomasa | Lipidy (%) Lipidy Biomasa | Lipidy (%) Lipidy Biomasa | Lipidy (%) Lipidy
(9/1) (9/1) (9/1) (9/1) (9/1) (9/1)

1158 | 25,27+1,23 | 10,98+1,56 | 2,77+0,02 | 19,90+2,56 | 13,88+2,03 | 2,76+0,05 | 17,34+3,24 | 18,13+2,68 | 3,14+0,7
1232 | 19,38+2,69 | 17,83+2,56 | 3,46+0,07 | 19,65+2,10 | 7,90+2,10 | 1,55+0,04 | 16,31+2,55 | 36,31+1,22 | 5,92+0,3
1235 | 15,54+1,36 | 6,70+1,65 | 1,04+0,02 | 11,45+1,52 | 10,01+1,25 | 1,15+0,02 | 11,43+1,56 | 5,31+2,52 0,61+0,4
1241 | 26,13+£1,98 | 13,01+1,23 | 3,40+0,02 | 18,61+3,45 | 17,72+2,36 | 3,30+0,08 | 17,97+3,59 | 16,98+2,44 | 3,05+0,9
1244 | 27,71+1,45 | 16,60+2,32 | 4,60+0,03 | 24,35+1,78 | 27,49+1,57 | 6,69+0,03 | 22,41+1,03 | 29,92+1,30 | 6,71+0,1
1247 | 16,87+2,23 | 35,54+1,24 | 6,00+£0,03 | 21,09+2,95 | 21,27+1,93 | 4,48+0,06 | 26,87+1,41 | 15,14+1,15 | 4,07£0,2
1250 | 21,53+1,74 | 12,214+2,23 | 2,63+0,04 | 15,52+1,30 | 2,95+2,95 | 0,46+0,04 | 14,61+3,05 | 18,34+1,65 | 2,68+0,05

MF | 16,87+2,85 | 11,24+1,15 | 1,90+0,03 | 15+2,06 | 17,65+2,87 | 18,09+0,06 | 3,19+2,26 | 15+1,07 | 14,89+0,02

Glu CN/97 Glu C/N 150

1158 6,85+2,96 | 12,33+2,41 | 0,85+0,07 | 7,07+3,10 | 13,58+2,54 | 0,96+0,08

1232 7,02+£2,30 | 14,59+1,96 | 1,02+0,05 | 6,53+2,57 | 15,36+2,96 | 1,00+0,08

1235 | 15,20+2,05 | 2,66+1,47 | 0,40+0,03 | 556+1,98 | 4,89+1,63 | 0,27+0,03

1241 9,28+1,49 | 16,95+2,21 | 1,57+0,03 | 8,16+2,07 | 19,58+3,45 | 1,60+0,07

1244 | 10,31+1,23 | 14,39+2,95 | 1,48+0,04 | 9,93+3,59 | 16,89+2,54 | 1,68+0,09

1247 7,10+2,74 | 13,96=1,36 | 0,99+0,04 | 7,02+1,45 | 15,96+2,20 | 1,12+0,03

1250 | 7,7242,09 | 16,77+2,98 | 1,29+0,06 | 7,26+2,99 | 16,08+3,63 | 1,17+0,11

MF 8,09+1,56 | 6,86+3,05 | 0,55+0,05 | 7,22+2,44 | 6,00+1,79 | 0,43+0,04




Priloha 8: Produkcia biomasy a lipidov kvasinkami rodu Metschnikowia na médidach s odpadnym tukom a rozdielnymi C/N pomermi

Média
Tuk CN/24 Tuk C/N 97 Tuk C/N 150
Kmern Biomasa | Lipidy (%) | Lipidy Biomasa | Lipidy (%) | Lipidy Biomasa | Lipidy (%) | Lipidy
(9/1) (9/1) (9/1) 9/ (9/1) 9/

1158 457+2,63 | 10,68+3,85 | 0,49+0,10 | 2,01+£3,33 | 9,72+3,45 | 0,19+0,11 | 2,60+1,64 | 7,08+1,75 | 0,18+0,03
1232 0,77+£3,10 | 6,67+2,74 | 0,05+0,08 | 0,37+2,15 | 5,92+2,04 | 0,02+0,04 | 0,35+2,75 | 2,48+2,99 | 0,01+0,08
1235 5,73+1,64 | 12,56+1,52 | 0,72+0,02 | 2,07+3,45 | 6,46+1,77 | 0,13+0,06 | 1,57+2,03 | 7,35+3,65 | 0,12+0,07
1241 | 15,67+2,44 | 13,86+1,99 | 2,17+0,05 | 4,50+2,36 | 14,39+1,35 | 0,65+0,03 | 4,38+3,59 | 17,02+3,42 | 0,75+0,12
1244 5,33+2,85 | 6,75+3,84 | 0,36+0,11 | 3,89+2,87 | 7,71+3,25 | 0,30+0,09 | 4,07+2,75 | 8,79+2,78 | 0,36+0,08
1247 7,16+3,47 | 11,50+3,55 | 0,82+0,12 | 3,31+2,95 | 11,91+1,65 | 0,39+0,05 | 4,31+1,65 | 20,35+1,06 | 0,88+0,02
1250 5,49+1,52 | 9,51+2,74 | 0,52+0,04 | 3,76+1,54 | 12,74+1,94 | 0,48+0,03 | 2,61+2,45 | 10,19+1,38 | 0,27+0,03
145 5,78+3,93 | 8,20+1,08 | 0,47+0,04 | 3,75+£2,02 | 10,57+1,27 | 0,40+0,03 | 3,84+1,03 | 11,61+3,52 | 0,45+0,04
147 8,40+2,25 | 11,16+2,55 | 0,94+0,06 | 2,10+2,62 | 6,51+2,45 | 0,14+0,06 | 1,99+3,64 | 7,45+2,78 | 0,15+0,10
149 3,81+1,13 | 8,97+3,44 | 0,34+0,04 | 3,28+3,17 | 8,34+1,34 | 0,27+£0,04 | 2,65+2,52 | 8,70+2,14 | 0,23+0,05
129 5,56+2,74 | 8,80+2,04 | 0,49+0,06 | 3,36+£1,98 | 6,73+1,88 | 0,23+0,04 | 2,84+2,47 | 10,5+3,33 | 0,30+0,08

15 8,41+2,56 | 14,69+1,31 | 1,24+0,03 | 3,41+1,67 | 15,15+3,14 | 0,52+0,05 | 2,43+1,98 | 10,32+1,56 | 0,25+0,03

100




Priloha 9: Produkcia biomasy a lipidov kvasinkami rodu Metschnikowia na kontrolnych médidach (glukéza) a na médiach obsahujucich srvatku

Média
Kontrola (25°C) Kontrola (15°C) Srvatka
Kmern Biomasa Lipidy Lipidy Biomasa Lipidy Lipidy Biomasa Lipidy Lipidy
(9/1) (%) (9/1) (9/1) (%) (9/1) (9/1) (%) (9/1)

1158 | 11,28+1,85 | 6,78+2,53 | 0,77+0,05 | 10,90+2,78 | 5,01+1,64 | 0,55+0,05 | 3,74+3,45 | 5,70+1,36 | 0,21+0,05
1232 | 11,07+1,23 | 6,33+£1,79 | 0,70+0,02 | 7,72+2,54 | 4,84+2,09 | 0,37+0,05 | 3,32+1,26 | 4,87+2,58 | 0,16+0,03
1235 9,40+2,50 | 5,35+2,65 | 0,50+0,07 | 7,87+2,32 | 6,45+1,39 | 0,51+0,03 | 3,39+3,78 | 4,76+3,73 | 0,16+0,14
1241 | 13,36+3,14 | 7,08+3,16 | 0,95+0,10 | 12,06+2,94 | 6,98+3,56 | 0,84+0,10 | 5,03+2,65 | 4,91+1,24 | 0,25+0,03
1244 | 10,07+2,63 | 5,75+2,77 | 0,58+0,07 | 14,13+£3,12 | 4,79+3,28 | 0,68+0,10 | 11,79+2,14 | 7,96+2,67 | 0,94+0,06
1247 | 10,89+1,58 | 5,12+2,53 | 0,56+0,04 | 10,49+1,09 | 5,97+2,89 | 0,63+0,03 | 4,75+1,95 | 5,89+3,41 | 0,28+0,07
1250 9,69+2,99 | 5,57+1,39 | 0,54+0,04 | 8,31+2,46 | 5,53+1,27 | 0,46+0,03 | 5,29+2,33 | 5,58+2,93 | 0,30+0,07
145 5,50+2,23 | 3,44+1,99 | 0,19+0,04 | 7,31+£3,95 | 5,05+1,09 | 0,37+£0,04 | 4,07+3,51 | 4,26+1,45 | 0,17+0,05
147 8,85+2,56 | 3,40+2,46 | 0,30+0,06 | 7,02+£2,56 | 3,67+3,31 | 0,26+0,08 | 3,71+2,45 | 4,77+2,63 | 0,18+0,06
149 8,11+1,65 | 4,58+2,13 | 0,37+0,04 | 7,31+2,09 | 3,98+3,36 | 0,29+0,07 | 3,42+2,22 | 4,64+1,25 | 0,16+0,03
129 7,32+£3,02 | 4,38+3,16 | 0,32+0,10 | 6,64+1,05 | 4,16+3,59 | 0,28+0,04 | 4,07+3,10 | 4,63+3,71 | 0,19+0,12

15 7,45+1,85 | 4,35+2,35 | 0,32+0,04 | 7,89+1,63 | 5,00+2,44 | 0,39+0,04 | 3,62+1,63 | 4,76+1,91 | 0,17+0,03
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Priloha 10: Profil mastnych kyselin kvasiniek kultivovanych na glycerole C/N 24, 97 a 150

Gly C/N 24 M. chrysoperlae Gly C/N 97 M. chrysoperlae Gly C/N 150 M. chrysoperlae

1,33% 4575 1,35%_ 1,39% _

68,95% 66,93% 66,43%

=(C16:0 » C16:1 wC18:0 = C18:1t = C18:1c = C18:2c = C1B:3d3 = C16:0 = C16:1 = C18:0 = C1B:1t « C18:1c = C18:2c = C1B:3d3 = C16:0 = C16:1 = C18:0 = C18:1t = C18:1c = C18:2c = C18:3d3

Obr. 72: Profil mastnych kyselin kvasinky M. chrysoperlae na glycerolovych médiach C/N 24, 97 a 150. C16:0-
palmitova kyselina; C16.1- palmitoolejova kyselina, C18:0 — stearova kyselina; C18:1t- elaidova kyselina;
C18:1c- olejova kyselina; C18:2c- linolova kyselina,; C18:3d3-a-linolenovd kyselina

Gly C/N 24 M fructicola 1235 Gly C/N 97 M.fructicola 1235 Gly C/N 150 M.fructicola 1235
1,59% 6,48% 1,74% 2,08%
- 4,67% _3,76% _3,78%
' 3,17% .
"1,59% 3,62% 285% ) o9y
/ // 1,38% //
A% 29,82% 49,30%

= C16:0 = C16:1 = C18:0 = C18:1t = C18:lc = C18:2c wC18:3d3 = C16:0 = C16:1 = (C18:0 = C18:1t = C18:1c = Cl8:2c = C18:3d3 = Cl6:0 = C16:1 wC18:0 = C18:1t = C18:1c = Cl18:2c = C1B:3d3

Obr. 73: Profil mastnych kyselin kvasinky M. fructicola 1235 na glycerolovych médiach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina; C16:1- palmitoolejova kyselina; C18:0— stearova kyselina; C18:1t- elaidova
kyselina; C18:1c- olejovd kyselina; C18:2c¢- linolovd kyselina; C18:3d3-a-linolenovd kyselina

Gly C/N 24 M. andauensis 1241 Gly C/N 97 M. andauensis 1241 Gly C/N 150 M. andauensis 1241

1,53% 1,18%

2,25%
T 11%

62,15% 63,63% 63,84%

= C16:0 = C16:1 = C18:0 = C18:1t = C18-1c = C18:2c = C18:3d3 = C16:0 = C16:1 = C18:0 = C18:1t = C18-1c = C18:2c = C1B:3 = C16:0 = C16:1 mC18:0 = C18:1t = C18:1c = Ci8:2c = C1B:3d3

Obr. 74: Profil mastnych kyselin kvasinky M. andauensis 1241 na glycerolovych médidach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina; C16:1- palmitoolejova Kyselina; C18:0 — stearovd kyselina; C18:1t- elaidovd
kyselina; C18:1c- olejovd kyselina; C18:2c- linolova kyselina,; C18:3d3-a-linolenova kyselina
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Gly C/N 24 M. shanxiensis Gly C/N 97 M. shanxiensis Gly C/N 150 M. shanxiensis

1,35% -6,10% 1,53%
- 3,32%
| 4,32% 5% 5 16%
308% 3 gag !
/ “1, /2,0896 / 1,46%
63,36% 63,96% 62,86%
= C16:0 =C16:1 =C1B:0 = Cl8:1c = Cl8:2c = C16:0 = C16:1 = C18:0 = C18:1t = C18:1c = C18:2c = C1B:3d3

= C16:0 = C16:1 = C18:0 = C18:1t = C18:1c = C18:2c = C1B:3d3

Obr. 75: Profil mastnych kyselin kvasinky M. shanxiensis 1250 na glycerolovych médiach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina; C16.:1- palmitoolejova kyselina; C18:0 — stearova kyselina; C18:1t- elaidovd
kyselina; C18:1c- olejova kyselina; C18:2c¢- linolova kyselina; C18:3d3-o-linolenovd kyselina

Gly C/N 24 M. fructicola 015 Gly C/N 97 M. fructicola 015 Gly C/N 150 M. fructicola 015
2,93%
’ 3,41%
233% _3,65% 3,60% .
2,71%
2,74% 5
_1,16% ‘ a5 _3,66%
/ 1,13% / 0,79%
54,61%
A47,36% 439,56%
2Cl6:1 =CI80 =Clelt =Cle:lc =ClE2c = C18303 2C160 = C16-1 mC18:0 = C1B-1t = C1B-Ic mCI8:2c « C183d3 = C16:0 = C16:1 m CI8:0 = CIB:1t = C18:Ic = C18:2c = C18:3d3

Obr. 76. Profil mastnych kyselin kvasinky M. fructicola 15 na glycerolovych médidch C/N 24, 97 a 150. C16:0-
palmitova kyselina; C16.1- palmitoolejova kyselina,; C18:0 — stearova kyselina; C18:1t- elaidova kyselina;
C18:1c- olejova kyselina; C18:2¢- linolovd kyselina; C18:3d3-a-linolenova kyselina

Priloha 11: Profil mastnych kyselin kvasiniek kultivovanych na odpadnom Zivocisnom tuku C/N 24, 97
a 150

Tuk C/N 24 M. chrysoperlae Lao% Tuk C/N 97 M. chrysoperlae Tuk C/N 150 M. chrysoperlae
0.88% & 1995 3175 0.73% 0.82%
|
3,03% :
2,51%
/ // 1,60% //
74,77% 71,54% 70,17%

= C16:0 = C16:1 w C18:0 = C18:1t = C18:1c wC18:2c wC18:3d3 = C16:0 = Cl6:1 wC13:0 = C18:1t = C18:1c wC18:2c » C18:3d3 = C16:0 wC16:1 w(C18:0 =Cl18:1t = C18:1c = C18:2c = C18:3d3

Obr. 77: Profil mastnych kyselin kvasinky M. chrysoperlae 1158 na tukovych médiach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina,; C16.1- palmitoolejova kyselina; C18:0 — stearova kyselina; C18:1t- elaidova
kyselina; C18:1c- olejovd kyselina; C18:2c- linolova kyselina,; C18:3d3-a-linolenova kyselina
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Tuk C/N 24 M. pulcherrima 1232 Tuk C/N 97 M. pulcherrima 1232 Tuk C/N 150 M. pulcherrima 1232

‘T/i;

5:0 = C16:1 w C18:0 = C18:1t » Ci8:1c = C13:7c = C13:3d3

0,93%

=Cl6:0 =C16:1 =C18:0 =ClS:lc =Cl8:2c =C13:3d3 = C16:0 =ClEl = C15:0 =ClElc = ClB:c
Obr. 78: Profil mastnych kyselin kvasinky M. pulcherrima 1232 na tukovych médidach C/N 24, 97 a 150. C16:0-
palmitova kyselina; C16.1- palmitoolejova kyselina, C18:0 — stearova kyselina; C18:1t- elaidova kyselina;
C18:1c- olejova kyselina, C18:2c- linolova kyselina; C18:3d3-a-linolenova kyselina

Tuk C/N 24 M.fructicola 1235 Tuk C/N 97 M. fructicola 1235 Tuk C/N 150 M.fructicola 1235

1,45%

4

= C16:0 =C16:1 w C18:0 » C18:1t = C18:1c w(C183:2c wC18:3d3 C16:0 = Cl6:1 wC18:0 = C13:1t = C18:1c » C18:2c w C18:3d3 = C16:0 s C16:1 » C18:0 =C18:1t = Ci8:1c wC18:2c = C13:3d3

1,03%

479% 1 gen,

~_2,10%

Obr. 79: Profil mastnych kyselin kvasinky M. fructicola 1235 na tukovych médiach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina,; C16.1- palmitoolejova kyselina; C18:0 — stearova kyselina; C18:1t- elaidova
kyselina; C18:1c- olejova kyselina; C18:2c- linolovd kyselina; C18:3d3-a-linolenovd kyselina

Tuk C/N 24 M.sinensis Tuk C/N 97 M.sinensis Tuk C/N 150 M.sinensis

a68%__

uC16:0 = C16:1 w C18:0 = CI8:1t = C18:1c wC18:2c wC18:3d3 2 C16:0 = C16:1 wC18:0 = C18:1t = C18:1c » C18:2c = C18:3d3 =Cl6c0 = Cle:1 wC1E:0 = Cl3:It « Cl8:dc = Cl3:dc = (C13:3d3

Obr. 80: Profil mastnych kyselin kvasinky M. sinensis 1244 na tukovych médiach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina; C16:1- palmitoolejovd kyselina; C18:0 — stearovd kyselina; C18:1t- elaidovd
kyselina; C18:1c- olejova kyselina; C18:2c- linolovd kyselina; C18:3d3-a-linolenovd kyselina
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TukC/N 24 M. zizyphicola Tuk C/N 97 M. zizyphicola Tuk C/N 150 M. zizyphicola
0,96% 4,33%

n v O

= C16:0 =C16:1 wC18:0 v Ci8:1t = C18:1c w Cl3:2c wC18:3d3 #C16:0 uC16:1 wC18:0 m C18-1t = C18:1c n C18:2c = C18:3d3 = CI6:0 =C16:1 mC18:0 =C13:1t =C18:1c w C18:2c = C18:3d3

Obr. 81: Profil mastnych kyselin kvasinky M. zizyphicola na tukovych médiach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina; C16:1- palmitoolejova kyselina; C18:0 — stearova kyselina; C18:1t- elaidova
kyselina; C18:1c- olejova kyselina; C18:2c¢- linolova kyselina; C18:3d3-o-linolenovd kyselina

Tuk C/N 24 M. shanxiensis Tuk C/N 97 M. shanxiensis Tuk C/N 150 M. shanxiensis

1,69%
- 2

4,81%

'//4:‘:;:‘

1,37% 452%
1,08%

"//,m

= C16:0 = C16:1 = C12:0 » C1B:1t = C12:1c = C13:2c = C12:3d2 = C16:0 =C16:1 wC12:0 = C123:1t = C13:1c » C18:2c = C18:343 = C16:0 = C16:1 » C1B:0 = C1B:1t = Cl8:ic = C18:2c w C13:3d3

Obr. 82: Profil mastnych kyselin kvasinky M. shanxiensis na tukovych médidach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina; C16.:1- palmitoolejova kyselina; C18:0 — stearova kyselina; C18:1t- elaidovad
kyselina; C18:1c- olejova kyselina; C18:2c- linolovd kyselina; C18:3d3-a-linolenovd kyselina

Tuk C/N 24 M. pulcherrima 145 Tuk C/N 97 M. pulcherrima 145 Tuk C/N 150 M.pulcherrima 145

1,07%  4,28% 1,13%
| /_1,04%
1,56%

4

4,66% 1 49%

4,_43%

= C16:0 = C16:1 = C18:0 = C1S:t = C18:1c = C18:3c = C12:3d3 = CI60 = C16:1 = CI8:0 = C13:3t = Cl3:1c » Cl8:2c w C18:3d3 = C16:0 mC16:1 wCI80 = C18:1t = C18-1c w C18:2c m C18:3d3

Obr. 83: Profil mastnych kyselin kvasinky M. pulcherrima 145 na tukovych médiach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina; C16:1- palmitoolejovd kyselina; C18:0 — stearovd kyselina; C18:1t- elaidovd
kyselina; C18:1c- olejova kyselina; C18:2c- linolovd kyselina; C18:3d3-a-linolenovd kyselina
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Tuk C/N 24 M. pulcherrima 147 Tuk C/N 97 M. pulcherrima 147 Tuk C/N 150 M. pulcherrima 147

0,83%
|

1,46%
I 1,85%

‘ ‘:“;; ‘ o ‘ sam
7 - 4B ¢ R

5 C16:0 » C16:1 w C18:0 » C18:1t « C18:1c u C18:2c w C18:3d3 L CI60 u CLE n C18:0 » CI8:0t » C18-1c wCIE:3c u C18:3d3 8 C16:0 = C16:1 wC18:0 = 181t » Cl3:lc m C18:2c = C183:3d3

Obr. 84: Profil mastnych kyselin kvasinky M. pulcherrima 147 na tukovych médiach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina; C16:1- palmitoolejova kyselina; C18:0 — stearova kyselina; C18:1t- elaidova
kyselina; C18:1c- olejova kyselina; C18:2c¢- linolova kyselina; C18:3d3-o-linolenovd kyselina

Tuk C/N 24 M. pulcherrima 149 Tuk C/N 97 M. pulcherrima 149 g 5, Tuk C/N 150 M. pulcherrima 149
1,36% 1,35% — 1,58%
| /'/1,35% l
5.5?; 1,36% ey 3,97% 2a2%
1,91% / /,95%

= C16:0 » C16:1 = C18:0 = C18:1t = C13:1c = C18:2c = C18:3d3 =CI6:0 =C18:0 =« Ci8:It =Cl8:1c =C18:2c = C18:3d3 =C16:0 =Cl6:1 = C18:0 =C18:1t = C18:1c = Cl8:2c » C18:3d3

Obr. 85: Profil mastnych kyselin kvasinky M. pulcherrima 149 na tukovych médiach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina; C16:1- palmitoolejova kyselina; C18:0 — stearova kyselina,; CI18:1t- elaidova
kyselina; C18:1c- olejova kyselina; C18:2c- linolovd kyselina; C18:3d3-a-linolenovd kyselina

Tuk C/N 24 M. andauensis 129 Tuk C/N 97 M.andauensis 129 Tuk C/N 150 M. andauensis 129

0,88%_ 5,93%
1
5,33%
3,55%
s ...

1,70%

4,51%

=C16:0 = C16:1 wC13:0 = C18:1t = C18:1c = C13:2c = C18:3d3 = C16:0 = C16:1 wC13:0 = C18:1t = Ci8:1c = C18:2c = C18:3d3 2 C16:0 n C16:1 » CI8:0 » CI8:1t = C18:1c wC18:2c = C18:3d3

Obr. 86: Profil mastnych kyselin kvasinky M. pulcherrima 149 na tukovych médiach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina; C16.1- palmitoolejova kyselina; C18:0 — stearova kyselina; C18:1t- elaidovd
kyselina; C18:1c- olejova kyselina; C18:2c- linolovd kyselina; C18:3d3-a-linolenovd kyselina
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Tuk C/N 24 M. fructicola 015 Tuk C/N 97 M. fructicola 015 Tuk C/N 150 M. fructicola 015

130% 1,44%

2,54%
1,58%

2,37%
|

|

4,11%

3,22%
_2,12%

= C16:0 » C16:1 wC18:0 = C18:1t » Cl8:lc w C18:2c w C18:3d3 = C16:0 m C16:1 wC12:0 » CLE:It » ClE:1c w C18:2c m C13:3d3 = C16:0 wC15:1 wC13:0 = C18:1t »C18:1c wC1E:2c wC18:3d3

Obr. 87: Profil mastnych kyselin kvasinky M. fructicola 15 na tukovych médiach C/N 24, 97 a 150.
C16:0- palmitova kyselina; C16:1- palmitoolejova kyselina; C18:0 — stearova kyselina; C18:1t- elaidova
kyselina; C18:1c- olejova kyselina; C18:2c- linolovd kyselina; C18:3d3-a-linolenovd kyselina
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