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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva valorizaci odpadniho zivoc¢isného tuku pomoci
karotenogennich kvasinek a konverze na biomasu obohacenou o cenné a hodnotné latky. Tyto
mikroorganismy maji schopnost utilizovat riizné odpadni substraty a pfevést je na zajimavé
produkty jako jsou karotenoidy, lipidy, ergosterol a ubichinon. V praci byly pouzity Ctyii
kmeny kvasinek (Rhodotorula glutinis, Cystofilobasidium macerans, Rhodotorula
mucilaginosa, Sporidiobolus pararoseus). Teoretickd ¢ast je zaméfena na charakterizaci
kvasinek, enzymu a lipaz, produkované metabolity, kultivaci kvasinek a popis analytickych
metod. V experimentalni ¢asti byly provedeny kultivace pii étyfech C/N pomérech na médiich
s riznym zdrojem uhliku, kterym byla glukoza, glycerol, tuk, tuk s pfidavkem emulgatoru,
enzymaticky hydrolyzovany tuk a tuk s ptidavkem enzymu. U vSech vzork byla gravimetricky
stanovena biomasa. Karotenoidy, ergosterol a ubichinon byly analyzovany na sestavé
HPLC/PDA. Obsah intracelularnich lipida byl stanoven pomoci GC/FID. Produkce téchto latek
byla u vSech kmenu rozdilna v zavislosti na zdroji uhliku a C/N pomé&ru. K produkci biomasy
a karotenoidt je nejvhodnéjsi kvasinka Rhodotorula glutinis. Ergosterol a ubichinon byly
nejvice produkovany kvasinkou Cystofilobasidium macerans. Nejvétsi obsah lipidi v biomase
méla kvasinka Sporidiobolus pararoseus. Tato diplomova prace byla zpracovana v ramci
mezinarodniho projektu ,,LipoFungi®.

KLICOVA SLOVA

Karotenogenni kvasinky, odpadni tuk, karotenoidy, lipidy

ABSTRACT

This diploma thesis deals with valorization of waste animal fat using carotenogenic yeast and
conversion to biomass enriched with valuable substances. These microorganisms have the
ability to utilize various waste substrates and convert them into interesting products such as
carotenoids, lipids, ergosterol and ubiquinone. Four strains of yeast (Rhodotorula glutinis,
Cystofilobasidium macerans, Rhodotorula mucilaginosa, Sporidiobolus pararoseus) were
used. The theoretical part is focused on characterization of yeasts, enzymes and lipases,
produced metabolites, yeast and description of analytical methods. In the experimental part,
cultures were performed at four C/N ratios on media with different carbon sources, which were
glucose, glycerol, fat, fat with added emulsifier, enzymatically hydrolyzed fat and fat with
enzyme addition. Biomass was determined gravimetrically for all samples. Carotenoids,
ergosterol and ubiquinone were analyzed on an HPLC/PDA equipment. The intracellular lipid
content was determined by GC/FID. The production of these substances was different in
individual strains depending on the carbon source and the C/N ratio. Rhodotorula glutinis is the
most suitable for producing biomass and carotenoids. The highest amounts of ergosterol and
ubiquinone were produced by Cystofilobasidium macerans. Sporidiobolus pararoseus had the
largest lipid content in biomass. This diploma thesis was elaborated within the international
project "LipoFungi".
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Carotenogenic yeast, waste fat, carotenoids, lipids
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1 UVOD

Jednim z mnoha ukolii modernich biotechnologii je co nejefektivnéji zuzitkovat odpady
vznikajici z riznych odvétvi prumyslu ¢i potravinaiskych vyrob a déle je pfevést na zajimavy
a cenny produkt s pfidanou hodnotou. Takovym odpadem mtize byt zivocisny tuk, ktery vznika
zejména v potravinaiském pramyslu a ziskava se v kafilériich pomoci extrakce. Obsahuje tuky
Vv podobé triacylglycerolt, které mohou dobie slouzit jako uhlikaty zdroj pro kultivace
karotenogennich kvasinek. Tento substrat se miize vyuzit surovy nebo jej 1ze upravovat pomoci
chemickych ¢i biochemickych reakci.

Karotenogenni kvasinky jsou znamé pro produkci karotenoidnich barviv a také pro
velkou schopnost akumulace lipidii ve svych bunikach. Karotenoidy jsou piirodni pigmenty,
které jsou pomoci sekundarniho metabolismu produkovany v nejvétsi mire rostlinami, ale
i né€kterymi zivocichy nebo mikroorganismy. V organismech slouzi jako silné antioxidanty,
chrani buiikky a jsou dualezitym prekurzorem vitamini a hormonii. Hojné se vyuZzivaji
V potravinaiském, zemédélském, kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Lze z nich vyrabét
1é¢iva, vitaminové dopliky a barviva. Lipidy jsou v organismech zasobarnou energie a hlavni
slozkou biomembran, zaujimaji mnoho dalSich dalezitych funkci. Jejich nejvétsi potencial
V prumyslu je ve vyuZiti pro vyrobu biopaliv. Diky vysokému podilu nenasycenych mastnych
kyselin u kvasinkovych lipidd, se tyto latky hodi pro vyrobu farmaceutickych preparata
a dopliikil stravy snizujicich hladinu cholesterolu.

Tato diplomova prace je zamétena na valorizaci zivo¢isného odpadniho tuku a srovnani
rastu a produkénich vlastnosti vybranych karotenogennich kvasinek. Piedlozena prace byla
vypracovana v ramci mezinarodniho projektu ,,LipoFungi®, ktery se zabyva biokonverzi
zivo€iSného odpadniho tuku na mikrobialni biomasu, kterd bude obohacena o zajimavé
metabolity, jako jsou napiiklad pravé zminéné karotenoidy, lipidy ¢i ergosterol a ubichinon.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunééné eukaryotické chemoheterotrofni organismy, které patii do fise
hub. Rozmnozovani kvasinek probiha zejména nepohlavné pomoci déleni buné¢k, kterému se
fikd puceni. Kvasinky nejsou schopny tvofit micelarni struktury, ale mohou zit i v koloniich,
kdy tvofi pseudomycelia. Jejich velikost a nasledné vlastnosti zavisi na druhu, na prostfedi,
ve kterém ziji, a na nutricnich podminkach. To vSe ovliviiuje jejich riist a metabolickou aktivitu.

Vyskyt kvasinek je $iroky a nachazi se po celém svété. Jejich rozmanitost a aktivita
zasahuje do mnoha védnich disciplin, technologii a 1¢katstvi. N&které druhy maji ditleZitou roli
V potravinaiském priamyslu pfi vyrobé napoji nebo peciva, jiné lze vyuzit k produkci biopaliv
nebo 1é¢iv [1] [2] [3].

2.1.1 Karotenogenni kvasinky

Karotenogenni kvasinky jsou kvasinky tfidy Basidiomycetae, které jsou charakteristické
produkci karotenoidnich pigmentl a jejich akumulaci v buiice. Mezi tyto barviva se fadi
B-karoten, torularhodin a torulen. Diky tomu maji typické zbarveni v odstinech zluté, oranzové
az syté Cervené barvy. Nekteré druhy téchto kvasinek maji 1 vysokou schopnost produkce
lipidd, které obsahuji vysoky podil polynenasycenych mastnych kyselin. Syntézu karotenoidi
a lipidickych latek v kvasinkové buiice 1ze ovlivnit pomoci podminek kultivace, intenzity
osvétleni, piistupu kysliku a sloZeni kultiva¢niho média [1] [2] [4] [5].

2.1.1.1 Rod Rhodotorula

Kvasinky rodu Rhodotorula se vyznacuji kulovitym az ovalnym tvarem a Zlutym az
cervenortizovym zbarvenim bun¢k. Zastupci tohoto rodu nemaji schopnost zkvaSovat cukry,
ale jejich pentdzovy cyklus je vysoce vyvinuty na vyuZiti gluk6zy. Tyto kvasinky se v pfirodé
bézné vyskytuji, 1ze je nalézt ve vodach i pidé nebo v symbidze sriznymi rostlinami
a zivoc¢ichy. Samy ale netvoii Zadné spory ani pseudomycelia. Z biotechnologického hlediska
se jednd o velice vyznamny a vyuZzivany rod, schopny vysoké produkce karotenoidu i lipidii
se zajimavym a velkym spektrem polynenasycenych mastnych kyselin, jako je naptiklad
kyselina linolova. Nejznaméjsimi zastupci tohoto rodu jsou Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
mucilaginosa a Rhodotorula minuta [1] [2] [6] [7] [8] [9] [10].

Obrazek 1 Rhodotorula glutinis, Rhodotorula micilaginosa
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2.1.1.2 Rod Cystofilobasidium

Pro kvasinky rodu Cystofilobasidium je typické tvofit hladké a lesklé kolonie, jejichz bunky
jsou kulaté az protahlé se svétle zlutym az Cervenym zbarvenim. Charakter basidia téchto
kvasinek je jednobunécny a neseptovany, fika se mu holobasidium. Ve své bunécéné sténé
obsahuji xylozu a zvladnou utilizovat glukoronat. Mezi zastupce patii druhy Cystofilobasidium
bisporidii, Cystofilobasidium capitatum, Cystofilobasidium infirmominiatum
a Cystofilobasidium macerans [1] [2] [6] [7] [8].

Obrazek 2 Cystofilobasidium macerans
2.1.1.3 Rod Sporidiobolus

Rod kvasinek Sporidiobolus zahrnuje priblizné dvacet zastupcu, ktefi jsou charakteristi¢ti
buikami kulovitého az elipsoidniho tvaru. Jejich kultury jsou ploché a drsné. Maji silnou
karotogenezi a proto je jejich zbarveni nékdy az tmavé Cervené. Tyto kvasinky se mohou
vyskytovat ve fylosféfe a atmosféfe, kde jim jako zdroj dusiku stac¢i redukované formy
dusikatych slouc¢enin. Kvasné schopnosti u téchto kvasinek nejsou. Mezi nejznaméjsi zastupce
se tadi Sporidiobolus metaroseus, Sporidiobolus microsporus, Sporidiobolus pararoseus
a Sporidiobolus salmonicolor [1] [2] [6] [8].

Obrazek 3 Sporidiobolus pararoseus
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2.1.2 Cytologie kvasinek

Kazda burika je zékladni stavebni a funkéni jednotka vSech zivych organismt. Kvasinky maji
eukaryotické bunky, které se od prokaryotickych 1i§i membranovymi organelami. Proto jsou

vvvvvv

kvasinkova buiika se sklada z téchto organel:

Bunécna sténa kvasinek je pevna struktura, ktera oddéluje buiiku od vnéjsiho prostiedi
a chrani ji pted ptisobenim osmotického tlaku. Diky velkym portim, které jsou na jejim povrchu,
slouzi k transportu a pienosu latek jak nizkomolekularnich tak vysokomolekularnich. Buné¢na
sténa je slozena z polysacharidi, proteind, lipidt a fosfolipidu [6] [7] [11] [12].

Cytoplasmaticka membrana je tenky semipermeabilni obal umistény pod bunéénou
sténou. Sklada se z lipidové dvojvrstvy se zakotvenymi proteiny. Pomoci téchto proteinti jsou
prenaseny latky, které nejsou rozpustné v tucich, tudiz se ptes lipidickou slozku nedostanou
[11] [12] [13].

Cytoplasma je homogenni transparentni hmota tvofici bunééné prostiedi s pH kolem
6 — 6,5. Slozeni této hmoty je rtiznorodé, tvoii ji pfevazné voda, anorganické molekuly,
enzymy, rizné rezervni latky a vedlejsi produkty metabolismu [12] [13].

obsazeny dlouhé polymery molekul DNA, které¢ obsahuji genetickou informaci [14].

Mitochondrie se nachazeji v cytoplasmé¢ a maji dv€ membrany, vnitini a vnéjsi.
Mitochondrie jsou generatory chemické energie pro buriky, obsahuji enzymy dychaciho fetézce
a probiha v nich bunééné dychani [12] [14].

Vakuola je dalsi kulovity utvar s membranou vyskytujici se v cytoplasmé. Velikost
a pocet vakuol se odviji od staii buiikky. Mladé bunky maji hned nékolik drobnych vakuol, oproti
tomu ve starych buiikdch se nachdzi jedna velka vakuola. Uvnitt se mohou nachazet enzymy,
aminokyseliny, anorganické ionty a jiné [14] [15].

Golgiho aparat je organela podilejici se na syntéze molekul uréenych pro export
z bunky. Tento aparat se sklada ze zplostélych membranovych vackl poskladanych do stoht,
ze kterych se postupné odskrcuji malé vacky [13] [14] [15].

Endoplazmatické retikulum vytvaii u kvasinek lamely, cisterny a tubuly a rozliSuje se
na hladké a drsné. Drsné se specializuje na syntézu nékterych proteinii, v hladkém probihaji
procesy odstraiovani toxickych latek a regulace vapenatych ionta [13] [15].

Ribozomy jsou velké komplexni struktury sloZzeny zejména z rRNA a proteint a probiha
v nich translace. Peroxizom je organela, ktera se podili na riznych metabolickych drahach
a slouzi k likvidaci toxickych substanci. Mikrotubuly jsou vldknité struktury a slouzi
k transportu latek uvniti bunky [13] [14] [15].
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Obrazek 4 Burika kvasinky [12]
2.1.3 Ristova krivka

Zakladni charakteristikou vyvoje kvasinkové kultury je ristové kiivka, kterd udava nariist poctu

bun¢k za urcity €as. Rychlost riistu zavisi na nékolika faktorech, z nichZ nejvyznamné;jsi je
teplota kultivace, ptistup svétla a kysliku a sloZeni Zivného média.

Prvni fazi je lag-faze, pii které se buniky adaptuji na nové prostiedi, syntetizuji si slozky
nutné pro déleni, potiebné enzymy a zvétSuji se. Bunky, které se v této fazi neadaptuji,
odumiraji.

Nasleduje faze zrychleného ristu, kdy jsou kvasinky uZz ptfizpisobené a za€ina samotné
déleni bun¢k.

V exponencialni neboli logaritmické fazi probiha intenzivni déleni, populace
exponencialné nariista a generacni doba je zde nejkrat$i. Tuto fazi lze ovlivnit mnozZstvim
limitujicich Zivin, protoZe po jejich vyCerpani nasleduje fdze zpomaleného ristu, pfi které se
rychlost mnoZeni vyrazné€ zpomali.

Ve stacionarni fazi se bunky uz prestdvaji mnozit a nové vytvofené nahrazuji
odumirajici bunky. Vznika tedy stav rovnovahy a pocet bun¢k se vyrazné¢ neméni. Dochdzi
k akumulaci primarnich metabolitti a syntéze sekundarnich metabolitd.

Posledni etapou je fdze odumirani, kdy pocet bun€k klesa a v médiu se zacinaji hromadit
mrtvé buiky. Muze zde dochazet i ke tvorbé klidovych stadii [6] [11].
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Obrazek 5 Rustova krivka [11]
2.2 Enzymy

Enzymy jsou bilkovinné molekuly s katalytickou aktivitou. V zivych organismech enzymy
funguji jako biokatalyzatory, které se uplatiluji pfi fad€é biochemickych reakci a urcuji jejich
povahu a rychlost.

Enzymy a enzymové technologie nachazi Siroké vyuziti v potravindiském, textilnim,
papirenském primyslu, v odpadovém hospodaistvi, pii vyrob¢ biopaliv, ale také maji velky
vyznam ve farmacii, véd¢ a vyzkumu. Enzymy se rozliSuji podle charakteru aplikace
a pozadavklli na distotu, cenu vyroby, naro¢nost izolace a zpusob upravy a stabilizace.
V primyslu je u enzymu kladen diraz na velkou produkci, velkoobjemové pouziti
a ekonomickou pfijatelnost. Kdezto enzymy pouzivané pro védecké ucely vyzaduji vysokou
Cistotu, ¢asto naro¢nou izolaci a stabilizaci, coz vede k vysoké cené preparatu [16] [17] [18].

2.2.1 Stavba a rozdéleni enzymi

Katalyticky funkéni enzym mitize byt bud’ jednoduchy a obsahovat pouze bilkovinou ¢ést, nebo
slozeny. SloZzené enzymy ke své funkci potiebuji 1 nebilkovinné molekuly, kterym se fika
kofaktory. Ukolem kofaktortl je umoznit ptenos funkénich skupin, atomi & elektronti b&hem
reakci. Kofaktory se mohou rozdélovat do dvou skupin: na koenzymy a prostetickou skupinu.
Koenzymy se vazi na bilkovinu pouze slabé a mohou lehce disociovat, zatimco prosteticka
skupina kofaktort tvoii s bilkovinou silnou a stabilni molekulu.

Enzymy lze rozdélit na intracelularni a extracelularni. Intracelularni enzymy vznikaji
vV bunice a poté v ni vykonavaji specifické funkce. Extracelularni enzymy jsou po vzniku
vylucovany do prostiedi, ve kterém se butika nachézi, a maji predevsim za ukol §tépit potiebné
ziviny. Enzymy se dale klasifikuji podle typu katalyzované reakce do Sesti hlavnich tiid:
oxidoreduktazy, transferazy, hydrolazy, lyazy, izomerazy a ligazy [17] [18].
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2.2.2 Enzymaticka reakce

Enzymatickd reakce probiha na aktivnim centru enzymu, coz je mald c¢ast molekuly se
specifickym rozmisténim funkénich skupin. Nejcastéji se skladd z nékolika zbytkid
aminokyselin s reaktivnimi skupinami ve vedlejSich fetézcich. Vazba mezi substratem
a aktivnim mistem je vysoce specifickd. Enzymaticka reakce probihd v nékolika stupnich.
V prvnim kroku se vytvoii komplex enzym-substrat a nasledn¢ se aktivuje. Dale probéhne
chemickd pfeména a vznika komplex enzym-produkt, ze kterého se v poslednim kroku oddéli
produkt od enzymu. Rychlost enzymatickych reakci zavisi na koncentraci substratu, mnozstvi
enzymu, fyzikalnich a chemickych podminkach jako je teplota a pH [17] [20].

produkty
substrat

w komplex enzym-produkt ‘

aktivni misto (
enzymu : !

/ e W )

™ enzym

enzym T enzym

komplex enzym-substrat

Obrazek 6 Schéma enzymatické reakce [17]
2.2.2.1 Aktivatory a inhibitory engymatickych reakci

Zvysovat aktivitu téchto reakci mohou latky zvané jako aktivatory, naopak inhibitory mohou
snizovat U¢inek enzymu. Pfi navazani inhibitoru na enzym dojde k omezeni nebo uplnému
zamezeni spravného prubéhu reakce. Lze rozliSovat pfirozenou inhibici, ktera je ur€ena jako
regulator bunécnych procesii, nebo neptirozenou inhibici, kdy jako inhibitor vystupuji rizna
1égiva, jedy, ionty kova (Hg*, Fe?*, Cu*, Pb?"), nizkomolekuldrni anorganické latky,
vysokomolekularni organické latky nebo zplodiny metabolismu [17] [20].

Podle zpiisobu u¢inku mohou byt inhibitory rozdéleny do dvou skupin — reverzibilni a
nevratné. Nevratna neboli ireverzibilni inhibice je spojena s tvorbou kovalentni vazby nebo
hydrofobni interakce mezi enzymem a inhibitorem, tudiz inhibitor disociuje z komplexu
enzyme-inhibitor velmi pomalu. Tyto inhibitory jsou n¢kdy nazyvany jako enzymové jedy.
U reverzibilni inhibice existuje rovnovaha mezi tvorbou a disociaci komplexu enzym-inhibitor.

Zde se inhibitor vaze pomoci nekovalentnich interakci, jako jsou vodikové nebo iontové vazby
[21] [22].

Prvnim typem reverzibilni inhibice je kompetitivni inhibice, kdy inhibitor soutézi se
substratem o vazebné misto enzymu. Inhibitor dost casto svou strukturou pfipomina substrat.
U druhého typu, kterym je nekompetitivni inhibice, se inhibitor vaze na alostericka mista
enzymu, nebrani vazbé substratu, ale zptsobi zamezeni pfemény na produkt. Tietim typem je
akompetitivni inhibice, pfi které se inhibitor vaze na komplex enzym-substrat a znemoziuje
pfeménu na produkt, vysledkem je komplex enzym-substrat-inhibitor [21] [22].
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kompetitivni inhibice nekompetitivni inhibice akompetitivni inhibice

Obrazek T Inhibice u enzymatickych reakci [22]

Opakem inhibitort jsou enzymové aktivatory. Ty se vazi na molekulu enzymu
a pozitivné ovliviiuji rychlost enzymatické reakce. Mnoho enzymu je specificky a ptimo
aktivovéno vapenatymi kationty, které v ném maji specidlni misto pro vazbu a po navazani
dojde ke zmén¢ konformace piisluSného enzymu a tim 1 ke zvyseni jeho aktivity. Enzymy se
daji aktivovat i eliminaci ur€itych enzymovych inhibitord, jako jsou naptiklad kationty tézkych
kovu. K tomuto se vyuzivaji malé organické slouceniny jako Kyselina ethylendiamintetraoctova
(EDTA) nebo EGTA. Pro aktivaci zivo¢isnych amylas Ize vyuzit chloridové ionty [17] [20]
[21] [22].

2.2.3 Lipolytické enzymy

Lipolytické enzymy jsou skupina enzyml patficich do tfidy hydroldz, které katalyzuji
hydrolyzu tuk@ na glycerol a mastné kyseliny. Jako lipazy se oznacuji enzymy hydrolyzujici
acylglyceroly s fetézci mastnych kyselin obsahujicich minimalni pocet uhliku 10. Lipazy jsou
aktivni pfedevsim na rozhrani lipid — voda. Lipolytické enzymy, hydrolyzujici acylglyceroly
s uhlikatym fetézcem mastnych kyselin krat§im neZ 10 C, se nazyvaji esterazy ¢i karboxylazy.
Tyto enzymy vykazuji aktivitu pfedev§im ve vodnych roztocich [17] [23] [24].
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Obrdzek 8 Mechanismus hydrolyzy pomoci lipolytickych enzymai [17]

Lipolytické enzymy se déli do tfi skupin. Prvni skupinou je skupina nespecificka.
Enzymy spadajici do této kategorie zcela hydrolyzuji vazbu na vSech tfech pozicich a tim
vznika glycerol a mastné kyseliny. Druhou skupinou jsou lipolytické enzymy s 1,3- specifitou.
Tyto enzymy jsou schopné uvoliiovat mastné kyseliny z vnéjSich pozic, a tak tvorii
1,2-diacylglyceroly, 2,3-diacylglyceroly a 2-monoacylglyceroly. Posledni tfeti skupina je
specificka a enzymy preferuji jen vybrané mastné kyseliny [17] [23] [24].
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Lipazy jsou produkovany ve vétSiné piipada extracelularné na konci exponencionalni
a zaCatku staciondrni faze ristu mikroorganismu. Na jeji produkei se podili fada faktorti béhem
kultivace jako je teplota, pH, pfistup kysliku, zdroj Zivin a obsah soli. Lipazy jsou produkovany
V minimalnim mnozstvi nepfetrzité, ale fadi se mezi indukovatelné enzymy, tudiz k jejich
zvySené produkci dochézi tehdy, jestlize maji v médiu tzv. induktor. Tim mohou byt napiiklad
rizné¢ mastné kyseliny jako kyselina olejova nebo palmitovd. Lipaza ve vétSing piipada
nevyzaduje zadny kofaktor, optimalni pH pro aktivitu lipazy je v rozmezi 6 az 9 a Ize ji podpofit
ptridanim vapenatych kationtt [17] [23] [24].

2.2.3.1 Produkce lipaz pomoci mikroorganismii

Syntéza lipaz probihd témét ve vétsiné mikroorganismech, ale jen nékteré mikroorganismy jsou
vhodné k jejich vyrobé a primyslovému vyuziti. U jejich vybéru je podstatnd dostatecna
produkce lipaz, naro¢nost na izolaci a pozadované vlastnosti. Existuji i genetické manipulace
s DNA, které vedou ke zvySeni produkce ¢i zméné kvality. Produkce lipaz se da stimulovat
i pomoci zivnych médii s proménlivym obsahem lipidi, triacylglycerolii a mastnych kyselin,
které mohou indukovat zvysenou syntézu. Mezi komeréné vyuzivané mikroorganismy schopné
produkovat lipazy z kvasinek patii Candida rugosa, Candida antarctica, Candida tropicalis,
kvasinky rodu Pichia, Saccharomyces a Rhodotorula. Z plisni to jsou Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Rhizopus nigricans a plisné rodu Penicillium [25] [26] [27].

2.2.3.2 Aplikace a vyuZiti lipaz

Vyuziti lipdz ma v dne$ni dobé ohromny biotechnologicky potencial. Jsou to biokatalyzatory,
které se vyuzivaji V potravindiském primyslu pfi vyrobé syrt, kde zajistuji hydrolyzu
mlécného tuku, k vyrobé piva a vina nebo potravinovych doplitkli. Velké uplatnéni nachazi
1 ve farmacii pti specifickych hydrolyzach, v kosmetice napiiklad pfi modifikacich
monoglycerolt a ptipravé emulgatori nebo Vv textilnim priamyslu. Kli¢ovou roli hraji pti syntéze
biopolymert, aromatickych sloucenin, chemikalii a také pii vyrob& biopaliv. Zajem o tyto
enzymy a jejich dulezitost se neustale zvySuje [25] [26] [27].

2.3 Sledované metabolity kvasinek

Kvasinky jsou schopné ve své buiice akumulovat Siroké spektrum latek, z nichz mnoho nachazi
vyznamné biotechnologické uplatnéni. Tyto latky se pak dale vyuzivaji jako rizné vyzivové
dopliky jak lidi, tak zvifat, nebo ke krmnym tG€elim. Nékteré mohou slouZit i jako biopaliva.
Kvasinkova buiika je tvofena ze sacharidl, proteind, lipidQ, vitamint, stopovych prvki,
pigmentul a antioxidantu [2] [28].

2.3.1 Karotenoidy

Karotenoidy zastupuji jednu z nejzajimavéjSich skupin pfirodnich pigmenti. Jsou to
bezdusikaté organické latky spadajici do skupiny terpenii. Tyto pigmenty jsou nenasycené
nepolarni molekuly, které se vyskytuji v chromoplastech nebo mohou byt vazany na membrany
thylakoidii, nachazi se i v cytoplasmatické membrané, kde slouzi jako fotoprotektor. Jejich
syntéza vychazi z izoprenoidni drahy a jsou to produkty sekundarniho metabolismu zejména
rostlin a nékterych druhii mikroorganismu. Skladaji se z osmi izoprenovych jednotek sloZzenych
do polyenového tetézce obvykle obsahujiciho 40 uhlikovych atomt. V fetézci se nachazi
konjugované dvojné vazby, které se vyskytuji hlavné v konfiguraci trans.

17



Retézec mize byt riizné vétveny, mohou na ném byt navazané methylové skupiny a postranni
konce fetézce mohou byt cyklické ¢i linearni. Tyto faktory nejvice ovliviiuji vlastnosti
karotenoidua [28] [29] [30] [31].

Karotenoidy muzou byt Cervené, oranzové a zluté. Podle obsahu kysliku ve své
molekule se tedy déli do dvou skupin, které se odliSuji zbarvenim. Karoteny ve své molekule
nemaji kyslik a predstavuji Cervené pigmenty. Zakladnim karotenem je lykopen, z jeho
struktury se pomoci cyklizaénich reakci derivuji ostatni zastupci karotent jako je y- karoten,
y-karoten a B-karoten. Xantofyly jsou produkty oxidaénich reakci karoteni a ve svém
uhlovodikovém fetézci obsahuji kyslik. Vystupuji jako zluté pigmenty a nejznaméjsi jsou
lutein, violaxantin a kantaxantin [28] [29] [30] [31] [32] [32].

Dale se karotenoidy mohou délit podle struktury fetézce, a hlavné dle jeho zakonceni,
vV tomto piipadé se rozlisuji tii skupiny. Dicyklické karotenoidy maji oba konce fetézce
zacyklené. Monocyklické maji na jednom konci cyklicky utvar slozeny z péti nebo Sesti uhlikti
a posledni acyklické karotenoidy maji oba konce fetézce linearni [28] [29] [30] [31] [32] [32].

2.3.1.1 B-karoten

Ze vSech zastupcu karotenoidd je nejvyznamnéj$i pravé P-karoten. Vznika ze zakladniho
fetézce lykopenu cyklizaci, pii které vznikaji iontové struktury na koncich, a je tvofen dvéma
B-iononovymi strukturami. Samostatné se nachdzi jako zlutocervené barvivo a slouzi jako
antioxidant. U zivoc¢ichi ale hraje dilezitou roli jako jeden z hlavnich prekurzori vitaminu A,
kdy z jedné jeho molekuly vzniknou dvé jednotky vitaminu A. Nedostatek tohoto vitaminu
zpusobuje snizeni tvorby rhodopsinu a tim Seroslepost, zanéty o¢nich spojivek a poskozeni
sitnice, dale snizuje imunitu a zvysuje riziko vzniku karcinomu [28] [30].

Obrazek 9 f-karoten

2.3.1.2 Torulen a torularhodin

Torulen a torularhodin jsou dal$imi vyznamnymi karotenoidy syntetizovanymi pfedevsim
kvasinkami a houbami. Nejvyznamnéj$imi producenty téchto pigmentd jsou kvasinky rodu
Rhodotorula a Sporidiobolus. Maji jeden p-iononovy kruh pfipojeny k polyenovému fetézci.
Diky pfitomnosti tfinacti dvojnych vazeb ma torulen a torularhodin silné antioxida¢ni vlastnosti
a antimikrobialni vlastnosti. Studie téchto pigmentl ukazaly, ze torulohorin z R. glutinis mé&l
vetsi zachytovou aktivitu vac¢i peroxylovym radikalim a inhiboval degradaci singletovym
kyslikem u¢innéji nez B-karoten [28] [34].

Obrazek 10 Torulen
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Obrazek 11 Torularhodin

2.3.1.3 Funkce a vyznam karotenoidii

Karotenoidy pisobi jako sekundarni anténni systémy v chloroplastech a také chrani buniku pied
poskozenim slunecnimi paprsky. Maji vyrazné antioxidacni G¢inky a chrani proti volnym
radikalim a vysoce reaktivnich forem kysliku. Jsou schopny absorbovat svételné zareni mezi
400 az 500 nm [31] [32] [33].
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Obrdzek 12 Antioxidacni ochrana pred volnymi radikaly

Je pravdépodobné, Ze karotenoidy mohou byt spojeny s modifikaci propustnosti
membrany a tim zvySenou bunécnou odolnosti proti oxidaci a zafeni. Vyuzivat se mohou
ve farmaceutickém primyslu jako dopliky stravy nebo mohou pomahat pti 1é€bé rakoviny
a pozitivné ovliviiuji funkci kardiovaskuldrni i nervové soustavy. Dale v kosmetickém
pramyslu ke stabilizaci vyrobkli, mohou se ptidavat jako barviva do potravin nebo do krmnych
smesi pro zvitata [31] [32] [33].

2.3.1.4 Biosyntéza karotenoidit

Karotenoidy se v pfirodé vétsinou vyskytuji v 40-ti uhlikaté kostie s dvojnymi vazbami. Acetyl-
CoA je klicovou molekulou pro jejich syntézu. Ziskava se z B-oxidace mastnych kyselin nebo
z aerobniho odbourdvani sacharidii. Syntéza karotenoidl probihd v jedné z vétvi izoprenoidni
drahy. V prvni ¢asti této slozité biosyntézy se acetyl-CoA pfeméni mevalonatovou drahou pies
mezi produkt kyselinu mevalonovou na produkt isopentenylpyrofosfat. Kondenzaci dvou
jednotek isopentylpyrofosfatu hlava k paté vznika geranylpyrofosfat (GPP). Dalsi kondenzaci
téchto dvou molekul (GPP) taktéz hlava k paté pak vnika geranylgeranylpyrofosfat (GGPP).

19



Nasledujici krok je kriticky a vede ke vzniku fytoenu, coz je prvni C40 acyklicky
karotenoidni skelet. Ten vznikd kondenzaci dvou molekul geranylgeranylpyrofosfatu hlava
k hlavé. Fytoen dale podstupuje fadu desaturacnich a cykliza¢nich reakei za vzniku lykopenu
s 11 nenasycenymi vazbami. Zn¢&j se dale odvozuji a vznikaji dal§i barevné karoteny
a xantofyly [18] [28] [30] [35].
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Obrazek 13 Syntéza karotenoidii [18]

Biosyntéza karotenoidd v buitkdch mikroorganismi zahrnuje fadu enzymatickych
reakci. Kondenzace dvou jednotek GGPP je katalyzovana fytoen-syntazou. Dal$i postupné
reakce katalyzuje enzym fytoen-desaturaza. Tento enzym se podili na tvorbé neurosporenu.
Neurosporen muze byt pfeménén na lykopen nebo B-zeakaroten. Cyklizace lykopenu nebo
dehydrogenace [-zeakarotenu vede k tvorbé y-karotenu. Molekula y-karotenu poskytuje
prekurzor pro biosyntézu B-karotenu a torulenu, zatimco torularhodin se ziskava v dalsi
transformaci torulenu pomoci hydroxylace a oxidace [18] [28] [30] [35].
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Obrazek 14 Biosyntéza karotenoidit podrobne [18] [30]
2.3.1.5 Faktory ovliviiujici biosyntézu karotenoidit u mikroorganismii

Vytéznost karotenoidii a jejich procentualni zastoupeni neni u mikroorganismti konstantni.
Jejich obsah zavisi zejména na kmeni kvasinek. AvSak nékterymi parametry lze zvysit jejich
Vv kultivaénim médiu. Nejvyssi celkova hladina karotenoidii u kmene R. glutinis byla stanovena
na kultivaci, kde jako zdroj uhliku slouzil koncentrovany hroznovy most. Pro zvyseni produkce
karotenoidt lze do média ptidat jako zdroj dusiku pepton ¢i siran amonny. Mikroelementy
v kultivaénim médiu jsou dalSim faktorem ovliviiujicim biosyntézu karotenoidl. Pfitomnost
kovovych iontl mize inhibovat nebo i stimulovat enzymy podilejici se na karotenogenezi.
Naptiklad ionty zinku a manganu mohou zcela inhibovat syntézu torulenu [30] [31].
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Dalsim faktorem je teplota kultivace. Obecné plati, Zze pii nizSich teplotach je
stimulovana syntéza [-karotenu a naopak vys$i teploty podporuji produkci torulenu
a torularodinu. Syntézu lze ovliviiovat intenzitou aerace, ozafovanim nebo pifidani riznych
chemikalii [30] [31].

2.3.2 Lipidické latky

Lipidy jsou estery glycerolu a vyssSich karboxylovych kyselin, které mohou byt nasycené, tak i
nenasycen¢. Jedna se o latky hydrofobni povahy, které jsou nerozpustné ve vodé. V zivych
organismech zaujimaji hned nékolik funkci. Lipidy plni strukturni a obrannou funkci a jsou
také dilezitou soucasti biomembran. Tuky se podle slozeni mohou délit na homolipidy
a heterolipidy. Mezi heterolipidy patii fosfolipidy, glykolipidy a lipoproteiny. K homolipidim
patii tuky, oleje a vosky, coz jsou estery vyssich karboxylovych kyselin [36] [37].

Triacylglyceroly tvofi hlavni slozku tukt a jsou to estery glycerolu a vysSich mastnych
kyselin. Strukturu triacylglycerolu tvoii glycerol a tii molekuly mastnych kyselin, které jsou
pomoci esterovych vazeb navdzany na kazdé z hydroxylovych skupin glycerolu. Pfi plisobeni
se na tyto esterové vazby enzymem lipazou, dochéazi k hydrolyze a vznikaji mastné kyseliny
spolu s glycerolem. Triacylglyceroly se nachazeji ve vSech rostlinnych i Zivo¢isnych tucich
a tvoii hlavni slozkou lipoproteinti. Pomoci transesterifikace lze lipidy s$tépit na alkylestery
mastnych kyselin, které jsou dale vyuzivany jako biopalivo [36] [37] [38] [39].
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Obrazek 15 Triacylglycerol
2.3.2.1 Mastné kyseliny

Zékladni stavebni jednotkou lipidl jsou mastné kyseliny (MK). Jedna se o nenasycené nebo
nasycené¢ karboxylové kyseliny s poctem uhliki od 4 do 36. Mohou se liSit délkou
a charakterem uhlikového fetézce nebo také pfitomnosti substituentl. Obecné lze fici, Ze
nasycené mastné kyseliny jsou pro zdravi ¢lovéka nepfiznivé, zatimco ty nenasycené jsou
povazované za nezbytné a zdravi prospésné. PUFA neboli polynenasycené mastné kyseliny
jsou alifatické nenasycené mastné kyseliny s vice dvojnymi vazbami, které byvaji vétSinou
nekonjugované. Nékteré z nich nemohou byt tedy syntetizovany v lidském téle a musi byt
piijimany v potravé, tudiZ jsou to esencialni mastné kyseliny [36] [37].

Pro omega-3 mastné kyseliny je typicky vyskyt prvni dvojné vazby na uhliku ¢islo tfi
od koncového methylu. K t€émto mastnym Kkyselinam patii eikosapentaenova kyselina (EPA),
a-linolenova kyselina (ALA), dokosahexaenova kyselina (DHA) a dokosapentaenova kyselina

a syntetizuji kyseliny jako kyselina eikosapentaenova a kyselina dokosahexaenova.
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Tyto kyseliny jsou znamé a vyuzivané ve farmaceutickém pramyslu, protoze jsou schopny
snizovat riziko onkologickych a kardiovaskularnich onemocnéni. Zdrojem téchto mastnych
kyselin jsou potraviny jako ryby, maso a rtizna seminka [36] [37].

Dalsi skupinou vyznamnych mastnych kyselin jsou omega-6 matné kyseliny, které
obsahuji dvojné vazby na Sestém uhliku od konce fetézce. Mezi zastupce z této skupiny
mastnych kyselin jsou kyselina linolovd (LA), vy-linolenova kyselina (GLA),
dihomo-y-linoleova kyselina (DHGLA) a arachidonova kyselina (AA). Kyselina linolova je
zakladni produkovanou kyselinou a kyseliny GLA, DHGLA a ARA jsou jejimi metabolickymi
produkty. Mezi potravinové zdroje téchto kyselin patii zejména rostlinné oleje jako je
slune¢nicovy, sdjovy nebo fepkovy [36] [37].
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Obrazek 16 Kyselina palmitova

\/\/\:/\:/\/\/\q/’“

0
Obrdazek 17 Kyselina linolova
2.3.2.2 Biosyntéza mastnych kyselin

Biosyntéza mastnych kyselin je lokalizovdna v cytoplasmé bunék. Vychozi latkou
pro biosyntézu matnych kyselin je acetyl-CoA, vznikajici pfi acrobnim odbouravani sacharidu,
pfipadné aminokyselin nebo pifi odbourdvani jinych mastnych kyselin. V prvnim kroku se
acetyl-CoA pomoci enzymu acetyl-CoA-karboxylazy karboxyluje na malonyl-CoA. Pii této
reakci dochazi ke spotiebé ATP. Poté je malonyl-CoA pieveden na malonyl-ACP pomoci
enzymu malonyl-CoA-transacetylaza. Dale nastava kondenzaéni reakce mezi malonyl-ACP
a acetyl-ACP (ten byl vytvofen z acetyl-CoA pomoci enzymu acetyl-CoA-transacetylaza).
Kondenzaci téchto dvou latek vznika acetoacetyl-ACP a dochazi k uvolnéni oxidu uhli¢itého.

Pot¢ probiha redukce acetoacyl-ACP enzymem [-ketoacyl-ACP-reduktaza
na B-hydroxybutyryl-ACP. B-hydroxybutyryl-ACP je dehydratovan enyzymem [-hydroxyacyl-
dehydrogenazaza vzniku krotonyl-ACP. Naslednou reakci je redukce enzymem enoylreduktaza
a vznik butyryl-ACP. Takto se puvodni fetézec acetyl-CoA prodluzuje o dalsi dva uhliky.
Stejnym principem poté dochéazi k dalsimu prodluzovani fetézce, dokud fetézec neobsahuje
Sestnact uhlik. Tim vznika vysledny produkt kyselina palmitova. Tuto mastnou kyselinu Ize
pomoci enzymatickych reakci transformovat na dal$i z ni odvozené mastné kyseliny. K syntéze
palmitatu je zapotiebi 8 molekul acetyl-CoA, 7 molekul ATP a 14 molekul NADPH [18] [28].
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2.3.3 Steroly a ergosterol

Steroly jsou z chemického hlediska organické latky s hydroxylovou skupinou, jsou odvozeny
od perhydro-1,2-cyklopentanofenanthrenu. Steroly maji schopnost reagovat s vys$imi
mastnymi kyselinami za vzniku estert. Steroly tvoii zékladni soucast plazmatickych membran
eukaryotickych bun¢k a maji velky vliv na fyzikalni a chemické vlastnosti lipidové dvojvrstvy
tim, Ze zajist'uji jeji fluiditu a permeabilitu a také stabilizuji metabolismus. Mohou se rozdélovat

na rostlinné steroly, které se oznacuji jako fytosteroly a zivo¢isné nazyvajici se zoosteroly [28]
[40] [41].

Ergosterol je steroidni latka s eukaryotickym pavodem. Vychozi latkou pro jeho
biosyntézu je acetyl-CoA. Obsazen je v nékterych rostlinach, ale pfedevS§im se nachazi
v eukaryotickych mikroorganismech. Vlivem pisobeni ultrafialového zateni se otevie kruh se
dvéma dvojnymi vazbami a transformaci vznika ergokalciferol a cholekalciferol. Tyto latky se
oznacuji jako vitamin D2 a D3. Hraji dilezitou roli pro spravné fungovani v metabolismu
a jsou hojn¢ vyuzivané ve farmacii pro vyrobu vyzivovych doplicich [28] [40] [41].
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Obrazek 19 Ergosterol

2.3.4 Ubichinon

Ubichinon neboli koenzym Qo je lipofilni sloucenina sloZzena z chinonového jadra a deseti
isoprenoidnich jednotek v postrannim fetézci. Nachazi se u vétSiny eukaryotickych bunék a je
lokalizovany v mitochondriich a membranach. Je nedilnou soucasti dychaciho fetézce, kde
slouzi jako pienase¢ protonu a elektront, kdy akceptuje elektrony a redukuje se na ubichinol.
V kone¢né fazi respirace je zpét reoxidovan na ubichinon. Dale funguje jako antioxidant a je
spojen s procesem starnuti. Pti nedostatku ubichinonu dochazi k peroxidaci lipida, k velkému
vyskytu volnych kyslikovych radikdlti a tim jsou organismy vystaveny oxidacnimu stresu

a moznym mutacim mitochondriadlni DNA, coz miize narusit i samotnou produkci energie [18]
[42].

Obrazek 20 Ubichinon
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2.4 Kultivace kvasinek

Pro kultivaci kvasinek v jiném, nez jejich pfirozeném prostiedi je nutné vytvorit v laboratofi
optimalni podminky a splnit v§echny jejich nutri¢ni pozadavky, které mohou byt pro kazdy
druh rozdilné. Proces mohou znesnadnovat i vysoké naroky na sterilitu a moznost kontaminace.
Kultivaéni média musi obsahovat zdroj uhliku, kterym nejcastéji byvaji sacharidy, dale i lipidy
nebo jiné organické latky. Nezbytnou slozkou je zdroj dusiku a fosforu. Kvasinky se mohou
kultivovat na Petriho miskach, ve zkumavkach nebo rGznych baiikach. Sofistikované;si
variantou jsou bioreaktory, ve kterych se snaze dosahuje optimélnich podminek jako je teplota,
koncentrace rozpusténého kysliku, iontova sila a pH.

Rozdé@luji se tii zdkladni zptsoby kultivace. Prvnim zplisobem je tzv ,,Batch kultivace
neboli vsadka, pfi které je systém zcela uzavieny. Druhou z moznosti je ,,Fed-batch® systém,
ktery je castecné otevieny a do vsadky postupné proudi substrat. Posledni variantou je
kontinualni systém, ktery je otevieny a zajistuje ptivod substratu i odvod produktt.

Kvasinky jsou nejcastéji kultivovany v tekutych médiich submerzné, kdy je pomoci
michéni a protfepavani docileno vyrovnaného provzdusiovani, coz vede k homogennimu rastu

[43] [44].
2.4.1 Bioreaktor

Fermentor je zatizeni vyuzivajici se v biotechnologické praxi pro kultivace mikroorganismu,
bunék ¢i virt. Pro vyvoj a vyzkum se pouzivaji bioreaktory s objemem od 0,5 1 az do 100 1.
Fermentor se standardné sklada z kultivacni nadoby, vyrobené z borosilikatového skla nebo
nerez oceli, ktera musi byt inertni. Dale ho tvofi motor pro michani média a michadlo, lahve
Sreagenciemi a peristaltické pumpy pro davkovéani reagencii piipadné média, sondy
pro sledovani pozadovanych parametrt (pH sonda, kyslikova sonda, teplotni sonda). Diilezitou
soucasti je fidici jednotka pro ovladani bioreaktoru. Mensi fermentory s objemem do 10 | jsou
autoklavovatelné a tvofi je sklenéné nadoby [45].

2.5 QOdpadni substraty

Jako substrat ke kultivacim mikroorganismii 1ze v biotechnologiich vyuzit rizné odpady
pfevazné z potravinafského primyslu. Tyto substraty uz dale nenachazi jind vyznamngjsi
uplatnéni, nekonkuruji vyzivé €lovéka nebo je jejich likvidace ndro¢nd. Stale ale obsahuji
vysoky podil uhliku, dusiku a dalSich prvka, které mohou kvasinky vyuzit, pfeménit
na pozadovany produkt a odpad tak valorizovat. Mira zuzitkovani zavisi na kvalit¢ odpadu,
jeho upravé a zajisténi vhodnych podminek.

2.5.1 Odpadni tuk

Tuky ZivociSného pivodu jsou ziskavany v kafilériich pomoci extrakce a jedna se odpad
pfevazné z potravinaiského primyslu, z malé ¢asti i kozedélné vyroby. Z chemického hlediska
jde o proménlivou smés triacylglyceroli mastnych kyselin, zejména kyseliny olejové,
palmitové a stearové. V této nepolarni smési se mohou dale nachdzet rizné aromatické latky
a pigmenty lipofilniho charakteru jako je chlorofyl a karotenoidy, které byly obsaZeny v potravé
[46] [47].
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Obrazek 21 Odpadni tuk
25.1.1 Hydrolyza tuku

Tuky lze rozlozit hydrolyzou esterovych vazeb na glycerol a mastné kyseliny. Hydrolyzovat se
tuky mohou za pouziti kyseliny, zdsady nebo enzymu. Kyselou hydrolyzou se ziskava smés
glycerolu a mastnych kyselin, je zde potieba vysoka teplota a silné kyseliny jako je naptiklad
kyselina sirova. U bazické hydrolyzy neboli saponifikaci vznikéd glycerol a soli dané zasady
S obsazenymi mastnymi kyselinami. Jako zasadu lze pouzit NaOH nebo KOH, zalezi
na pozadovanych vlastnostech produktu. Enzymaticka hydrolyza tuku pomoci lipaz je cenové

S 4

2.5.2 Glycerol

Glycerol v ¢istém stavu je viskozni hydroskopicka kapalina bez zapachu a barvy. Vznika jako
odpad pfi vyrobé bionafty, mydel a zpracovani oleju ¢i tukl. Ten se dale muze preistovat

pomoci vakuové destilace anebo miize byt vyuzivan jako surovy. Glycerol bézné tvoti ptirodni
tuky, ve kterych je acylovan mastnymi kyselinami a vznikaji triacylglyceroly [36] [37].

2.5.3 Syrovatka

Syrovatka neboli mlééné sérum vznika pfi sraZzeni mléka, kdy se z n¢j odstranuje kasein. Tento
vodny roztok obsahuje laktézu, zbylé bilkoviny a je bohata na vitaminy B1, B2, B3, B5, B6,
B9, B12, H, C a mineralni latky jako hoicik, fosfor, vapnik, draslik, sodik a zinek. Dtive byl
tento vedlejsi produkt likvidovan jako odpad, ale postupem c¢asu rostou snahy o jeji dalsi
vyuzivani. V soucasné dob¢ se vyuziva v potravinaiském primyslu pii vyrobé novych druht
jogurtt a syrt nebo pii sportovni vyzivé jako zdroj bilkovin [36] [37].

2.6 Metody stanoveni

Ke stanoveni biomasy a latek vyprodukovanych kvasinkami se nejcastéji pouzivaji moderni
separac¢ni techniky, jako je vysokouc¢inna kapalinova chromatografie a plynova chromatografie.
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2.6.1 Absorp¢ni spektrofotometrie

Absorpéni spektrofotometrie je analytickd metoda zalozena na absorpci viditelného nebo
ultrafialového zatreni roztoku molekul vzorku. Princip této techniky je zalozen na absorpci
zareni molekulami a nasledné excitaci valencnich elektront. Jako zdroj viditelného zafeni
ve spektrofotometru se pouzivaji wolframové a halogenové zarovky. Absorpcnim prostiedim
je kyveta vyrobena z plastu nebo z kiemenného skla, do niz je davkovan samotny vzorek [50]
[51].

2.6.2 Chromatografie

Chromatografie je analyticka separa¢ni metoda, pti které dochdzi k déleni jednotlivych slozek
obsazenych v separovaném Vvzorku. Tato metoda je vyuzivana pro kvantitativni i kvalitativni
analyzu latek. Analyzovany vzorek se vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze, kterym se
fika mobilni a stacionarni. Na zacatek nepohyblivé neboli stacionarni faze se umisti vzorek,
ktery je pohybem mobilni faze unésen. Dochazi k rozd¢€lovani a jednotlivé slozky vzorku jsou
postupné zachycovany ve staciondrni fazi. Na konec staciondrni fdze se dostavaji slozky
nejméné zadrzované, které maji nejnizsi afinitu ke stacionarni fazi, ale nejvétsi afinitu k fazi
mobilni [50] [51] [52].

2.6.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je separacni metoda, jejim principem je pohyb
vzorku mezi mobilni a stacionarni fazi. Mobilni fazi pfi této metod¢ je vzdy kapalina, ktera je
za vysokého tlaku pomoci ¢erpadla pfivadéna do systému. Stacionarni fazi muZze byt tuha latka
¢i kapalina ukotvena na tuhém nosici. Stacionarni faze se nachazi v naplnové koloné ve forme
sorbentu, kterym pak protéka mobilni faze obohacena o analyzovany vzorek. Pro umoznéni
distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi, musi existovat fazové rozhrani. Pii déleni dochazi
k opakovanému ustalovani rovnovahy délenych latek mezi mobilni a stacionarni fazi.
Distribuce slozek se popisuje distribu¢ni konstantou. U této hodnoty plati, Ze ¢im je vySsi, tim
déle zistavaji molekuly dané latky ve staciondrni fazi a jejich retence je vétsi. Jednotlivé
separované zony vzorku vychazi z kolony a dale se zaznamenavaji detektorem. Signal
z detektoru je zpracovavan a preveden na chromatogram, ktery se vyhodnoti [50] [51] [52].
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Obrazek 22 Schéma kapalinového chromatografu [51]
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2.6.2.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je technika spadajici do separac¢nich metod. Vyuzivana je k separaci
latek s nizkym bodem varu. Mobilni fazi je zde nosny plyn, ktery musi byt inertni a nesmi
interagovat se vzorkem. Lze vyuzit plyny jako vodik, dusik a hélium. Vzorek se davkuje
do proudu tohoto plynu. V kolon¢ se slozky vzorku separuji na zaklad¢ rtuzné afinity se
stacionarni fazi. U plynové chromatografie se pouzivaji kolony bud’ napliové, nebo kapilarni.
Slozky, které opoustéji kolonu, identifikuje detektor, a jeho signal se pievede na chromatogram
[50] [51] [52].

2.6.2.3 Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé je jednou z nejrychlejSich analytickych metod slouzicich
k rozdéleni vzorku v disledku pohybu mezi mobilni fazi rozpoustédla a stacionarni tenké
vrstvy, kterou je nejCastéji hlinikova desticka pokryta sorbentem. Selektivitu lze zajistit
vybérem rozpoustédla. Vyhodou této techniky je, ze vzorek nemusi byt nijak ciStény ani
izolovany a nemuze dojit k jeho kontaminaci z pfedchoziho stanoveni, protoze desticky jsou
jednorazové. TLC se vyuziva k orienta¢nim stanovenim [53] [54].

rozpostédlo

estery sterohi
triacylglvceroly

volné mastné

kyseliny

steroly

diacvlglvceroly

monoacylglyceroly
glycerol

Obrazek 23 Schéma rozdeleni enzymatického hydrolyzatu tuku u TLC [54]
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3 CIL PRACE

Cilem prace je studium moznosti utilizace odpadniho zivocisného tuku kvasinkami a valorizace
na hodnotné produkty.

V ramci préace budou feSeny nasledujici dil¢i ukoly:

Literarni reSerSe zaméfend na vyuziti odpadnich substrati rdzného typu
karotenogennimi kvasinkami.

Srovnani rastu a produkcnich vlastnosti vybranych druhii kvasinek kultivovanych na
surovém odpadnim tuku, tuku hydrolyzovaném komerénimi enzymy a na smeési
tukovych a sacharidovych substrati.

Stanoveni mnozstvi a slozeni lipidickych metabolitd produkovanych na tukovém
substratu.

Vyhodnoceni miry valorizace tukového substratu kvasinkami.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
Chemikalie pouzité pro hydrolyzy tuku

Tuk - smésny zivocis$ny (Norilia, Norsko)

Lipaza z Aspergillus niger, Sigma Aldrich (SRN)

Lipaza z B Candida antarctica, recombinant from Aspergillus oryzae, Sigma Aldrich (SRN)
Lipaza z Candida rugosa, Sigma Aldrich (SRN)

Lipaza z Mucor miehei, Sigma Aldrich (SRN)

Lipaza z Pseudomonas cepacia, Sigma Aldrich (SRN)

Lipaza z Pseudomonas fluorescens, Sigma Aldrich (SRN)

Lipaza z Rhizopus oryzea, Sigma Aldrich (SRN)

Lipaza z Rhizopus niveus, Sigma Aldrich (SRN)

Lipaza z porcine pancreas, Sigma Aldrich (SRN)

Chemikalie pouzité pro TLC

Kyselina fosforeéna, Merci (CR)

Siran médnaty, Lachema (CR)
Diethylether p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Hexan p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Kyselina octova, Merci (CR)

Chemikalie pouZzité pro kultivaci kvasinek

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

Bakteriologicky pepton, Himedia (India)

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach-Ner s r.o. (CR)

Siran amonny p.a., Lachema (CR)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Siran hore¢naty heptahydrat p.a., Chemapol (CR)

Glycerol, Lach-Ner (CR)

Polysorbat 80 (Tween 80), Lach-Ner (CR)

Chemikalie pouZité pro extrakci, transesterifikaci, HPLC a GC

Aceton p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)

Ethyl-acetat pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina sirova 96%, Merci (CR)

Methanol pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)

Hexan pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)
Heptadekanova kyselina, Sigma-Aldrich (SRN)
Acetonitril pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina chlorovodikova 37% p.a., Merci (CR)
Tris((Hydroxymethyl)aminomethan), Lach-Ner (CR)
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Chemikalie pouzité pro stanoveni lipazové aktivity

p-nitrofenol, Sigma Aldrich (SRN)
p-nitrofenylpalmitat, Sigma Aldrich (SRN)
Dodecylsiran sodny (SDS), Lach-Ner (CR)
Triton X-100, Lach-Ner (CR)

Ostatni pouzité chemikalie byly vesm¢és Cistoty p.a. a byly ziskany od béznych distributort.

4.2 Pouzité pristroje a pomicky
Piistroje a pomiicky pro hydrolyzy tuku

Bézné laboratorni sklo

Michacka Benchmark Magnetic Stirrer

Multipozicova magneticka michacka MS-H-S10, (DLAB)
pH metr

Pristroje a pomiicky pro kultivace kvasinek

Bézné laboratorni sklo

Mikroskop L Il 00A, Intraco Micro (SRN)

GKB Color Digital CCD kamera (Tchaiwan)

Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.0. (CR)
Ttepacka Yellow line, (SRN)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)

Analytické vahy Boeco (SRN)

Box Aura mini BioTech (CR)

Fermentor Sartorius Biostat

Pristroje a pomiicky pro izolaci a analyzu latek

HPLC/PDA sestava:
Sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
Vyhodnocovaci systém Xcalibur
Kolona Kinetex C18, 5 mm, 4,6 x 150 mm,
Phenomenex Drzék predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)
Piedkolona - C18,AJ0 - 4287, Phenomenex

TRACE GC/FID (Thermo Fischer Scientific, USA)
Kapilarni kolona Zebron ZB-FAME, 30 m délky

HPLC/RI sestava:
Dionex UltiMate 3000 series
DAD detector UltiMate
Pump UltiMate
Column Oven LCO 101, ECOM
ERC RefractoMax 520
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Filtry pro HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)

Vakuové odparka RV 06, IKA (SRN)

Termostat blokovy s 2 20mistnimi bloky (VWR, CR)
Vortex genius 3 (IKA, SRN)

ELISA Reader BioTek ELx808

Bézné laboratorni sklo

4.3 Pouzité kmeny kvasinek

Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26
Cystofilobasidium macerans CCY 10-1-2
Rhodotorula mucilaginosa CCY 19-4-6
Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6

Kmeny byly ziskany z Culture Collection of Yeasts, Chemického tistavu SAV v Bratislave,
Slovensko.

4.4 Enzymatické hydrolyzy tuku

U hydrolyzy tuku pomoci lipaz je nutné znat optimalni pH, pfi kterém je dany enzym aktivni.
Vétsina pouzitych lipdz méla tuto hodnotu okolo pH 7, proto byl zvolen jako tlumivy roztok
pro hydrolyzy fosfatovy pufr o koncentraci 0,1 M a pH 7,2. K testovani u¢innosti lipadz bylo
vybrano 10 enzymi (9 komeréné dostupnych) izolovanych z riiznych typtd mikroorganismu,
které jsou piehledné uvedeny v Tabulka 1.

Tabulka 1 Pouzité lipdazy pro testovani ucinnosti hydrolyzy tuku

pracovni lipaza
oznaceni z
1 Aspergillus niger

B Candida antarctica, recombinant from Aspergillus oryzae

Candida rugosa
Mucor miehei

Pseudomonas cepacia
Pseudomonas fluorescens

Rhizopus oryzea

Rhizopus niveus

O©| O N| O]l O] W N

praseci pankreas

[E=N
o

Rhodotorula glutinis *(*lipaza izolovana z kvasinky (kmen RG) kultivované na
tukovém médiu pti C/N poméru 50)

Do Erlenmayerovy banky o objemu 100 ml bylo navazeno 5 g odpadniho tuku,
odméteno 50 ml 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,2 a bylo ptidano 25 mg ptislusného enzymu.
Smés byla zahtivana na teplotu 37 °C a promichdvana na temperované magnetické michacce
pti 300 ot./min po dobu 30 hodin. Béhem experimentu byly provadény odbéry hydrolyzatu,
které byly dale analyzovany.
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K dal$im hydrolyzam byl pouzit enzym lipaza z Candida rugosa a vysledny hydrolyzat
byl déale pouzit jako slozka do produkéniho média pro kultivaci kvasinek. Bylo navdzeno
ptislusné mnozstvi odpadniho tuku a odméien potiebny objem fosfatového pufru o koncentraci
0,1 M a pH 7,2. Do promichdvané smési zahiat¢ na 37 °C bylo vlozeno pfislusné mnozstvi
enzymu a hydrolyza probihala 24 hodin. Poté byla smés prevedena do délici nalevky
a rozdélena spodni vodna ¢ést od horni ¢asti obsahujici volné mastné kyseliny a tuk. Vodna
cast obsahujici glycerol byla dale analyzovana a pouzita ke kultivacim.

441 Analyza glycerolu v hydrolyzatech pomoci HPLC

K analyze glycerolu v hydrolyzatech byla vyuzita HPLC sestava Dionex Ultimate 3000
od firmy Thermo Fischer Scientific s RI detektorem. Analyza probihala na kolon¢ Rezex ROA
Organic acids o rozmérech 300x7,8 mm s prutokem mobilni faze (0,005 M kyselina sirova)
1,0 ml/min. Vzorek byl davkovan davkovaci smyckou o objemu 20 ul. Termostat byl vyhiat
na teplotu 60 °C a doba analyzy trvala 15 minut. Vysledna data byla zpracovana a vyhodnocena
pomoci programu Chromeleon.

4.4.2 Tenkovrstva kapalinova chromatografie

Na silikagelovou TLC desticku s vyznacenym zacatkem a koncem byl pomoci pipety nanesen
vzorek enzymatického hydrolyzatu. Po zaschnuti vzorku byla desticka vlozena do sklenéné
komory s vyvijeci smési (hexan:diethylethe:kyselina octova v poméru 70:30:1) dokud se
mobilni faze nedostala na oznaCeny konec. Poté byla desticka vytaZzena a presunuta
do digestote, kde oschla. Na vysusenou desticku byla rozprasovac¢em nastiikana vizualiza¢ni
smés slozena z 10 % H3PO4 a 10 % CuSOs vodného roztoku. Pro vykresleni jednotlivych
odseparovanych zon byla destiCka umisténa do susarny vyhtaté na 110 °C po dobu 10 minut.

45 Uprava syrovitky

Surova syrovatka byla nejprve vysterilizovana v tlakovém hrnci S otevienym ventilem pii
120 °C po dobu 45 minut. Po ochlazeni se pomoci Buchnerovy nalevky a snizen¢ho tlaku
zfiltroval vysraZzeny protein. Hydrolyza laktézy obsaZzené v syrovatce probihala tak,
ze do syrovatky byl pfidan komer¢ni farmaceuticky preparat Laktazym od Dr. Max a smé&s byla
zahtivana na teplotu 37 °C a michana pomoci magnetické michacky. Obsah glukézy a galaktozy
byl sledovan stejnym zpisobem jako obsah glycerolu u enzymatickych hydrolyzata tuku
postupem uvedenym Vv kapitole 4.4.1. Poté, co smés obsahovala pozadované mnozstvi glukozy,
byla hydrolyza ukoncena a smes znovu vysterilizovana a ptipravena na dalsi pouziti.

4.6 Kultivace kvasinek

Kvasinky jsou aerobni organismy, proto jejich kultivace probihala za nepfetrzitého tfepani
(120 rpm), aby dochazelo k intenzivnéjSimu vzdusnéni. Z divodu produkce karotenoidi
muselo byt zajiSténo neustalé osvétleni kultur. Teplota béhem kultivace byla laboratorni. Prace
S témito mikroorganismy vyzaduje sterilni prostfedi, proto s kulturami bylo manipulovano
vyhradné v boxu. Média pro kultivace byla vzdy sterilizovana 45 minut v tlakovém hrnci
s otevienym ventilem pti teplot¢ 120 °C. VSechny kultivace byly provedeny paralelné
Vv duplikatech a ve vyslednych gryfech jsou uvedeny priimérné hodnoty ze dvou kultivaci.
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46.1 Inokulumlall

Na zacatku kazdé kultivace musely byt pfipraveny inokula¢ni média. Inokulace probihala
ve dvou stupnich. Do vysterilizovaného inokula I byly steriln¢ naockovany kultury zvoleného
kvasinkového kmene ze zasobnich agarovych ploten, vzdy v poméru 1 ockovaci klicka
na 10 ml média. Po 24 hodinové kultivaci inokula I byla kultura ptfeockovana do sterilniho
inokula II vZdy v poméru 1 : 5. SloZeni inokula I i inokula Il je uvedeno v Tabulka 2 .

Tabulka 2 Slozeni inokula I a inokula I1

Bakteriologicky pepton [g/l vody] 20
Kvasni¢ny autolyzat [g/l vody] 10
Glukéza [g/l vody] 20

4.6.2 Produkéni média

Kultivace kultury kvasinek v produkénim médiu byla zahdjena sterilnim ptfeockovanim
inokula II, které bylo kultivovano 24 hodin. Oc¢kovaci pomér byl zachovan na 1 : 5 jako
Vv pifedchozim kroku. Pro zdkladni kultivace bylo pouzito 7 typi produkénich médii s riznym
zdrojem uhliku (glukéza, glycerol, tuk, tuk + emulgitor, enzymaticky hydrolyzat,
tuk + glukoza, tuk + enzym). Kazdy kmen byl kultivovdn na vSech typech médii se ctyfmi
riaznymi C/N poméry (13, 25, 50, 100). Vysledny objem produkéniho média i se zaockovanym
inokulem 2 byl 42 ml. Kultivace v produkénim médiu probihala vzdy 96 hodin. Kompletni
slozeni vSech pouzitych produkénich médii je souhrnné uvedeno v Tabulka 3. Po ukonceni
kultivace nasledovalo odebrani vzorku a jeho nasledné zpracovani.

Tabulka 3 Slozeni produkcnich médii u zdkladnich kultivaci

C/N pomér 13 25 50 100
zdroj uhliku (vZdy jeden)
glukoza [g/1] 30,00 49,50 99,90 199,80
glycerol [g/1] 30,67 46,00 93,00 186,00
tuk [g/1] 18,70 35,00 70,00 140,00
tuk + emulgator [g/1] 18,70 + 1,87 | 35,00+ 3,50 | 70,00+ 7,00 | 140,00 + 14,00
hydrolyzat (glycerol) [g/1] 30,67 46,00 93,00 186,00
tuk + glukoza [g/1] 9,35+ 15,00 | 17,50 + 24,75 | 35,00 + 50,00 | 40,00 + 100,00
tuk + enzym [g/1] 18,70 + 0,25 35,00 + 0,44 70,00 + 0,89 140,00 + 1,82
anorganicky zaklad (vSechny slozky)
(NH4)2S04 [g/1] 4,00 4,00 4,00 4,00
KH2PO4 [g/l] 4,00 4,00 4,00 4,00
MgS04.7H20 [g/1] 0,69 0,69 0,69 0,69
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4.6.3 Velkoobjemové kultivace s ¢asovymi odbéry

Pro velkoobjemové kultivace s ¢asovym odbérem bylo vytvoifeno 6 produkénich médii
S rozdilnym zdrojem uhliku. Byla pouzita glukoza, glycerol, surovy tuk, tuk s pfidavkem
emulgatoru, tuk s pfidavkem enzymu a c¢aste¢né hydrolyzovany tuk (hydrolyza probéhla
z 10 %). Kultivace probihala na zakladnim C/N poméru 13. Podminky inokulace a doba
kultivace zstaly stejné jako u predchozich. Celkovy objem vysledné kultury tvofil 500 ml.
Béhem kultivace bylo naplanovano celkem 15 odbéri v rtiznych ¢asovych intervalech. Odbéry
probihaly vzdy ve sterilnim prostiedi a vzorky ztéchto odbérii byly dale zpracovany
a analyzovany jako vzorky z pfedchozich kultivaci.

Tabulka 4 Oznaceni a cas odbéru u velkoobjemovych kultivact

¢islo doba ¢islo doba ¢islo doba
odbéru kultivace | odbéru kultivace | odbéru kultivace
1 0 hod 6 24 hod 11 60 hod

2 3 hod 7 30 hod 12 72 hod

3 6 hod 8 36 hod 13 78 hod

4 9 hod 9 48 hod 14 84 hod

5 12 hod 10 54 hod 15 96 hod

4.6.4 Velkokapacitni kultivace ve fermentoru

Pro porovnéni vytéZnosti biomasy a vlastnosti procesu kultivace byl dale vyuzit ke kultivaci
kvasinek fermentor s pracovnim objemem 2 1. Kultivace byla provedena stejnym zpisobem jak
u piedchozich, pomér zaockovaného inokula k produkénimu médiu zustal stejny (1 : 5).
Zkratila se jen doba kultivace kultury v produkénim médiu a to na 48 hodin. Béhem fermentace
byly v nékolika ¢asovych intervalech odebrany vzorky.

Nadoba fermentoru byla nejprve fadné vycisténa a vymyta, poté mohla byt naplnéna
produkénim médiem o objemu 1,5 |. K nadobé byly zapojeny sondy pro snimani hodnoty pH,
mnozstvi rozpusténého kysliku (pO2) a teploty. Dale byla nakalibrovana pH sonda pomoci
standardli s pH = 4,00 a pH = 9,01. VSechny vstupni a vystupni otvory fermentorové nadoby
byly uzavieny a utésnény. Nasledovala sterilizace v autoklavu pii 120 °C po dobu 1 hodiny.
Po zapojeni ptivodu chladici vody, sond a vzduchu bylo médium ochlazeno na teplotu 22 °C
a byla nakalibrovana sonda pO2. Pomoci peristaltickych Cerpadel byl zapojen piivod baze
(10 %NaOH ve vode) a kyseliny (10 % H2SO4) pro Gpravu pH. Dale také ptivod inokula¢ni
kultury a latky snizujici pénivost média (Antifoam). Inokulum bylo pfecerpano do produkéniho
média a zahajena kultivace. Pro kultivaci byly nastaveny podminky uvedené v Tabulka 5.
U kultivaci byly sledovany tyto parametry: teplota, pH, spotieba baze, otdcky michadla
a redox potencial.

Tabulka 5 Kultivacni podminky ve fermentoru

pH 5,6
teplota 22 °C
pO; 25 %
Pritok vzduchu 2,5 I/min
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4.6.4.1 Fermentor s ¢astecné hydrolyzovanym tukem

Pro pfipravu kultivacniho média bylo navdzeno pozadované mnozstvi odpadniho tuku
na piipravu 1,5 1 produkéniho média a knému piislusné mnozstvi enzymu lipazy
z Candida rugosa. K navazkam bylo ptidano 500 ml 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,2 a smés
byla hydrolyzovana podle jiz zminéného postupu v kapitole 4.4. Pribeh hydrolyzy byl sledovan
a poté, co byl tuk z 10 % hydrolyzovan, nasledovalo ukonceni procesu. Celd smés byla
pievedena do kultivacni nddoby fermentoru a doplnéna vodou na pozadovany objem.
K produk¢nimu médiu byly pifidany anorganické slozky a mohla nasledovat sterilizace,
pii které doslo k denaturaci enzymu. Zdroj uhliku v produkénim médiu tvotil tedy z 90 %
odpadni tuk a z 10 % tuk hydrolyzovany s obsahem glycerolu a volnych mastnych kyselin.
Ke stanoveni mnozstvi glycerolu v médiu byla pouzita metoda popsana v kapitole 4.4.1

4.6.4.2 Fermentor s tukem a syrovdtkou

Pro pfipravu kultiva¢niho média bylo navazeno 90 % z pozadovaného mnozstvi odpadniho tuku
na ptipravu 1,5 1 produkéniho média a k nému bylo ptidano takové mnozstvi syrovatky, aby
koncentrace glukozy v ni tvofila 10 % ze zdroje uhliku. Do nddoby byla doplnéna voda tak, aby
celkovy objem produkéniho média byl 1,5 1. K produkénimu médiu byly pfidany anorganické
slozky (pouze KH2POs a MgSQ04.7H20). Jako zdroj dusiku slouzil izolovany protein
ze syrovatky. Poté mohla nasledovat sterilizace. Zdroj uhliku v produkénim médiu tvotil
prevazné z 90 % odpadni tuk a z 10 % glukoza obsaZena v syrovatce. Ke stanoveni mnozstvi
glycerolu a glukézy v médiu byla pouzita metoda popsana v kapitole 4.4.1.

4.7 Izolace, stanoveni, analyza kvasinkové biomasy a sledovanych metaboliti

K izolaci, stanoveni a analyze kvasinkové biomasy a metabolitii obsazenych v ni byly pouZity
nasledujici pracovni postupy a analytické metody.

4.7.1 Gravimetrické stanoveni biomasy

Odebrany vzorek kvasinkové kultury byl centrifugovan pii 5000 otackach 3 minuty.
Supernatant byl slit a uchovan v mrazicim zafizeni k dalsi analyze. Buiniky byly dale promyty
destilovanou vodou, Vv ptipadé médii obsahujicich tuk bylo promyti provadéno smési hexanu
a destilované vody. Opét nasledovala centrifugace. Kvasinkova biomasa byla rozsuspendovana
Vmalém mnoZstvi destilované vody a kvantitativné prevedena do piedem zvéazené
Eppendorfovy zkumavky, kde byla stocenad zbytkova voda. Néasledovala lyofilizace vzorku.
Po vysuSeni mrazem byly zkumavky vyjmuty a uzavieny. Nasledovalo vazeni na analytickych
vahach a z rozdilu hmotnosti byla spocitand celkovd hmotnost biomasy v daném objemu.

4.7.2 Extrakce karotenoidi a lipidickych metabolitu

Do 20 mg lyofilizovaného vzorku bylo odpipetovano 100 pl destilované vody. VVzorek byl
ponechan hodinu, aby se rehydratoval a poté uloZen na hodinu do mraziciho zafizeni o teploté
-80 °C, aby doslo k rozruseni bunék. K rehydratované biomase bylo odpipetovano 1,5 ml
acetonu. Bylo pfidano malé mnozstvi sklenénych kuli¢ek, aby jejich objem byl minimalné
v trojnasobku objemu biomasy a smés byla ponechana na vortexu za intenzivniho protfepavani
po dobu 30 minut. Po uplynuti doby byl vzorek pipetovan do slzickové banky a bunécna
biomasa s kulickami byla promyta 1 ml acetonu, ktery byl dale také pipetovan do slzickové
baiikky Kk pavodnimu  vzorku. Vzorek byl odpafen na vakuové  odparce.
Poté rozpustén v 1 ml ethylacetatu v HPLC kvalité.
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Pies filtr 20 um byl piefiltrovan do mikrozkumavky. Takto piipraveny vzorek byl ulozen
V mrazicim zafizeni pfi teploté -40 °C pro dalsi analyzu.

4.7.3 Analyza karotenoidi, ergosterolu a ubichinonu na HPLC

Analyza probihala na HPLC sestavé od firmy Thermo Fischer Scientific. Analyza probihala na
nepolarni kolon¢ Core Shell C18 od firmy Kinetex s délkou 150 mm a velikosti ¢astic 5,0 um.
Béhem separace byl nastaven prutok 1000 pl/min a doba analyzy trvala 19 minut. Mobilni faze
mély nasledujici sloZeni: mobilni faze A — ACN:MeOH:TrisHCI pufr o pH 8 v poméru
84:2:14 a mobilni faze B — MeOH:EtAc v poméru 60:40. Byl nastaven elu¢ni program uvedeny
v Tabulka 6. PDA detektor byl nastaven na snimani 3D pole a bylo méfeno na tfech kanalech:
kanal A - 455 nm, kanal B - 445 nm (karotenoidy) a kanal C - 285 nm (steroly, ubichinon).
Na zpracovani vyslednych chromatogramti byl vyuzit software Xcalibur. Jednotlivé
karotenoidy (B-karoten, torulen, torularhodin) byly identifikovany na zakladé standartu.
Karotenoidni barviva, které neodpovidaly standartum byly zahrnuty do celkovych karotenoida
spole¢n¢ s vyse identifikovanymi.

Tabulka 6 Elucni program u analyzy karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu pomoci HPLC

Eas [min] MF A [%] MF B [%]
0,00 100,00 0,00
10,00 0,00 100,00
14,00 0,00 100,00
15,30 100,00 0,00
19,00 100,00 0,00

4.7.4 Transesterifikace lipida

Do cisté krymplovaci vialky o objemu 2 ml bylo navdZeno pfiblizn€ 10 mg lyofilizované
biomasy a odpipetovano 1,8 ml transesterifikacni smési o slozeni 15 % kyseliny sirové
v methanolu o HPLC kvalité s pfidavkem interniho standardu C17 o koncentraci 0,5 mg/ml.
Zakrymplovana vialka byla vloZena na 2 hodiny do termobloku vyhtatého na 85 °C. po vyjmuti
se vialky nechaly volné zchladnout. Do 4 ml vialky se napipetoval roztok NaOH o koncentraci
0,05 M a k nému se vlil cely obsah transesterifikované smési. Poté, co se do vialky piidal 1 ml
hexanu a vzorek byl 3 minuty extrahovan na vortexu. Poté, co se faze odd¢lily, bylo z vrchni
organické faze obsahujici methylestery mastnych kyselin odpipetovano 100 pl a ptrevedeno
do cisté Sroubovaci vialky s 900 ul hexanu. Takto pfipraveny vzorek je Ciry a bez barvy.

4.7.5 Analyza lipidi na GC

Analyza probihala na plynovém chromatografu Thermo Scientific TRACE™
Gas Chromatograph s autosamplerem Thermo Scientific Al 1310. K detekci analytu byl pouzit
plamenové ionizac¢ni detektor. Analyza probihala celkem 25 minut a méla tyto podminky:

kolona Zebron ZB-FAME, 30 m délky, vnitini primér 0,25 mm a $itka filmu 0,25 pm
rozpoustédlo - hexan GC kvality

nosny plyn — vodik s konstantnim priitokem 1 ml/min

teplota na vstupu 250 °C, split ratio 10

FID detektor - teplota 260 °C, 350 ml/min prutok vzduchu, 35 ml/min priatok vodiku
a 30 ml/min pratok dusiku
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Z namé&iené¢ho mnozstvi mastnych kyselin bylo déle vypocitano procentualni zastoupeni lipidu.

Tabulka 7 Teplotni rampa u GC

No retention time [min] rate [°C/min] target value [°C] | hold time [min]
1 0,000 Run

2 1,000 0,00 80,00 1,00

3 5,000 15,00 140,00 0,00

4 21,667 3,00 190,00 0,00

5 25,467 25,00 260,00 1,00

7 25,467 StopRun

4.7.6 Stanoveni aktivity lipaz

Ke stanoveni lipazové aktivity byla vyuzita kolorimetrickd metoda s p-nitrofenylpalmitatem,
ktera je zalozena na schopnosti lipaz $tépit tento substrat za vzniku zluté¢ zbarveného produktu,
kterym je p-nitrofenol. Ten se poté stanovi spektrofotometricky pii vlnové délce 410 nm.
K méfeni byl pouzit 0,1M Tris-HCI pufr o pH 7,2.

4.7.6.1 Kalibracni kiivka

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl vyuzit roztok p-nitrofenolu o koncentraci 0,5 mmol/l a z n¢j
byla poté pufrem nafedéna koncentracni fada v rozmezi od 0,005 mmol/l do 0,05 mmol/l.
Jednotlivé absorbance byly odecteny pii vinové délce 410 nm na spektrofotometru ELISA
reader.

4.7.6.2 Priprava substrdtu

Pro piipravu substratu, ktery slouZzil pro stanoveni lipaz, bylo do odmérné bainiky o objemu
100 ml navazeno 0,0135 g p-nitrofenylpalmitatu, 0,017 g SDS a 1 g Triton-X-100. Roztok byl
po rysku doplnén destilovanou vodou. Takto pfipraveny substrat mohl byt uchovavan
pfti teploté 4 °C po dobu 3 dnd.

4.7.6.3 Stanoveni lipolytické aktivity

Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 125 ul pufru, 125 pl substratu a 50 pl vzorku
neboli supernatantu. Analyza probihala na ELISA readeru temperovaném na 30 °C,
kdy po dobu 1 hodiny v 5 minutovych intervalech byla odecitana absorbance pii vinové délce
410 nm. Lipolyticka aktivita enzymu byla vypoétena dle vzorce uvedeného v Rovnice 1.

Rovnice 1 Vzorec pro vypocet lipolytické aktivity

Ay td
= c.V.t
kde a lipolytick4 aktivita enzymu [pmol-min-ml?* = U-m1?]
As0  absorbance vzorkl
t doba inkubace vzorku s enzymem [min]
\Y/ objem vzorku [ml]

c,d  koeficienty z rovnice regresni primky kalibra¢ni kiivky
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Jednim z prvnich ukolt této diplomové prace bylo otestovat sadu komercné dostupnych
lipolytickych enzymii a urcit nejvhodnéjsi a nejucinnéjsi enzym pro hydrolyzu odpadniho tuku
na zékladé TLC a stanoveni obsahu vzniklého glycerolu pomoci HPLC/RI.

Nasledoval zakladni screening, kdy byl kazdy kmen kultivovan pii 4 pomérech C/N
(13, 25, 50, 100) na 7 ruznych médiich lisicich se zdrojem uhlikatého substratu. U kazdé
kultivace byla stanovena gravimetricky kvasinkova biomasa, ktera byla dale podrobena
extrakci a také transesterifikaci. Byly sledovany tyto metabolity — karotenoidy (torulen,
torularhodin, B-karoten), ergosterol, ubichinon, celkové lipidy a spektrum mastnych kyselin.
Vzhled vyslednych kvasinkovych kultur je na fotografiich v pfiloze v kapitole 9.1.

Poté byly provedeny velkoobjemové kultivace kvasinek s ¢asovymi odbéry pti zdkladnim
poméru C/N 13, kde byly sledovany vSechny jiz uvedené latky, ale také hodnota pH
a lipolyticka aktivita komeréniho enzymu béhem kultivace.

V posledni casti prace byla otestovana schopnost velkokapacitni kultivace kvasinky
Rhodotorula glutinis na dvou typech médii, kde odpadni tuk tvofil majoritni zdroj uhliku.
Kultura byla béhem kultivace sledovana a byly u ni stanoveny jiz vyse zminéné parametry.

5.1 Enzymatické hydrolyzy odpadniho tuku

Na odpadnim tuku byla otestovana sada dostupnych komerc¢nich lipolytickych enzyma a z ni
byl uréen nejvhodnéjsi a nejefektivnéj$i enzym, s kterym bylo dale pracovano. Jednotlivé
enzymy se od sebe odlisovaly Gi¢innosti, cenou a mechanismem hydrolytické reakce. U kazdého
hydrolyzatu byl zméfen obsah glycerolu v g/l a provedena analyza pomoci TLC.

5.1.1 Testovani komerénich lipaz k hydrolyze odpadniho tuku

Pro testovani lipaz k hydrolyze 5 g odpadniho tuku v 50 ml pufru byly pouzity enzymy uvedeny
v Tabulka 1. Samotné hydrolyzy byly sledovany 30 hodin a béhem této doby byly odebirany
vzorky.
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Obrazek 24 Vysledny vzhled enzymatickych hydrolyzatii odpadniho tuku
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Kone¢né koncentrace glycerolu v g/l jsou uvedeny v Tabulka 8. Jednozna¢né
nejucinnéjsim enzymem byla lipaza z Candida rugosa, kde byl obsah glycerolu v hydrolyzatu
témet 16 g/, coz odpovidd téméf uplné hydrolyze. Druhym nejlepSim enzymem je lipaza
z Mucor miehei, tento hydrolyzat obsahoval 11,84 g/l glycerolu. Za ni nasledovala lipaza
z Pseudomonas cepacia.

Z hlediska ucinnosti hydrolyzy se jako nejslabsi enzym se ukazala lipaza produkovana
kvasinkou Rhodotorula glutinis. Lipaza je nejmén¢ u¢inna a v porovnani s komerénimi enzymy
je jeji schopnost hydrolyzovat odpadni tuk témét nulova, z diivodu nizké koncentrace a nizké
Cistoty. Tato kvasinka je sice schopna utilizovat odpadni tuk, ale jelikoZ je pro tento enzym
indukovany, produkuje ho na béZzném médiu jen v malém mnozstvi. Dal§imi neefektivnimi
enzymy byla piedevsim lipaza z prase¢iho pankreatu nebo lipaza z plisné Rhizopus niveus.

Tabulka 8 Vysledné koncentrace glycerolu v enzymatickych hydrolyzatech pri testovani komercnich
lipaz

oznaCeni | lipaza c glycerolu [g/1]
1 Aspergillus niger 1,16
2 B Candida antarctica, recombinant from Aspergillus oryzae | 2,28
3 Candida rugosa 15,85
4 Mucor miehei 11,84
5 Pseudomonas cepacia 6,69
6 Pseudomonas fluorescens 4,08
7 Rhizopus oryzea 1,82
8 Rhizopus niveus 0,64
9 praseci pankreas 0,19
10 Rhodotorula glutinis 0,08

5.1.1.1 Obsah glycerolu u enzymatickych hydrolyzdti

Béhem 30 hodinové hydrolyzy byl sledovan obsah glycerolu a jeho mnoZstvi bylo stanoveno
pomoci HPLC/RI. VSechny naméfena data jsou uvedena v grafech v Obrazek 25 a v Obrazek
26. Z grafu lze vy¢ist, ze u lipazy z Candida rugosa (oznaceni Cislem 3) bylo dosazeno
vysokého procenta zhydrolyzovani jiz po prvnich 6 hodinach, kdy byl obsah glycerolu 13,5 g/l.
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Hydrolyzy tuku pomoci komer¢nich enzymu
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Obrazek 25 Casova zavislost obsahu glycerolu v enzymatickych hydrolyzdatech béhem 30 hodin

Hydrolyzy tuku pomoci komercnich enzymt (vyiez)
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Obrazek 26 Casova zavislost obsahu glycerolu v enzymatickych hydrolyzatech v prvnich 5 hodindch
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5.1.1.2 TLC u enzymatickych hydrolyzdti

Ke zjisténi substratové specifity pro kazdou lipdzu byla provedena tenkovrstva chromatografie.
Jak uz bylo zminéno vysSe, tak i dle TLC na Obrazek 27, je jednoznacné nejucinnéjsi
hydrolyticky enzym lipaza z kvasinky Candida rugosa. U této lipazy dochazi majoritné
ke Stépeni triacylglycerolll na volné mastné kyseliny, monoacylglyceroly a diacylglyceroly
vznikaji v minimalnim mnozstvi.

Lipazy izolované z bakterii rodu Pseudomonas (oznaceni 5 a 6) maji mechanismus
ucinku podobny jako kvasinkova lipaza z Candida rugosa. U téchto vzorku byly rozstépeny
také veskeré triacylglyceroly a vznikl velky podil monoacylglyceroli a diacylglycerold, jejichz
vazby nebyly uz dal hydrolyzovany.

Plistiové lipazy (vzorky s oznaCenim 1, 4, 7 a 8) nemaji danou pfesnou substratovou
specifitu a hydrolyza probihd pribézné na vSech triacylglycerolech, diacylglycerolech
i monoacylglycerolech. Nejuc¢innéjsi lipaza izolovana z plisni byla lipaza z Mucor miehei, zde
byl nejmensi podil triacylglycerolu a nejvétsi obsah glycerolu.

Pankreatickd lipdza zprase¢i slinivky (vzorek 9) Sté€pi taktéz vSechny vazby
v triacylglycerolech, diacylglycerolech i monoacylglycerolech. Pro hydrolyzu odpadniho tuku
se ale ukazala byt jako nejméné vhodna.

Vzorek 10, kterym byla lipaza z kvasinky Rhodotorula glutinis, byl velmi slaby, coz
bylo dano nizkou koncentraci v preparatu. Z toho divodu nebyly na TLC zachyceny zadné
stopy glycerolu ani diacylglycerolti a monoacylglyceroli. Z piedchozich experimentd bylo
zjisténo, ze kvasinkova lipaza kopiruje mechanismus G¢inky lipazy z Candida rugosa.
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Obrazek 27 TLC enzymatickych hydrolyzatu pri testovani lipaz
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5.1.2 Casova zavislost u hydrolyzy odpadniho tuku pomoci enzymu lipaza z Candida
rugosa

Podle vySe uvedenych testovani byl jako nejlepsi, nejefektivnéjsi a nejrychlejsi enzym, schopny
hydrolyzovat odpadni tuk, zvolen komeréné dostupny enzym (Sigma) izolovany z kvasinky
Candida rugosa. Tato lipaza byla dale pouzivana ke v§em kultivacim, jak uz k hydrolyze tuku,
tak i pfidani k samotné kultivaci. Sledovana byla ¢asova zavislost enzymatické hydrolyzy tuku,
jejiz graf je uveden na Obrazek 28.

Casova zavislost enzymatické hydrolyzy tuku pomoci
lipazy z Candida rugosa
55,5
455
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25,5
15,5

5,5
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koncentrace glycerolu [g/1]

Obrazek 28 Casova zavislost enzymatické hydrolyzy tuku pomoci lipazy z Candida rugosa

5.2 Vysledky zakladnich kultivaci kvasinek na C/N poméru 13
5.2.1 Rustové charakteristiky a celkova biomasa kvasinek pii C/N poméru 13

C/N pomér 13 je povazovan za zakladni pomér uhliku a dusiku v kultivaénim médiu
pro karotenogenni kvasinky. Na Obrazek 29 jsou souhrnné uvedena mnozstvi biomasy
pti zakladnich kultivacich na C/N poméru 13. Nejvétsi nartst u vSech kvasinek byl zaznamenan
na glukézovém a glycerolovém médiu, ale i na médiu, kde zdroj uhliku tvofil enzymaticky
hydrolyzovany tuk. Glukdza a glycerol jsou pro kvasinky jednoduchy uhlikaty substrat, coZ jim
umoziuje mnohem rychlejsi utilizaci a s tim spojeny 1 rychlej$i narlist biomasy. V médiich
S hydrolyzovanym tukem byl v malé koncentraci obsaZen tlumivy roztok, ve kterém probihala
samotnd hydrolyza. Tento zbytek pufru umoznil kvasinkdm lepsi kultivacni podminky diky
tomu, Ze v médiu udrZoval hodnotu pH blizkou 5-6. Tato hodnota pH je pro kvasinky optimalni.
Pti klasickych kultivacich kvasinky béhem rastu produkuji metabolity, které snizuji pH
prostfedi a tim zhorSuji kultivacni podminky a postupné mize dochdzet az k inhibici rlstu, coZ

Mrwe

Nejvyssi nartist biomasy na C/N poméru 13 byl zaznamendn na médiu
S hydrolyzovanym tukem u kvasinky Rhodotorula glutinis, kde hodnota dosahla 14,4 g/l.
pohybovaly kolem 2-4 g/l ve vSech médich. Vysoky narust vykazovala i kvasinka
Sporidiobolus pararoseus, ktera méla nejvétsi nartst také na hydrolyzovaném tuku. Kvasinka
Rhodotorula mucilaginosa se jevila jako primérna.
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C/N pomér 13
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Obrazek 29 Grafické znazorneni gravimetrického stanoveni biomasy u zakladnich kultivaci
na C/N pomeéru 13

5.2.2 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu na C/N poméru 13

Produkce karotenoidi v kvasinkovych bunkach je spjata s pfistupem kysliku v médiu a
stresovymi faktory. Karotenoidy slouZzi jako antioxidanty a chrani buiiku pted Skodlivymi vlivy.
Ergosterol je produkovan, aby udrzel fluiditu membrany a celistvost buiiky, v pfipadé moZného
ohrozeni, dochazi k jeho nadprodukci. Hlavni role ubichinonu je v dychacim fetézci, proto jeho
produkce zavisi na mnozstvi kysliku v médiu. Jeho obsah se zvysuje, pokud stoupa mnozstvi
kysliku. Vyhodnoceni karotenoidi bylo provedeno na zaklad¢ postupu v kapitole 4.7.3.

Na obrazcich (Obrazek 30, Obrazek 32, Obrazek 34, Obrazek 36) jsou graficky
znazornény koncentrace celkovych karotenoidi, ergosterolu a ubichinonu v 1 | média
s kvasinkovymi buiikami. Nejvétsi schopnost produkce karotenoidi ma jednozna¢né kvasinka
Rhodotorula glutinis, kde nejvyssi koncentrace karotenoidy dosahovaly na gluk6zovém
a glycerolovém médiu (az 30 mg/l). Koncentrace karotenoidi u kvasinek Cystofilobasidium
macerans a Rhodotorula mucilaginosa byly v porovnani velmi nizké, nékdy az pouhé 3 mg/1.
Co se tyce konkrétniho zastoupeni jednotlivych karotenoidil (grafy na Obrazek 31, Obrazek 33,
Obrazek 35, Obrazek 37), tak nejvétsi produkce P-karotenu bylo dosazeno kvasinkou
Rhodotorula glutinis. Obecné Ize ftici, ze veétsi produkce [-karotenu bylo dosazeno
na klasickych médiich s glukézou a glycerolem, naopak jeho produkce se snizila a zvysila se
produkce torulenu v médiu, kde zdroj uhliku tvofil tuk s glukdzou.

Ergosterol byl nejvice produkovan kvasinkou Sporidiobolus pararoseus. na klasickém
gluk6zovém a glycerolovém médiu, na tukovych médiich se jeho koncentrace snizovala.
U kvasinky Rhodotorula mucilaginosa nebyla pozorovana zadna vyrazna zména ohledné jeho
obsahu v zavislosti na médiu. Nejvétsi koncentrace ubichinonu byla namétfena u kultivace
na tukovém médiu s piidavkem emulgatoru kvasinkou Sporidiobolus pararoseus (17,3 mg/l).
Zajimavy jev nastal u kvasinky Cystofilobasidium macerans, kdy u tukovych médii doslo
k vyraznému nartstu ubichinonu.
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Rhodotorula glutinis C/N pomér 13
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Obrazek 30 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Rodotorula glutinis
na C/N pomeéru 13

Rhodotorula glutinis C/N pomér 13: profil karotenoidt
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Obrazek 31 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Rhodotorula glutinis na CIN poméru 13

Cystofilobasidium macerans C/N pomér 13
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Obrazek 32 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Cystofilobasidium macerans
na C/N pomeéru 13
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Cystofilobasidium macerans C/N pomér 13: profil karotenoidi
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Obrazek 33 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Cyystofilobasidium macerans
na C/N pomeéru 13

Rhodotorula mucilaginosa C/N pomér 13
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Obrazek 34 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Rhodotorula mucilaginosa
na C/N pomeéru 13

Rhodotorula mucilaginosa C/N pomér 13: profil karotenoidt
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Obrazek 35 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Rhodotorula mucilaginosa
na C/N pomeéru 13
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Sporidiobolus pararoseus C/N pomér 13
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Obrazek 36 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Sporidiobolus pararoseus na
CIN pomeru 13

Sporidiobolus pararoseus C/N pomér 13: profil karotenoidi
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Obrdazek 37 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Sporidiobolus pararoseus
na C/N poméru 13

5.2.3 Produkce lipidi na C/N poméru 13

Produkce lipidii a mastnych kyselin je u kvasinek dana zejména mnoZstvim uhlikatého zdroje
v médiu. Jejich akumulace v bunice probihd az do jeho vycerpani. Obecné plati, ze ¢im vice
uhlikatého zdroje, tim vétsi podil lipidid v kvasinkové butice. Pro analyzu a kvantifikaci
mastnych kyselin byla pouZita plynovéa chromatografie s FID detekct.

Na Obrazek 38 jsou graficky zndzornény procentualni zastoupeni intracelularnich lipida
v biomase. K nejvétsi produkei dochazelo na médiu, kde jako zdroj uhliku slouzil enzymaticky
hydrolyzovany tuk. Jako nejlepS§im producentem se ukazala kvasinka Sporidiobolus
pararoseus, kde procentudlni obsah ptesahoval az 50 %. Méné vyznamnymi producenty
u C/N poméru 13 byla kvasinka Rhodotorula glutinis a Rhodotorula mucilaginosa, jejiz obsah
tvofil nékdy 1 méné¢ jak 10 %.
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Procentualni obsah lipidi v biomase u C/N poméru 13
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® Rhodotorula glutinis m Cystofilobasidium macerans
= Rhodotorula mucilaginosa = Sporidiobolus pararoseus

Obrdzek 38 Procentudlni zastoupeni lipidii v biomase u CIN poméru 13
5.2.3.1 Zastoupeni mastnych kyselin

Mastné kyseliny, které byly analyzovany, se v buiikach vyskytuji ve formé triacylglyceroli, ale
také i fosfolipidi. Profil mastnych kyselin v kvasinkové buiice je velmi proménlivy, jeho
sloZeni zavisi na mnoha faktorech, jako je zdroj nutrientli, vzdusnéni, svétlo nebo teplota.

V grafickém zndzornéni na Obrazek 39 lze vidét, Ze nejveétsim producentem zdravi
prospésnych polynenasycenych mastnych kyselin je kvasinka Cystofilobasidium macerans.
Naopak nejvétsi zastoupeni nasycenych mastnych kyselin ma ve svém profilu kvasinka
Rhodotorula mucilaginosa. Zajimavy je profil mastnych kyselin u kultivaci kvasinek rodu
Rhodotorula na hydrolyzovaném tuku, kde obsah nasycenych mastnych kyselin tvoii az dvé
tietiny. U téchto kultivaci bylo také dosazeno pomérné velkého nardstu biomasy.
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Obrazek 39 Profil mastnych kyselin v biomase u CIN poméru 13
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5.2.4 Kultivace kvasinek na riznych enzymatickych hydrolyzatech

U C/N pomeéru 13 byly také provedeny kultivace na dvou jinych enzymatickych hydrolyzatech,
kdy byly pouzity lipazy z Mucor miehei a z Pseudomonas cepacia. Tyto dv¢ lipazy vysly pii
testovani jako dalsi vhodné (viz 5.1.1). Narust kvasinkovych biomas v porovnani
s enzymatickym hydrolyzatem lipazou z Candida rugosa, je uveden v grafu na Obrazek 41.
U kvasinek Cystofilobasidim macerans a Rhodotorula mucilaginosa byl zaznamenan vyssi
nartst u hydrolyzatu z lipazy z Pseudomonas cepacia nez v ptuvodnim hydrolyzatu z lipazy
z Candida rugosa. U kvasinek Rhodotorula glutinis a Sporidiobolus pararoseus tomu bylo
naopak. Nejvétsi mnoZstvi biomasy ale zlistava stale u kvasinky RG na hydrolyzatu z lipazy
Candida rugosa.

hydrolyzat - lipaza z Pseud.

omonas cepacia

s

Obrdazek 40 Kultivace na enzymatickych hydrolyzatech

Kultivace na hydrolyzatech
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® Rhodotorula mucilaginosa ™ Sporidiobolus pararoseus

Obrdazek 41 Grafické znazornéni gravimetrického stanoveni biomasy u enzymatickych hydrolyzatu
na C/N pomeéru 13
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U karotenoidt pti kultivaci na enzymatickych hydrolyzatech doslo k velkému zvyseni
produkce, zejména u kvasinek rodu Rhodotorula. V porovnani s enzymatickym hydrolyzatem
lipazou z Candida rugosa (3-5 mg/l), se obsah karotenoidti zn¢kolikanasobil az na hodnoty
20 - 40 mg/l. Doslo i1 ke zvySeni tvorby torulenu (nejvys$si hodnota 15,5 mg/l u kvasinky
Rhodotorula mucilaginosa) a torularhodinu, a to na tkor produkce [-karotenu.

Ergosterol byl syntetizovan pramérné ve stejné mife jako u predchoziho enzymatického
hydrolyzatu. Produkce ubichinonu se ale zna¢né zvysSila, zejména u kvasinky Rhodotorula
glutinis, az na 10,7 mg/l. Vyssi tvorba ubichinonu byla zaznamenana u vSech kvasinek
na hydrolyzatu lipazou z Pseudomonas cepacia.
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Obrazek 42 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu u enzymatickych hydrolyzatu
na C/N pomeéru 13

Profil karotenoidii: enzymatické hydrolyzaty C/N pomér 13
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Obrazek 43 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u enzymatickych hydrolyzatii na CIN poméru 13
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V piipadé produkce lipida (viz Obrazek 44) se jejich procentualni zastoupeni prudce
snizilo, coz muze byt zptisobeno mén¢ kvalitnim hydrolyzatem S mensim obsahem glycerolu.
U dvou novych hydrolyzatd ve v§ech kvasinkach bylo dosazeno nejvice 12 % lipida v biomase,
coz je vice jak dvojnasobné mén¢ nez u ptivodniho hydrolyzatu z lipazy z Candida rugosa.

Procentualni obsah lipidi v biomase u kultivaci na hydrolyzatech
C/N pomér 13
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Candida rugosa Mucor miehei Pseudomonas cepacia
lipaza
® Rhodotorula glutinis m Cystofilobasidium macerans

Rhodotorula mucilaginosa = Sporidiobolus pararoseus

Obrazek 44 Procentudlni zastoupeni lipidit v biomase u kultivaci na enzymatickych hydrolyzatech
pri CIN poméru 13

Z profilu mastnych kyselin (Obrazek 45) je ziejmé, ze u dvou novych enzymatickych
hydrolyzatd doslo ke zvySeni tvorby polynenasycenych mastnych kyselin (pfedev§im
u kyseliny linolové a a-linolenové) a poklesu nasycenych matnych kyselin, néz tomu bylo
u kultivace na enzymatickém hydrolyzatu pomoci lipazy z Candida rugosa. Nejvétsi zména
byla zaznamenana u kvasinky Rhodotorula glutinis.
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Obrazek 45 Profil mastnych kyselin v biomase u kultivaci na enzymatickych hydrolyzatech
pri CIN poméru 13
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5.3 Vysledky zakladnich kultivaci kvasinek na C/N poméru 25
5.3.1 Ruistové charakteristiky a celkova biomasa kvasinek pii C/N poméru 25

U kultivaci kvasinek na C/N poméru 25, jejichz vysledky jsou souhrnné uvedeny v grafu
na Obrazek 46, produkce biomasy obecné klesla na glukézovych a glycerolovych médiich.
Naopak tomu bylo u médii, kde zdroj uhliku tvofil odpadni tuk. Ve vétSiné pripad vzrostla
produkce kvasinkové biomasy. U kvasinky Cystofilobasidium macerans byly na v§ech médiich
pozorovany zvySené narusty biomasy, v mnoha ptipadech az dvakrat vyssi nez u predchoziho
C/N poméru 13. Vytéznost u kvasinek rodu Rhodotorula se néjak vyrazné nesnizila. Opét
nejvétsiho nartstu dosdhla kvasinka Rhodotorula glutinis na médiu s enzymaticky
hydrolyzovanym tukem s hodnotou 12,3 g/l biomasy.
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Rhodotorula mucilaginosa = Sporidiobolus pararoseus

Obrazek 46 Grafické znazorneni gravimetrického stanoveni biomasy u zakladnich kultivaci
na C/N pomeéru 25

5.3.2 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu na C/N poméru 25

Na obrazcich (Obrazek 47, Obrazek 49, Obrazek 51, Obrazek 53) jsou graficky znazornény
produkéni vlastnosti karotenoidi, ergosterolu a ubichinonu pro kazdy kmen na vSech médiich.
U kmene Cystofilobasidium macerans se produkce karotenoidii vyrazné zvysila oproti
kultivacim na C/N poméru 13. Naopak doSlo k poklesu produkce karotenoidii u kvasinky
Rhodotorula mucilaginosa a Sporidiobolus pararoseus. U kmene S. pararoseus doslo k
vyraznému poklesu B-karotenu a naopak se ve vysSich koncentracich tvofil torulen.

U ergosterolu byl zaznamenan vyznamny nartst zejména na médiich s hydrolyzovanym
tukem, jeho hodnoty u Rhodotorula glutinis stouply az ¢tyfnasobné. Nejvétsim producentem
této latky je jednozna¢né na vSech médich kvasinka Rhodotorula mucilaginosa, jak tomu bylo
i u poméru C/N 13. Nejvyssi produkci ubichinonu vykazovala kvasinka Cystofilobasidium
macerans kde hodnoty na tukovych médiich dosahovaly az 33,7 mg/l. Hodnoty pro ubichinon
se zvysily i u kvasinky Sporidiobolus pararoseus.
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Rhodotorula glutinis C/N pomér 25
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Obrazek 47 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvosinkou Rhodotorula glutinis
na C/N pomeéru 25

Rhodotorula glutinis C/N pomér 25: profil karotenoida
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Obrazek 48 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Rhodotorula glutinis na CIN poméru 25
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Obrazek 49 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Cystofilobasidium macerans
na C/N poméru 25
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Cystofilobasidium macerans C/N pomér 25: profil karotenoidt
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Obrazek 50 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Cystofilobasidium macerans
na C/N pomeéru 25

Rhodotorula mucilaginosa C/N pomér 25
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Obrazek 51 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Rhodotorula mucilaginosa
na C/N pomeéru 25

Rhodotorula mucilaginosa C/N pomér 25: profil karotenoidt
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Obrazek 52 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Rhodotorula mucilaginosa
na C/N poméru 25
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Sporidiobolus pararoseus C/N pomér 25
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Obrazek 53 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Sporidiobolus pararoseus
na C/N poméru 25

Sporidiobolus pararoseus C/N pomér 25: profil karotenoidt
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Obrdzek 54 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Sporidiobolus pararoseus
na C/N pomeéru 25

5.3.3 Produkce lipidi na C/N poméru 25

Z hlediska produkce lipidi (Obrazek 55) se jako nejvhodngjsi kmen jevi Sporidiobolus
pararoseus, ktery dosahuje u glukézového média az 40 % intracelularnich lipidd ve své
biomase. Stejné procento ma ve svych bunkach i kvasinka Cystofilobasidium macerans, ale
pouze kultivovana na médiu s odpadnim tukem a emulgéatorem.

Obecné ale doslo ke zvyseni produkce intracelularnich lipidii, nez tomu bylo u kultivaci
na C/N poméru 13. Kvasinkou, ktera méla nejnizsi obsah lipidd, stale zistava Rhodotorula
mucilaginosa, jejiz hodnoty se primérné pohybuji kolem 15 %.

56



Procentualni obsah lipidi v biomase u C/N poméru 25
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Obrdzek 55 Procentudlni zastoupeni lipidii v biomase u CIN poméru 25
5.3.3.1 Zastoupeni mastnych kyselin

Co se tyce profilu mastnych kyselin, ktery je graficky znazornén na Obrazek 56, vyrazné se
zménil pomér MUFA a PUFA u kvasinky Cystofilobasidium macerans Doslo zde ke snizeni
tvorby polynenasycenych mastnych kyselin (hlavné kyseliny linolové) a zvysilo se procento
mononenasycenych mastnych kyselin (pfedev§im kyseliny olejové a palmitolejové), nez jak
tomu bylo u C/N poméru 13. U kvasinky Sporidiobolus pararoseus vzrostlo procento PUFA
a Vv nekterych pifipadech se zvysil 1 podil MUFA na ukor nasycenych mastnych kyselin.
Nejzajimavéjsi profil mastnych kyselin ma u kultivaci na C/N poméru 25 kvasinka Rhodotorula
glutinis, kultivovana na médiu s odpadnim tukem a pfidanym enzymem, kde zastoupeni
nasycenych matnych kyselin je pouze 11,7 %, MUFA tvoii 59,7 % a zbylych 28,6 jsou zdravi
prospeésné polynenasycené mastné kyseliny.
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Obrazek 56 Profil mastnych kyselin v biomase u CIN poméru 25
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5.4 Vysledky zakladnich kultivaci kvasinek na C/N poméru 50
5.4.1 Rustové charakteristiky a celkova biomasa kvasinek pii C/N poméru 50

U kultivaci na C/N poméru 50, jejichz vysledky jsou piehledné uvedeny v grafu na Obrazek
57, doslo ke snizeni produkce kvasinkové biomasy téméf u vSech kment, Coz muze byt
nasledek mozné substratové inhibice. Pouze pro kvasinku Cystofilobasidium macerans byly
tyto podminky optimalngjsi, jeji biomasa vzrostla zejména na gluk6zovém, tukovém médiu
a médiu tukovém s piidavkem emulgatoru. Nejvice se kvasinkdm dafilo rust na glukézovém
médiu a dale na médiu s tukem a ptidavkem enzymu. Konstantné nejvétSich narasti dosahuje
kvasinka Rhodotorula glutinis a nejmén¢ se dafilo na C/N poméru 50 kvasince Sporidiobolus
pararoseus.
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® Rhodotorula mucilaginosa = Sporidiobolus pararoseus

Obrazek 57 Grafické znazorneni gravimetrického stanoveni biomasy u zakladnich kultivaci
na C/N pomeéru 50

5.4.2 Produkce karotenoidi, ergosterolu a ubichinonu na C/N poméru 50

Z vysledku analyzy karotenoidd, ergosterolu a ubichinonu, které jsou v grafech na Obrazek 58,
Obrazek 60, Obrazek 62 a Obrazek 64, vyplyva, ze obsah karotenoidi se né&jak vyrazné
nezménil ve srovnani s C/N pomérem 25. Pouze u kvasinky Rhodotorula mucilaginosa byl
zaznamenan vyrazny narust na nékterych médiich (glukézové, glycerolové a tukové). Z grafu
na Obrazek 59 a Obrazek 61 si lze vSimnout, ze C/N pomér 50 podporoval syntézu
torularhodinu u kvasinek RG a CM. Této latky bylo nejvice naméfeno u kvasinky RG
na tukovém médiu s pfidavkem emulgatoru (7,6 mg/l), kde tvofil skoro tfetinu vSech
karotenoidu. Co se ty¢e produkce ergosterolu, tak jeho koncentrace vzrostla u kvasinky CM
zejména na tukovych médiich, nejvyssi koncentrace byla ale namétena na glycerolovém médiu
(30,3 mg/l). Nejvétsi produkei ubichinonu vykazovala kvasinka Sporidiobolus pararoseus na
tukovém médiu a médiu s tukem a pridavkem emulgatoru.
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Rhodotorula glutinis C/N pomér 50
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Obrazek 58 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Rhodotorula glutinis
na C/N pomeéru 50

Rhodotorula glutinis C/N pomér 50: profil karotenoida
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Obrazek 59 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Rhodotorula glutinis na CIN poméru 50

Cystofilobasidium macerans C/N pomér 50
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Obrazek 60 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Cystofilobasidium macerans
na C/N pomeru 50
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Cystofilobasidium macerans C/N pomér 50: profil karotenoidi
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Obrazek 61 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Cystofilobasidium macerans
na C/N pomeéru 50
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Obrazek 62 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Rhodotorula mucilaginosa
na C/N pomeéru 50

Rhodotorula mucilaginosa C/N pomér 50: profil karotenoidtu
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Obrazek 63 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Rhodotorula mucilaginosa
na C/N pomeéru 50
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Sporidiobolus pararoseus C/N pomér 50
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Obrazek 64 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Sporidiobolus pararoseus
na C/N pomeéru 50

Sporidiobolus pararoseus C/N pomér 50: profil karotenoidi

TUK+G
TUK+E

H.TUK
TUK+T

GLY
GLU

—
[
A

o

5 10 15 20 25

m 3-karoten [mg/l] ®torulen [mg/l]  mtorularhodin [mg/I] ostatni karotenoidy [mg/1]

Obrdzek 65 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Sporidiobolus pararoseus
na C/N pomeéru 50

5.4.3 Produkce lipidi na C/N poméru 50

Po analyze mastnych kyselin v biomase (graf na Obrazek 66) vyplynulo, ze procentualni obsah
intracelularnich lipidG se v buiice pohybuje primémé kolem 15 — 20 %. V porovnani
s ptedchozim C/N pomérem doslo u kvasinky R. glutinis ke snizeni procenta lipidi. Podobné
tomu bylo i u kmene Cystofilobasidium macerans, kdy se obsah lipidi vyrazné snizil,
az na vzorek kultivovany na tukovém médiu s piidavkem emulgatoru, kde se hodnota skoro
zdvojnasobila na 38 %. U kvasinky Rhodotorula mucilaginosa nedoslo k zadné vyrazné zméné
Vv porovnani s kultivaci na C/N pomé&ru 25. nejvétsi podil intracelularnich lipida ma kvasinka
Sporidiobolus pararoseus, a to na tukovych médiich s pifidavkem emulgatory a enzymu.
U téchto hodnot doslo az ke zdvojnasobeni na 52 % a 53 %.
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Procentudlni obsah lipidi v biomase u C/N poméru 50
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Obrdzek 66 Procentudlni zastoupeni lipidii v biomase u CIN poméru 50
5.4.3.1 Zastoupeni mastnych kyselin

Profil mastnych kyselin u kultivaci na C/N poméru 50, ktery je na Obrazek 67, se néjak vyrazné
nelisi od pfedchoziho u C/N poméru 25. Nejvétsi zastoupeni PUFA maji kvasinky Rhodotorula
glutinis a Cystofilobasidium macerans, u téchto kmeni je pozorovan i maly podil SFA. Naopak
vysoky obsah nasycenych mastnych kyselin (kyseliny stearové a hexadekanové) ma opét
kvasinka Rhodotorula mucilaginosa kultivovana na tukovém médiu a médiu s piidavkem
enzymu (az 70%).
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Obrazek 67 Profil mastnych kyselin v biomase u CIN poméru 50
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5.5 Vysledky zakladnich kultivaci kvasinek na C/N poméru 100
5.5.1 Rustové charakteristiky a celkova biomasa kvasinek pii C/N poméru 100

U kultivaci na C/N poméru 100 biomasa dosahovala taktéi niiéich nérﬁstﬁ coZ mﬁie b}'ft
uvedeny v grafu na Obrazek 68. U kvasinky Rhodotorula glutinis doslo k mirnému nartstu
biomasy nez u ptedchoziho C/N poméru 50. Odlisoval se jen vzorek kultivovany na tukovém
médiu s glukozou, kde biomasa klesla o polovinu. Kvasinka Cystofilobasidium macerans
neprojevovala zadné vyznamné zmény, az na médiu se surovym odpadnim tukem, kde se
dockala upIn¢ nejvyssiho narustu, a to 9,6 g/l. Kmen Sporidiobolus pararoseus dosahoval
podobnych produkénich hodnot jako u predchozich kultivaci.
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Obrdzek 68 Grafické znazornéni gravimetrického stanoveni biomasy u zdkladnich kultivaci
na C/N pomeéru 100

5.5.2 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu na C/N poméru 100

Z analyzy pomoci HPLC/PDA vyplyva (vysledky na Obrazek 69, Obrazek 71, Obrazek 73,
Obrazek 75), ze mnozstvi karotenoidii bylo u kvasinek pfevazné snizeno v porovnani
s C/N pomérem 50. U kvasinky Rhodotorula glutinis bylo pozorovano mirné snizeni, ale i vétsi
pomérné zastoupeni P-karotenu. Kvasinka C. macerans karotenoidli vyrazné snizila, v této
kultivaci se ale vyznacuje vysokym podilem torularhodinu. V ramci této kultivace vyrazné
klesla i produkce karotenoidii kvasinkou Rhodotorula mucilaginosa, pouze na tukovém médiu
si zachovala obdobné produkéni vlastnosti jako u C/N poméru 50. U tohoto kmene byl
pozorovan minimalni obsah torularhodinu. Jedind kvasinka, ktera zvysila produkci karotenoida
je Sporidiobolus pararoseus a to na médiich s tukem a tukem s ptidavkem emulgatoru. Nejvetsi
narust ergosterolu byl naméfen u kmene S. pararoseus na médiu se surovym odpadnim tukem
(15,2 mg/1). Jinak u ostatnich tii kmenti byl pozorovan ubytek této latky. Hodnoty pro ubichinon
jsou u kvasinky Rhodotorula glutinis podobné, u kmene C. macerans taktéz, na dvounasobnou
hodnotu se ubichinon zvysil pouze na médiu s tukem a glukdzou. Nejvice ubichinonu bylo
naméteno u kvasinky Sporidiobolus pararoseus na tuku s emulgatorem (20,3 mg/l).
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Rhodotorula glutinis C/N pomér 100
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Obrazek 69 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Rhodotorula glutinis
na C/N pomeéru 100

Rhodotorula glutinis C/N pomér 100: profil karotenoidi
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Obrazek 70 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Rhodotorula glutinis na CIN poméru 100

Cystofilobasidium macerans C/N pomér 100
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Obrdzek 71 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Cystofilobasidium macerans
na C/N pomeru 100
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Cystofilobasidium macerans C/N pomér 100: profil karotenoida
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Obrazek 12 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Cystofilobasidium macerans
na C/N pomeru 100
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Obrdazek 73 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Rhodotorula mucilaginosa
na C/N poméru 100

Rhodotorula mucilaginosa C/N pomér 100: profil karotenoida
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Obrazek 74 Zastoupeni jednotlivych karotenoidut u kvasinky Rhodotorula mucilaginosa
na C/N poméru 100
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Sporidiobolus pararoseus C/N pomér 100
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Obrazek 75 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu kvasinkou Sporidiobolus pararoseus
na C/N pomeéru 100

Sporidiobolus pararoseus C/N pomér 100: profil karotenoidt
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Obrdzek 76 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii u kvasinky Sporidiobolus pararoseus
na C/N poméru 100

5.5.3 Produkce lipidi na C/N poméru 100

Z hlediska produkce lipidl, jejiz vysledky jsou uvedeny na Obrazek 77, vyplyva, Ze
procentudlni zastoupeni intraceluldrnich lipidd se n&jak vyznamné nelisi od kultivaci
na pfedchozim C/N poméru 50 a vysledky jsou obdobné. U kvasinek rodu Rhodotorula a
kvasinky Cystofilobasidium macerans se obsah lipidi pohybuje kolem 10 -20 % v biomase.
Nejvyssiho procenta lipidd ve své bunce dosahla opét kvasinka Sporidiobolus pararoseus
na médiich, kde jako zdroj uhliku slouzil tuk. Hodnoty se zde pohybovaly od 40 az po 45 %.
Zajimava je hodnota u kvasinky Cystofilobasidium macerans na médiu obsahujicim tuk
a pfidany enzym. Zde bylo naméfeno 40,3 % intracelularnich lipidi, coZ je skoro totozné
s kultivaci na C/N poméru 50.

66



Procentualni obsah lipidi v biomase u C/N poméru 13
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Obrazek 77 Procentudlni zastoupeni lipidii v biomase u CIN poméru 100
5.5.3.1 Zastoupeni mastnych kyselin

Profil mastnych kyselin u kultivaci na C/N pomé&ru 100, ktery je zobrazeny na Obrazek 78, je
taktéz velmi podobny jako u C/N poméru 50, alespoii co se ty¢e procentualniho podilu
polynenasycenych mastnych kyselin. K vyraznégjsi zméné doslo u kvasinky Rhodotorula
mucilaginosa, kdy se snizilo procento nasycenych mastnych kyselin na maximalni hodnotu
29,3 %. Nejvetsi podil PUFA stale obsahuje kvasinka Cystofilobasidium macerans, ktera
u tukového média s ptidavkem glukozy dosahuje az 37,6 % PUFA (zejména kyselina linolova
a a-linolenova).
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Obrazek 78 Profil mastnych kyselin v biomase u CIN poméru 100
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5.6 Velkoobjemové kultivace kvasinek s ¢asovymi odbéry

Velkoobjemové kultivace byly provedeny v Erlenmayerové baiice o objemu 1 1 a pocatecni
celkovy objem kvasinkové kultury v médiu byl 500 ml. Postupné bylo odebirano vzdy 15 ml
a z tohoto vzorku byly stanoveny vSechny jiz zminéné parametry.

5.6.1 Riistové kiivky béhem Kkultivace a celkové biomasy kvasinek

Pomoci gravimetrického stanoveni biomasy byla sledovana riistova kiivka u vSech ¢tyt kmend.
Tyto Casové zavislosti jsou uvedeny graficky na Obrazek 83, Obrazek 84, Obrazek 85
a Obrazek 86. Pro vétsinu karotenogennich kvasinek je typicky jev zvany diauxie, ktery byl
pozorovany jiz v ptedchozich pracich [56] [55]. Diauxie je trend, pii kterém dochazi
k opakovani lag faze po prvnim maximu exponencialni faze. Je to zptisobeno piitomnosti dvou
riznych zdroj uhliku, kdy se v ptipad¢ vycerpani prvniho zdroje, ktery je pro buitku snadno
utilizovatelny, tvofi ptislusné enzymy a poté muze byt druhy substrat dale zpracovan. V tomto
ptipadé se mize jednat o médium s ¢astené hydrolyzovanym tukem, kde se nachazi ¢ast
glycerolu a zbyly surovy tuk. Diauxii Ize nejlépe pozorovat u kvasinky Rhodotorula glutinis
ve 12. a 30. hodin¢ kultivace. U kvasinky Cystofilobasidium macerans neni tento jev tak
zfetelny, ale kvasinka Rhodotorula mucilaginosa vykazuje stejny trend. U kmenem
Sporidiobolus pararoseus doslo k prvnimu maximu v 12. hodné a druhé bylo zaznamenano o
néco pozd¢ji, a to v 36. hodiné kultivace. Stacionarni faze u v§ech kmenti nastavala zhruba po
60. hodin¢ kultivace a méla velmi pozvolny nastup. Béhem této faze lze jesté pozorovat mirny
narust biomasy, ale pfedevsim tvorbu a akumulaci sledovanych metabolit.

Co se tyce kone¢ného narustu biomasy (Tabulka 9 Vysledné hodnoty gravimetrického
stanoveni biomasy u velkoobjemovych kultivaci), lze pozorovat nejvétSi hodnoty
u médii s ¢astecné hydrolyzovanym tukem. V téchto médiich se opét vyskytoval zbytek
fosfatového pufru, ktery pomahal udrzet hodnotu pH v optimu a tim zabranil mozné inhibici
rastu kyselymi produkty kvasinek. Nejvétsiho nartstu dosahuje kvasinka Sporidiobolus
pararoseus s hodnou témeét 10 g/l. Pomérné vysoké naristy byly zaznamenany i na médiu
z tuku a ptfidanym enzymem, zejména u kvasinky Rhodotorula mucilaginosa. Tento kmen
dosahl hodnoty 6,2 g/l biomasy, coZ je nejvic v porovnani s ostatnimi médii.

V porovnani gravimetrického stanoveni biomasy se zakladnimi kultivacemi na C/N
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Obrazek 79 Konecny vzhled kvasinkové kultury Rhodotorula glutinis u velkoobjemové kultivace
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Obrazek 80 Konecny vzhled kvasinkové kultury Cystofilobasidium macerans u velkoobjemové
kultivace

Obrdzek 81 Konecny vzhled kvasinkové kultury Rhodotorula mucilaginosa u velkoobjemovych
kultivace

Obrazek 82 Konecny vzhled kvasinkové kultury Sporidiobolus pararoseus u velkoobjemové kultivace
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Obrazek 84 Riistova kifivka Cystofilobasidium macerans
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biomasa [g/1]
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Obrdazek 85 Riistova kifivka Rhodotorula mucilaginosa
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Tabulka 9 Vysledné hodnoty gravimetrického stanoveni biomasy u velkoobjemovych kultivaci

Biomasa [g/l média]

médium/kvasinka | glukoza | glycerol | tuk tuk+t ¢.hyd.tuk | tuk+e
Rhodotorula 6,51 5,20 4,53 5,00 8,80 5,80
glutinis

Cystofilobasidium 4,60 3,83 3,69 3,70 5,70 5,10
macerans

Rhodotorula 4,74 4,77 5,77 4,37 4,76 6,19
mucilaginosa

Sporidiobolus 5,85 3,32 7,13 8,43 9,98 7,41
pararoseus

5.6.2 Casova zivislost produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu

Produkce karotenoidi, ergosterolu a ubichinonu byla pozorovéana od poc¢atku stacionarni faze,
coz byla u kazdého kmene zhruba 60. hodina kultivace.

5.6.2.1 Glukozové médium

Glukozové médium
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Obrazek 87 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu na glukézovém médiu u velkoobjemové
kultivace
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V piipadé glukdzového média (Obrazek 87) 1ze pozorovat postupny linearni narust karotenoida
u kvasinek RG, CM a RM. U kmene Sporidiobolus pararoseus byla namétena nejvetsi
koncentrace karotenoidt v 60. hoding kultivace, coz byla zaroven i nejvyssi hodnota (13 mg/l),
a poté uz se koncentrace snizovala. Koncentrace ergosterolu linearné rostla u kvasinek RG
a CM a na konci kultivace dosahovala maxima. U kvasinky RM bylo zastoupeni ergosterolu
béhem stacionarni faze konstantni. Naopak tomu bylo u kmene Sporidiobolus pararoseus, kde
ergosterol dosahl maxima Vv 60. hodiné kultivace (63 mg/l), kdy byl potfebny k syntéze
biomembran, a poté uz mirn¢ klesal. Co se tyce produkce ubichinonu, jednoznacné nevyssi
zastoupeni je u Sporidiobolus pararoseus, kde se koncentrace linearné zvySuje az na 8,8 mg/I.

Na Obrazek 88 jsou graficky zndzornény jednotlivé karotenoidy. Lze si vSimnout,
ze u glukozového média dochazi k velmi nizké produkei barviva torularhodin. U kmene RG
a SP bylo pozorovano podobné zastoupeni -karotenu a torulenu. Naproti tomu u CM a RM se
vyskytoval pfevazné B-karoten.

Glukézové médium: profil karotenoid
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Obrdzek 88 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii na glukézovém médiu u velkoobjemové kultivace
5.6.2.2 Glycerolové médium

V ramci kultivace na glycerolovém médiu (Obrazek 89) byla zjisténa linearni produkce
karotenoidd u kmene RG, RM a SP. Kvasinka Cystofilobasidium macerans dosahuje maxima
hodnoty byly naméfeny u kvasinky Rhodotorula glutinis. Z Obrazek 90 si 1ze pov§imnout, Ze
dochazi k vyssi tvorbé torulenu na ukor produkce B-karotenu. Zaroven se zde objevuje i barvivo
torularhodin, hlavné u kmene CM.

Produkce ergosterolu ma linearni charakter pouze u Rhodotorula glutinis., u ostatnich
tii kment je jeho zastoupeni témé&f konstantni. Jeho nejvyssi koncentrace 66,7 mg/l byla
namétfena u Rhodotula mucilaginosa na konci kultivace. Ubichinon ma stoupajici produkci
u kvasinek rodi Rhodotorula. U kmentt CM a SP byla jeho nejvyssi koncentrace namétena
Z pocatku stacionarni faze v 72. hodiné kultivace. Obecné se ale syntéza ubichinonu snizila
V porovndni s glukdézovym médiem.
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Glycerolové médium
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Obrazek 89 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu na glycerolovém médiu
u velkoobjemovych kultivaci
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Obrazek 90 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii na glycerolovem médiu u velkoobjemovych kultivaci
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5.6.2.3 Tukové médium

Vysledky produkce karotenoidli, ergosterolu a ubichinonu vrdmeci tukového média
u velkoobjemovych kultivaci (Obrazek 91) vykazuji vyznamné zvySeni produkce karotenoida
u kmene Sporidiobolus pararoseus, kde jsou hodnoty béhem stacionarni faze vcelku konstantni.
Na konci kultivace karotenoidy dosahuji az 23,3 mg/I. U dal$ich tfi kment (RG, CM a RM) ma
produkce karotenoidii také celkem konstantni hodnoty. Zajimavosti je, ze ergosterol, ktery
ve vétsSing u predchozich médii rostl linearné, tak zde je jeho zastoupeni takika konstantni.
Nejvyssich hodnot dosahuje kvasinka Sporidiobolus pararoseus, az 91,7 mg/l. K nejmensi
syntéze dochazi u kmene Rhodotorula glutinis. Koncentrace ubichinonu u tukového média
vyrazné stoupla, hlavné u kvasinek Rhodotorula glutinis a Sporidiobolus pararoseus. Nejvyssi
hodnota 11,2 mg/l byla naméfena u Sporidiobolus pararoseus na zacatku stacionarni faze
Vv 60. hodin¢ kultivace.

V pripadé zastoupeni jednotlivych karotenoidd (Obrazek 92), si lze v§imnout, Ze
procento zastoupeni torularhodinu u kvasinky Rhodotorula glutinis stoupa a v nékterych
ptipadech prevysSuje i nad B-karotenem. U Cystofilobasidium macerans doslo k velkému
poklesu B-karotenu, ale vyznamnym barvivem se zde stal torulen. Ve srovnani s kultivaci
na gluk6zovém médiu tomu bylo opacné.

Tukové médium
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Obrdzek 91 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu na tukovém médiu u velkoobjemovych
kultivaci
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Tukové médium: profil karotenoidti
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m B-karoten [mg/l] ®torulen [mg/l] = torularhodin [mg/I] ostatni karotenoidy [mg/1]

Obrazek 92 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii na tukovém médiu u velkoobjemovych kultivaci
5.6.2.4 Tukové médium s piidavkem emulgdtoru

Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu je graficky znidzornéna na Obrazek 93.
U kvasinek rodu Rhodotorula nedoslo k n&jaké vyrazné zméné ohledné produkce karotenoidu.
Kvasinka Cystofilobasidium macerans dosahla u tohoto média nejvys$i koncentrace
karotenoidd 25,2 mg/l. Koncentrace karotenoidi u SP byla mirné stoupajici béhem stacionarni
faze. Z hlediska zastoupeni jednotlivych karotenoidii (Obrazek 94) doslo k velmi nizkému
podilu B-karotenu a ve vétSsich mnozstvich se zacal objevovat torularhodin.

Koncentrace ergosterolu byla naméfena u vSech kvasinek v rozmezi 30 — 50 mg/I.
Nejvyssi mnozstvi se nachazelo u kvasinky Sporidiobolus pararoseus, kde na pocatku
stacionarni faze mél koncentraci 60 mg/l a na konci kultivace 91 mg/l. Spolu s tukovym médiem
jsou to zatim nejvetsi zaznamenané hodnoty u této latky.

Koncentrace ubichinonu také stoupla. NejlepSim producentem stéle zistava kvasinka
Sporidiobolus pararoseus. Hodnoty ubichinonu se u ni vySplhaly az na 13 mg/l, s rostouci
dobou kultivace ale postupné koncentrace ubichinonu klesala. Vyznamny nariist ubichinonu lze
pozorovat u kvasinky Cystofilobasidium macerans na konci stacionarni faze. Zde doslo
k navySeni az na 9,3 mg/1, coz je doposud nejvyssi koncentrace ucbichinonu u této kvasinky.
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Tukové médium s pfidavkem emulgatoru
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Obrdzek 93 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu na tukovém médiu s pridavkem
emulgatoru u velkoobjemové kultivace

Tuukové médium s ptidavkem emulgétoru: profil karotenoidl
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m B-karoten [mg/l]  ®mtorulen [mg/l]  mtorularhodin [mg/I] ostatni karotenoidy [mg/1]

Obrazek 94 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii na tukovém médiu s pridavkem emulgatoru
u velkoobjemove kultivace
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5.6.2.5 Meédium s Castec¢né hydrolyzovanym tukem

V ptipadé velkoobjemové kultivace na médiu s ¢astecné hydrolyzovanym tukem byl zjistén
pokles Kkarotenoidii v ramci vSech kmeni. Kompletni vysledky jsou uvedeny v grafu
na Obrazek 95. Karotenoidy béhem staciondrni faze mély konstantni charakter u kvasinky
Rhodotorula mucilaginosa. K linearnimu zvysovani koncentrace doslo u zbylych téi kmeni.
Nejvice karotenoidi bylo obsazeno v kvasince Sporidiobolus pararoseus na konci kultivace
(18,9 mg/l).

Produkce ergosterolu nebyla néjak vyznamna. U vSech kmenii dochazelo k mirnému
postupnému zvySovani béhem stacionarni faze. Nejvice se ergosterol nachazel v kvasince
Cystofilobasidium macerans.

Co se tyce ubichinonu, tak jeho zastoupeni bylo u kvasinek Rhodotorula glutinis témét
konstantni a dosahovalo hodnot v priméru kolem 40 mg/l. U kvasinky Cystofilobasidium
macerans byla zaznamendna linearita tvorby ubichinonu a nejvice ho bylo obsazeno ve vzorku
na konci kultivace - 66,4 mg/l. Opét nejvyssi hodnoty naméfeny u kvasinky Sporidiobolus
pararoseus, kde se béhem stacionarni faze koncentrace ubichinonu nijak vyznamné nemeénila.
Maximalni hodnota 129 mg/l byla u vzorku ze 78. hodiny kultivace.

Médium s ¢aste¢né hydrolyzovanym tukem
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Obrazek 95 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu na médiu s cdastecné hydrolyzovanym
tukem u velkoobjemovych kultivaci
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Pii pohledu na zastoupeni jednotlivych karotenoidi (Obrazek 96) si lze vSimnout
nizkého podilu barviva torularhodin. Rhodotorula glutinis produkovala vétsi procento torulenu.
U kvasinek kmene Cystofilobasidim macerans se mirn¢ zvysila produkce B-karotenu. Kmen
Sporidiobolus pararoseus mél schopnost nejvétsi produkce obou barviv.

Médium s ¢astecné hydrolyzovanym tukem: profil karotenoida
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m 3-karoten [mg/l]  ®torulen [mg/l]  mtorularhodin [mg/l] ostatni karotenoidy [mg/1]

Obrazek 96 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii na médiu s ¢astecné hydrolyzovanym tukem u
velkoobjemovych kultivaci

5.6.2.6 Tukové médium s piidavkem enzymu

V tukovém médiu s pfidavkem komeréniho enzymu lipadzy bylo zaznamenano mirné zvySeni
tvorby karotenoidii. Kompletni vysledky jsou uvedeny na Obrazek 97. U kvasinky Rhodotorula
glutinis se obsah karotenoidi béhem stacionarni faze ménil jen mirn€. U ostatnich tfi kment
jejich koncentrace linearné rostla s prodluzujici dobou kultivace. Nejvétsi produkei téchto
pigmentd vykazovala kvasinka Sporidiobolus pararoseus. V ptipadé zastoupeni jednotlivych
karotenoidi (Obrazek 98), u RG byla pozorovéna vysokd tvorba torularhodinu a témcét
minimalni produkce torulenu. Naopak tomu bylo u kmene RM a SP, kde nejvétsi podil tvofil
torulen a B-karoten. V kvasince Cystofilobasidium macerans jednoznaéné ptevladal torulen.

Koncentrace ergosterolu byla obecné u vSech kvasinek vcelku konstantni a jeji hodnoty
se béhem stacionarni faze nijak vyznamné neménily, pouze u kvasinky Rhodotorula
mucilaginosa bylo pozvolné linearni stoupani. Nejvyssi koncentrace (81,3 mg/l) byla
zaznamenana u Sporidiobolus pararoseus na konci kultivace.

Ubichinon u této kultivace dosahoval nizsich hodnot. Nejvice ho bylo naméfeno
u kvasinky Sporidiobolus pararoseus, kde se jeho koncentrace béhem stacionarni faze néjak
vyrazné neménila. U kvasinky Rhodotorula mucilaginosa dochazelo k postupnému zvysovani
jeho koncentrace béhem staciondrni faze. Propad nastal aZ v poslednich hodinach, kdy se jeho
koncentrace snizila na ¢tvrtinu.
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Tukové médium s pfidavkem enzymu
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Obrdzek 97 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu na tukovém médiu s pridavkem enzymu
u velkoobjemovych kultivaci

Tukové médium s pfidavkem emulgatoru: profil karotenoidi
25

20
15

10

5 I||| i

RG RG RG RG RGCMCM CMCMCMRMRMRMRMRM SP SP SP SP SP
60H72H78 H84 H96 H60 H72 H78 H84 HI6 H60 H72 H78 H84 H96 HGO H72 H78 H84 H96 H

m 3-karoten [mg/l]  mtorulen [mg/l]  mtorularhodin [mg/l] ostatni karotenoidy [mg/1]

Obrazek 98 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii na tukovéemmédiu s pridavkem enzymu
u velkoobjemovych kultivaci
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5.6.3 Produkce lipidi v pribéhu kultivace

Sledovani procentualniho zastoupeni lipidi v biomase bylo provadéno od 30. hodiny kultivace,
kdy probihala exponencialni faze.

U kvasinky Rhodotorula glutinis (Obrazek 99) se procentualni obsah lipidd v biomase
pohybuje v priméru kolem 10 — 15 % u v8ech médii. Vyjimka je pouze u média s ¢astecné
hydrolyzovanym tukem, kde je dosazeno az 46 % intracelularnich lipidi. Takto vysoka hodnota
muze byt spojena s velkym narGstem biomasy a velkou cast této hodnoty mohou tvofit
fosfolipidy.

Rhodotorula glutinis
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Obrazek 99 Procentudlni zastoupeni lipidit v biomase u Rhodotorula glutinis

Kmen Cystofilobasidium macerans (Obrazek 100) m¢l ve své biomase na médiich
s glukézou, glycerolem, tukem a tukem s emulgatorem hodnoty primérné okolo 10 — 20 %.
Vysoké procento bylo naméfeno u média s castecné hydrolyzovanym tukem a tukem
s ptidavkem enzymu, kde kvasinka byla schopna akumulace az 50 % intracelularnich lipidi
ve své biomase.

Cystofilobasidium macerans
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Obrazek 100 Procentudlni zastoupeni lipidii v biomase u Cystofilobasidium macerans
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Co se ty¢e kmene Rhodotorula mucilaginosa (Obrazek 101), tak zde bylo naméfeno
20 % lipidi u glukézového média. V porovnani s glycerolovym médiem, které¢ mélo 10 %, je
to dvakrat vice. U tukového média s emulgatorem je pozorovano sniZzovani intraceluldrnich
lipidi béhem kultivace, z20 % na vyslednych 14 %. U médii stukem, s Castecné
hydrolyzovanym tukem a tukem s pfidavkem enzymu se hodnoty vySplhaly az na 30 %
intracelularnich lipid v biomase.

Rhodotorula mucilaginosa
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Obrazek 101 Procentudlni zastoupeni lipidit v biomase U Rhodotorula mucilaginosa

Kvasinka Sporidiobolus pararoseus (Obrazek 102) projevila nejvétsi schopnost
akumulace intracelularnich lipid. Nejvétsi procento u vSech médii bylo zaznamenéano v 72.
hodin¢ kultivace, poté mirn¢ kleslo. U média s ¢astecné hydrolyzovanym tukem byla kvasinka
schopna obsahovat az 65 % intracelularnich lipidii. Na konci kultivace se hodnoty u tfech
nejlepsich médii (tuk, tuk + emulgator, ¢asteéné hydrolyzovany tuk) pohybovaly okolo 45 %.

Sporidiobolus pararoseus
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Obrazek 102 Procentudlni zastoupeni lipidii v biomase u Sporidiobolus pararoseus
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5.6.3.1 Zastoupeni mastnych kyselin v pritbéhu kultivace

Ke sledovani procentualniho zastoupeni PUFA, MUFA a SFA u kvasinky Rhodotorula glutinis
slouzi grafy na Obrazek 103. Nejvice PUFA a zaroven nejméné SFA bylo naméteno u kultivaci
na tuku a tuku s ptidavkem emulgatoru. Na zakladnim médiu s glukdzou lze béhem kultivace
pozorovat postupné snizovani PUFA a zvySovani SFA.
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Obrazek 103 Profil mastnych kyselin v biomase kvasinky Rhodotorula glutinis u velkoobjemové
kultivace
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U kvasinky Cystofilobasidium macerans dochazi k vétsi produkci PUFA a zaroven je
zde 1 malé procento SFA. Polovinu vSech mastnych kyselin u glycerolového média tvoii PUFA
(kyselina linolova a kyselina a-linolenova), jejich obsah se ale na konci kultivace mirn€ snizuje
na 40 %. Ke 40 % PUFA se blizi i kultura na tukovém médiu. Nejmensi podil PUFA a zaroven
I nejvice nasycenych mastnych kyselin se nachazi u glukézového média. Na médiu s Castecné
hydrolyzovanym tukem dochazi k nejvétsi produkei mononenasycenych mastnych kyselin.
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Obrdzek 104 Profil mastnych kyselin v biomase kvasinky Cystofilobasidium macerans
u velkoobjemove kultivace
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U kvasinky Rhodotorula mucilaginosa (Obrazek 105) je nejvice PUFA obsazeno
na tukovych médiich, konkrétné na médiu s ¢astecné¢ hydrolyzovanym tukem, kde tvofi

az 23 %. Jinak se jejich procento pohybuje kolem 15. Obsah nenasycenych mastnych kyselin
u této kvasinky tvoftil nejvice okolo 20 %.
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Obrdzek 105 Profil mastnych kyselin v biomase kvasinky Rhodotorula mucilaginosa u velkoobjemové
kultivace
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Kmen Sporidiobolus pararoseus (Obrazek 106) vykazal nejmensi schopnost produkce
polynenasycenych mastnych kyselin. Na glukézovém médiu tvotily PUFA pouze 2 %. Pouze
na glycerolovém médiu na konci kultivace doslo ke zvySeni zastoupeni PUFA na 28 %. Co se
tyCe tukovych médii, profil matnych kyselin se né¢jak vyrazné neménil a byl vcelku konstantni.
PUFA tvotily okolo 15 %, SFA piiblizné 20 % a na zbytku se podilely MUFA.
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Obrazek 106 Profil mastnych kyselin v biomase kvasinky Sporidiobolus pararoseus u velkoobjemové
kultivace
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5.6.4 Lipolyticka aktivita komeréniho enzymu béhem kultivace

Pomoci ELISA readeru byla zméfena lipolytickd aktivita extracelularné¢ produkovaného
enzymu v médiu s ¢aste¢né hydrolyzovanym tukem (komeréni enzym byl jiz denaturovan - viz
kapitola 4.6.4.1) a v médiu, kde byl k tuku pfidan komeréni enzym lipaza z Candida rugosa.
Byla sledovana zména aktivity produkovaného enzymu béhem kultivace. Naméfené hodnoty
jsou uvedeny v grafech na Obrazek 107, Obrazek 1080brazek 1090brazek 110. Na médiu
s ¢aste¢né hydrolyzovanym tukem byly naméfeny u kvasinek rodu Rhodotorula a kmene
Cystofilobasidium macerans nizké lipolytické aktivity okolo - 0,005 U/ml, vyskytujici se jen
Vv prvnich 30 hodinach kultivace. Poté uZ doslo k inhibici a enzym jiz nebyl aktivni. U kmene
Sporidiobolus pararoseus byla aktivita stabilni béhem celé doby kultivace a pohybovala se od
0,003 po 0,006 U/ml. U tukového média s pfidavkem enzymu se nejveEtsi aktivita (az 0,02 U/ml)
projevuje u kvasinek rodu Rhodotorula, kde nejvyssi hodnoty jsou v 72. hoding kultivace.
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Obrdazek 107 Lipolytickad aktivita kvasinky Rhodotorula glutinis u velkoobjemové kultivace
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Obrazek 108 Lipolyticka aktivita kvasinky Cystofilobasidium macerans u velkoobjemové kultivace
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Obrazek 109 Lipolytickad aktivita kvasinky Rhodotorula mucilaginosau velkoobjemové kultivace
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Obrdazek 110 Lipolytickad aktivita kvasinky Sporidiobolus pararoseus u velkoobjemové kultivace

5.6.4.1 Kalibracni kiivka

Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni lipolytické aktivity byla proméfena ze zékladniho roztoku
p-nitrofenolu. Tato latka byla nafedéna Tris-HCl pufrem na koncentrace v rozmezi
0,005 mmol-I? az 0,05 mmol-1? a proméfena. Vyslednd kalibracni rovnice je uvedena
v Rovnice 2.

Rovnice 2 Kalibracni rovnice pro vypocet lipolytické aktivity
y =10,87x + 0,0477
R? = 0,9969
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5.7 Kultivace kvasinky Rhodotorula glutinis ve fermentoru

K velkokapacitnim kultivacim ve fermentoru byla vybrana kvasinka Rhodotorula glutinis
z n¢kolika diavodi — dosahovala nejvétSich nartsti biomasy a je to jedna z nejvice
prostudovanych karotonogeninch kvasinek. Diky optimalnim podminkam (pfedevsim
vzdusnéni), které fermentor zvlddne udrzovat, byla doba kultivace zkracena o polovinu
na 48 hodin. Slozeni obou médii je uvedeno Vv kapitolach 4.6.4.1 a 4.6.4.2

5.7.1 Rustova charakteristika a celkova biomasa

Béhem kultivaci byly on-line sledovany tii parametry — hodnota pH, teplota a mnoZzstvi
rozpusténého kysliku. Grafy zavislosti t€chto parametrti na ¢ase jsou uvedeny na Obrazek 111.
U kultivace ve fermentoru s ¢asteéné hydrolyzovanym tukem byla hodnota pH a teplota
konstantni. Mnozstvi rozpusténého kysliku se pohybovalo od 90 % po 20 %, ve stacionarni fazi
se udrzovalo v priméru kolem 75 %. U fermentoru s odpadnim tukem a syrovatkou se hladina
rozpusténého kysliku se pohybovala ve stacionarni fazi kolem 40 %.

Fermentor s ¢astecné (10 %) zhydrolyzovanym tukem
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Obrdazek 111 Sledované parametry u kultivace kvasinky Rhodotorula glutinis ve fermentorech
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Od zacatku stacionarni faze byly provedeny odbéry a gravimetricky stanovena
kvasinkova biomasa, jejiz vysledky jsou graficky znazornény na Obrazek 112.
AZ trojnasobného nartistu dosahovala kvasinka na tukovém médiu se syrovatkou. Hlavnim
diivodem tohoto faktu je obsah proteinti v syrovatce, ktery slouzi jako dobry zdroj dusiku a
energie pro buiky. Dalsi pficinou mtze byt koncentrace nejenom glukdzy, ale i galaktozy,
obsazené v hydrolyzované syrovatce, oproti glycerolu obsazeném v ¢astecné hydrolyzovaném
tuku, coz poskytuje vice jednoduchého uhlikatého substratu.

Biomasa [g/l]

22,65
21,22 22,24
18,98 19,62
8,73
4,15 4,71 5,68 \
3,85 \ \ \
20 26 30 45 48
¢as [hod]

fermentor s caste¢n¢ hydrolyzovanym tukem © fermentor s tukem a syrovatkou
Obrazek 112 Graficke znazornéni gravimetrického stanoveni biomasy u kultivaci ve fermentoru
5.7.2 Produk¢ni vlastnosti na médiu s ¢asteéné hydrolyzovanym odpadnim tukem
5.7.2.1 Karotenoidy, ergosterol a ubichinon

Produkce karotenoidii béhem kultivace linearné stoupala a bylo dosazeno az 32,7 mg/l
karotenoidi. Tato vysoka hodnota je zpiisobena provzdusnovanim média a dobrym piistupem
kysliku. Hladina ergosterolu se nejprve zvySovala, poté dosahla ve 30. hodin€ minima. To mtize
biomasy. Po 30. hodin¢ kultivace se opét koncentrace ergosterolu zvedla a na konci kultivace
dosahla 114,7 mg/l. MnoZstvi ubichinonu bylo pomérné nizké, coz mize byt nasledek vysoké
spotfeby pfi aerobnim metabolismu. Jeho maximalni hodnota (5,1 mg/l) byla naméfena
v 45. hodiné pfed koncem kultivace.

Co se tyce zastoupeni jednotlivych karotenoidl, tak poslednich hodinach kultivace
béhem stacionarni faze doslo k pomémé k velké tvorbé barviv [p-karotenu, torulenu
a torularhodinu. Jejich mnozstvi se zvysila nejméné o jednu tietinu. Ctvrtinu ze véch
karotenoidu tvofil na konci kultivace torularhodin.
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Obrazek 113 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu ve fermentoru s castecné
hydrolyzovanym tukem
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Obrazek 114 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii ve fermentoru s castecné hydrolyzovanym tukem

5.7.2.2 Lipidy a mastné kyseliny

Graf na Obrazek 115 ukazuje procentualni zastoupeni intracelularnich lipida v biomase. Lze si
v§imnout, Ze na zacatku stacionarni faze se lipidy v bunice pohybovaly kolem 15 % a ke poté
se jejich obsah snizil. To miiZze byt spojeno s vytvarenim energetické zasoby v burice a poté jeji
vyuziti a dal$i postupna akumulace.
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Obrazek 115 Procentualni zastoupeni lipidii v biomase ve fermentoru s ¢astecné hydrolyzovanym
tukem
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Profil mastnych kyselin v pribéhu kultivace néjak vyrazné neméni. Klesa jen procento
nasycenych mastnych kyselin a tvofi se vice mononenasycenych mastnych kyselin. Pomér
polynenasycenych mastnych kyselin (zejména kyseliny linolové a kyseliny a-linolenové) je
vysoky a na konci kultivace tvoii 32,6 %.

100%

90% @ — —— = = =
80% 29— 318 —— | == —326—
60%
50%
40%
30%
20% —_ =
10%  =262= — —153 = =5

0%

46,9 4r1 49,2 493 49,2

20 26 30 45 48
FT FT FT FT FT

SFA = MUFA =PUFA

Obrazek 116 Profil mastnych kyselin v biomase ve fermentoru s castecné hydrolyzovanym tukem
5.7.2.3 Lipolyticka aktivita

Lipolyticka aktivita enzymu se béhem kultivace nijak vyrazné¢ neméni. Jeji hodnoty se pohybuji
od 0,0017 po 0,0019 U/ml. Nedochazi ani k inhibici enzymu, spise ke zvysené spotiebé uhliku
Vv pozdé&jsi fazi kultivace.
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0,0018
0,0017
0,0016
20 26 30 45 48

0,0015

¢as odbéru [hod]

lipolyticka aktivita enzymu [U-ml-1]

Obrazek 117 Lipolyticka aktivita ve fermentoru s castecné hydrolyzovanym tukem

92



5.7.3 Produkcni vlastnosti na médiu s odpadnim tukem a syrovatkou
5.7.3.1 Karotenoidy, ergosterol a ubichinon

Diky optiméalnim podminkam a vyhodam syrovatky jako zdroje uhliku a dusiku se u fermentoru
s odpadnim tukem a syrovatkou koncentrace karotenoidi postupné zvySily az na 76 mg/l.
Vysokych hodnot dosahoval i ergosterol. Jeho maximum bylo naméfeno pii 26. hodiné

Mrw e

novych bunéénych membran. Na konci kultivace byl ale vyprodukovan na vyslednou
koncentraci 245,7 mg/l. Zvysena produkce byla pozorovana i u ubichinonu, coZ je zapfi¢inéno
taktéz intenzivnim vzdu$nénim. Jeho produkce linearné stoupala spolu s tvorbou biomasy

a dosahla koncentrace 15,3 mg/I.
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< il ¥
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20 26 30 45 48
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celkové karotenoidy [mg/l]  mergosterol/10 [mg/l] ~ mubichinon [mg/l]  mbiomasa [g/1]
Obrdzek 118 Produkce karotenoidii, ergosterolu a ubichinonu ve fermentoru s odpadnim
tukem a syrovatkou

Z hlediska zastoupeni jednotlivych karotenoidd, tak jejich pomér se béhem kultivace
nezménil. Nejvice kvasinka obsahovala barvivo torulen, dale potom torularhodin a nejméné byl
zastoupen B-karoten, coz je ziejmé dusledek intenzivniho vzdus$néni a tvorby oxidovanych
karotenoida.
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Obrazek 119 Zastoupeni jednotlivych karotenoidii ve fermentoru s odpadnim tukem a syrovatkou
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5.7.3.2 Lipidy a mastné kyseliny

Procentualni obsah v biomase se zvySil vpriméru o 10 % oproti pfedchozi kultivaci
ve fermentoru. Tato skuteCnost miize byt zplisobena vysokym nariistem biomasy a s tim
spojenou akumulaci lipidt. Na konci kultivace intracelularni lipidy tvotily v biomase 24,3 %.
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Obrazek 120 Procentualni zastoupeni lipidii v biomase ve fermentoru s odpadnim tukem a syrovatkou

Profil mastnych kyselin se v priibéhu kultivace néjak vyrazné¢ neménil. Doslo k vyssi
produkci nasycenych mastnych kyselin a ke sniZzeni produkce PUFA oproti kultivaci
ve fermentoru s ¢aste¢né hydrolyzovanym tukem.
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Obrazek 121 Profil mastnych kyselin v biomase ve fermentoru s odpadnim tukem a syrovatkou
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo studium moznosti utilizace odpadniho zivocisného tuku a jeho
valorizace a konverze pomoci karotenogennich kvasinek. Tyto mikroorganismy jsou znamé
produkeci karotenoidnich barviv, velkou akumulaci lipidt a syntézou ergosterolu a ubichinonu.
V praci byly studovany a pouzity ¢tyfi kmeny kvasinek — Rhodotorula glutinis,
Cystofilobasidium macerans, Rhodotorula mucilaginosa a Sporidiobolus pararoseus. V ramci
prace byl srovnan rist a produkcni vlastnosti na celkem sedmi raznych médiich (glukozové,
glycerolové, tukové, tukové s pridavkem emulgatoru, médium s hydrolyzovanym tukem,
tukové s enzymem a tukové s glukdzou) se ctyimi C/N poméry (13, 25, 50, 100). Dale bylo
u vSech vzorki stanoveno mnozstvi a slozeni lipidickych metaboliti. Na zavér byly provedeny
velkokapacitni kultivace ve fermentoru. Hlavnim ukolem bylo tedy vyhodnoceni miry
valorizace tukového substratu pomoci karotenogennich kvasinek.

Prvni dil¢im tkolem v praci bylo otestovani komer¢nich lipaz a urceni nejvhodnéjsiho
enzymu k hydrolyze odpadniho Zivo¢isného tuku. Podle provedenych testli a analyz byla jako
nejucinnéjsi enzym ovétena lipaza z Candida rugosa. Tento enzym ma hned nékolik vyhod.
Hydrolyza tuku s jeho pouzitim prob¢hla nejrychleji a nejucinnéji, je schopny primarné $tépit
vSechny pfitomné triacylglyceroly, je pomérné dostupny a jeho izolace neni zfejmé tak narocna
jako u ostatnich lipaz.

Produkce biomasy byla sledovéana u vsech kultivaci, u velkoobjemovych kultivaci byly
stanoveny i rustové kiivky. Po gravimetrickém stanoveni u zékladnich kultivaci z hlediska
nartistu biomasy byl jako nejlepsi produkéni kmen zvolen Rhodotorula glutinis. Nejvyssiho
nartstu dosahl tento kmen u kultivaci na enzymaticky hydrolyzovaném tuku u C/N poméru 13,
kde byl narust biomasy 14,4 g/l a C/N poméru 25, kde byl narast 12,3 g/l. Kvasinka
Cystofilobasidium macerans dosahovala nejvétsi produkce biomasy na médiich s C/N
pomérem 50 a C/N pomérem 100, kde byla zaznamenana i nejvys$si hodnota 9,6 g/l u tukového
média. Pro kvasinku Rhodotorula mucilaginosa se jako nejlepsi jevily niz§i poméry C/N,
nejvyssiho narstu dosdhla na médiu s enzymatickym hydrolyzatem u C/N poméru 13 (9,1 g/l).
Kmen Sporidiobolus pararoseus vykazoval podobné produkéni vlastnosti ohledné biomasy
jako Cystofilobasidium macerans. Vyhodou enzymatickych hydrolyzati z hlediska produkce
biomasy je nizkd koncentrace tlumivého roztoku u médii, coZ ma za nésledek udrzovani
hodnoty pH v optimu. U vétSich poméru C/N mize byt ale problém ve vyssi koncentraci
volnych mastnych kyselin, které¢ ve zvySeném mnoZzstvi mohou byt pro kvasinky inhibitorem
rastu.

K analyze karotenoidii byla pouZita metoda HPLC/PDA. Bylo zjisténo, Ze k syntéze
karotenoidd u kvasinky Rhodotorula glutinis je vhodny C/N pomér 13, nejvyssi produkce bylo
dosazeno u glukdzového média (30 mg/1). Se zvySujicim se C/N pomérem klesala koncentrace
karotenoidd. Pouze u média s tukem a ptidavkem emulgatoru doslo na C/N pomérech 50 a 100
k vyraznéj§i produkci az na 26 mg/l. U kvasinky Cystofilobasidium macerans byla
zaznamenana nejvyssi produkce na C/N pomérech 25 a 50 na zékladnich glukézovych
a glycerolovych médiich, kde bylo dosazeno hodnot kolem 40 mg/l. Pro kmen Rhodotorula
mucilaginosa mély nizké poméry C/N za nasledek nizkou produkci karotenoidl (pouze kolem
10 mg/l), az u vyssich C/N pomért dochazelo k vétSimu nutricnimu stresu a tim i k vyssi tvorbé
téchto pigmentt.
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Na tukovém médiu s piidavkem emulgatoru u C/N poméru 50 bylo zaznamenano az 44 mg/1.
Co se ty¢e kmene Sporidiobolus pararoseus, tak u n¢j mély nizké C/N poméry podobny
nasledek a karotenoidy se zde pohybovaly kolem 20 mg/l. K velkému zvyseni doslo az u C/N
poméru 100, kde koncentrace karotenoidli u tukového média s ptidavkem emulgéatoru dosahla
49 mg/l.

Vytézky ergosterolu byly nejvyssi u kvasinky Cystofilobasidium macerans, kde u C/N
pomeéru 25 a 50 byla koncentrace na glukézovém a glycerolovém médiu az 300 mg/l, coz je
spojeno i s vyS§im narustem biomasy. U kvasinky Rhodotorula glutinis bylo maximalni
koncentrace 180 mg/l dosazeno u C/N poméru 13 na glycerolovém médiu. U kmene
Rhodotorula mucilaginosa a Sporidiobolus pararoseus se nejvyssi koncentrace pohybovaly
v pruméru kolem 150 mg/1.

Nejvyssi produkce ubichinonu byly obecné u kvasinek kultivovanych na tukovych
médiich, nejvice na tukovém médiu s piidavkem emulgatoru. U Rhodotorula glutinis byla
naméfena nejvyssi koncentrace u C/N poméru 50 s hodnotou 14 mg/l. Kvasinka
Cystofilobasidium macerans dosahovala vyssich koncentraci ubichinonu na tukovych médiich
s emulgatorem, u C/N poméru 25 to bylo az 33 mg/l. Rhodotorula mucilaginosa byla schopna
produkce ubichinonu pouze v nizkych koncentracich, jen u enzymatického hydrolyzatu pii C/N
poméru 50 bylo dosazeno koncentrace 20 mg/l. Kvasinka Sporidiobolus pararoseus méla
jednozna¢né nejvyssi produkci na tukovych médiich, a to u C/N poméru 50 az 21 mg/1.

Pomoci metody GC/FID bylo u vSech kultivaci stanoveno procento obsahu
intracelularnich lipidd. Konstantné nejvyssi hodnoty procentudlniho obsahu lipidii zaujimala
kvasinka Sporidiobolus pararoseus, jejiz hodnoty v nékterych pfipadech zejména na tukovych
médiich piekracovaly az 50 %. biomasy. Primémé zastoupeni lipidu v kvasinkach se
pohybovalo u C/N poméru 13 a 25 kolem 20 — 30 %. U vyssich C/N pomért klesl obsah lipidt
na primérnou hodnotu 10 -20 %. Kvasinky, které maji nejvétsi zastoupeni polynenasycenych
mastnych kyselin ve své biomase, jsou Rhodotorula glutinis a Cystofilobasidium macerans.

Pro ovéfeni produkénich vlastnosti na tukovém substratu byla provedena velkokapacitni
kultivace ve fermentorech. Vybrana byla kvasinka Rhodotorula glutinis a médium s ¢aste¢né
hydrolyzovanym tukem a tukem s pfidavkem dalSiho odpadniho substratu, kterym byla
hydrolyzovana syrovatka (C/N pomér 13). Fermentor kultufe zajiStoval optimalni podminky
pro rist, tudiZ dochazelo k vyrazné zvySené a rychlejsi produkci biomasy oproti kultivacim
v laboratornim m¢éfitku. Diky michdni a lepSimu pfistupu kysliku doslo takeé
k n¢kolikanasobnému zvySeni koncentrace karotenoidli, ergosterolu a ubichinonu. Naopak
produkce lipidi byla nizsi ve srovnéani s laboratornimi kultivacemi. Lze ale predpokladat,
ze pti prodlouZeni kultiva¢ni doby ze 48 hodin by se mohla zvysit akumulace lipidd, rist by
pro kvasinky nebyl uz tak energeticky narocny.

Z tady fakti, které byly v predloZené praci zjistény, 1ze zavérem konstatovat, Ze odpadni
zivo€isny tuk je urcité zajimavym substratem pro karotenogenni kvasinky a tato varianta je
pieduprav, a tim tento odpad valorizovat a ptfevést na cenné produkty v podobé¢ lipidickych
latek s vysokou ptidanou hodnotou. Prace byla zpracovdna v rdmci mezinarodniho projektu
,LipoFungi“ financovaného ,,National Research Council, Norway*. Vysledky budou v projektu
pouzity pro dalsi vyzkum.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

C/N pomér — pom¢r uhliku a dusiku v kultivaénim médiu

RG — Rhodotorula glutinis

CM — Cystofilobasidium macerans

RM — Rhodotorula mucilaginosa

SP — Sporidiobolus pararoseus

PUFA — Polynenasycené mastné kyseliny
MUFA-— Mononenasycené mastné kyseliny
SUFA — Nasycené mastné kyseliny

CoA — Koenzym A

HPLC — Vysokoucinna kapalinova chromatografie
PDA — Detektor diodového pole

GC — Plynova chromatografie

FID — Plamenové ioniza¢ni detektor

Glu — Gluk6zové médium

Gly — Glycerolové médium

Tuk — tukové médium

T+t — Tuk + tween (emulgator) médium

H. tuk — Médium s hydrolyzovanym tukem
T+e — Tuk + enzym médium

T+g — tuk + glukdéza médium
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9 PRILOHA

9.1 Fotografie vyslednych kvasinkovych kultur u zakladnich kultivaci

Obrazek 122 Zakladni kultivace kvasinek (médium - glukozové, glycerolové, tukové, tukové s
emulgatorem, hydrolyzovany tuk)
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Obrazek 123 Zakladni kultivace - médium s tukem a enzymem a médium s tukem a glukozou
(vzdy v poradi CIN pomer 13, 25, 50, 100)
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