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ABSTRAKT

Karotenoidy su jedny z najbeznejSie rozsirenych terpénovych farbiv v prirode. Vd’aka ich
vyznamnym biologickym ucinkov, predstavuju doleziti skupinu molekul pre farmaceuticky,
chemicky, potravinarsky a krmivarsky priemysel.

Ciel'om prace ponatej ako zrovnavacia Studia bolo vyuzitie réznych odpadovych substratov
ako nutricnych zdrojov pre kultivaciu kvasiniek rodu Rhodotorula aurantiaca ako
producentov karotenoidovych farbiv. Kvasinky boli kultivované na zivnych médiach,
ktoré obsahovali r6zne odpadové substraty — ovocna vlaknina, srvatka, pSeni¢na kasa apod.
Do niektorych médii boli taktiez pridavané hydrolytické enzymy ziskané izolaciou
Z vybranych plesni. Vacsina odpadovych substratov sa ukazala ako pouzitelné médium pre
kultivaciu. Najvacsia produkcia biomasy R. aurantiaca, obohatenej o karotenoidné farbiva
bola dosiahnuta v zivhom médiu typu psSeni¢nej kasi alebo jabl¢nej vldkniny spracovanom
zmesnym preparatom extracelularnych hydrolaz ziskanych z plesne Fusarium solani.

ABSTRACT

Carotenoids are the most common naturally occurring terpenoid pigments. Because of their
positive biological functions, carotenoids represent a group of important molecules for the
pharmaceutical, chemical, food and feed industries.

This work was realized as a comparative study focused on use of some waste substrates as
nutritional sources for production of carotenoid pigments by red yeast Rhodotorula
aurantiaca. Yeast were cultivated in different media with selected waste substrates — apple
fiber, whey, wheat etc. To some media hydrolytic enzymes prepared from some fungal strains
were added. Most of waste substrates seems to be useful for R. aurantiaca cultivation. As the
best nutritional sources for enriched biomass and carotenoid production apple fiber or wheat
processed by mixed preparative of extracellular hydrolases from Fusarium solani were found.

KIUCOVE SLOVA
Rhodotorula aurantiaca, karotenoidy, kvasinky, odpadné substraty, HPLC
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1. UvOoD

Karotenoidy su jednymi z najrozsirenejsich prirodzenych pigmentov patriacich do skupiny
tetraterpénov. Spdsobujii charakteristické ZIté aZz Cervené sfarbenie a to predovSetkym
v rastlinnej, mikrobiologickej ale taktiez aj v zZivo¢iSnej riSi. Produkuju ich najmé
fotosyntetizujlice organizmy, ale moézu byt syntetizované aj nefotosyntetizujucimi
mikroorganizmami, ako napriklad niektorymi baktériami, plestiami ¢i kvasinkami. Zivo&ichy
nie s schopné si ich syntetizovat’ samostatne, no vedia si rastlinné karotenoidy premienat’ na
formy pre seba potrebné, preto ich prijimaju potravou.

Karotenoidy st vel'mi ucinné antioxidanty, kedy u rastlin a fototrofnych baktérii sluzia
k ochrane bunky pred UV ziarenim a tvoria neoddelitelnu cast’ fotosyntetického aparatu.
Umoziuje to predovSetkym ich schopnost’ reagovat’ s kyslikom, ktora spoc¢iva vo vrateni
molekuly excitovaného kysliku do zakladného energetického stavu. U T'udi st karotenoidy
zdrojom provitaminu A, ktory je potrebny pre zdravy vzhlad pokozky, spravne videnie
avyuziva sak lie¢be kardiovaskularnych ochoreni ¢i rakoviny. Na zaklade sfarbenia i
pozitivnych  biologickych  vlastnosti nasli  karotenoidy uplatnenie predovsetkym
V potravinarskom priemysle, taktiez v pol'nohospodarstve ako doplnok do krmiv pre zvierata.
Dolezité st aj ako vitaminové preparaty vo farmaceutickom ¢i kozmetickom priemysle.

Vdaka mnohym délezitym funkciam karotenoidov a moznostiam ich vyuZitia sa neustale
Studujii sposoby ich produkcie a ¢o najefektivnejSej izolacie. Ich najvacsimi zdrojmi st
predovsetkym rastlinné tkaniva ako mrkva, rajciny a niektoré druhy ovocia. Aj napriek tomu,
Ze su stale vyrabané synteticky, V sucasnosti sa zainaju uprednostiiovat’ nové postupy
ziskavania karotenoidov z biotechnologickej produkcie pomocou mikroorganizmov. Ciel'om
je najst’ vhodné mikrobidlne producenty a také moznosti regulacie biosyntézy, ktoré by viedli
ku nadprodukcii karotenoidovych pigmentov.

Tato praca bola zamerand na porovnanie produkcie biomasy a karotenoidov kvasinkou
Rhodotorula aurantiaca prostrednictvom modifikacie zlozenia zivnych médii. Zameranim
bakalarskej prace bolo testovat’ vybrané odpadové substraty z potravinarskych a
pol'nohospodarskych vyrob s cielom najst’ lacné médium, ktoré by poskytovalo kvasinkdm
potrebné Ziviny, pripadne by mohlo viest’ k zvySenej produkcii karotenoidov ¢1 obohatenej
biomasy a zaroven by negativne neovplyvnilo rast buniek.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Kvasinky

Kvasinky su heterotrofné eukaryotné mikroorganizmy, ktoré patria medzi huby. Nie sU
schopné fotosyntézy, maji pevnu bunkova stenu a vyskytuju sa bud’ ako jednobunkové
organizmy alebo vo forme vlakien. Ich ndzov je odvodeny zo schopnosti véac¢Siny druhov
skvasovat’ monosacharidy a niektoré disacharidy, pripadne i trisacharidy na ethanol a oxid
uhli¢ity. Vd’aka tymto sacharolytickym schopnostiam je ich vyskyt viazany s materialmi
obsahujicimi cukry, predosetkym bobul'ove a kdstkové ovocie, cukrové plodiny, ale su aj
v pdde, vo vode a v ¢revnom trakte [1].

2.1.1. Taxondémia kvasiniek

Kvasinky patria do domény Eukarya, riSa Fungi- huby. Podla sposobu pohlavného
rozmnozovania sa radia do oddelenia Ascomycota — vreckovytrusné huby, Basidiomycota —
stopkovytrusné huby. Kvasinky, u ktorych nie je zname pohlavné rozmnozovanie patria do
pomocnej skupiny Deuteromycota — imperfektné huby, ktora patri k oddeleniu Ascomycota.
Nazvoslovie i klasifikacia sa priebezne meni v suvislosti s objavovanim sexualnych §tadii,
ktoré vacsinou byvaju zaradené medzi Ascomycota [2, 3].

2.1.2. Morfologia kvasiniek

Tvar buniek kvasiniek do zna¢nej miery suvisi so sposobom vegetativneho rozmnoZovania
(pucanie, priecne delenie) a Ciastocne je ovplyvneny aj vonkajSimi podmienkami, napr.
povrchové napitie ¢i zloZzenie Zivného média atd’. Za zakladny tvar sa povaZzuje rotacny
elipsoid s dvomi moznymi odchylkami, a to bud’ na tvary gul'até alebo vlaknité. Kvasinkovité
mikroorganizmy moézu menit’ tvar aj pocas vyvojovych Stadii. Niektoré rody ¢i kmene
vytvaraju pretiahnuté bunky, ktoré pucia iba na po6loch a ostavaji spojené v dlhé zaskrcované
vlakna — pseudomycelia. V ur¢itych miestach pseudomycelia sa vytvaraju zviazky blastospor —
kratke elipsoidné bunky [4]. U inych rodov sa méze vytvarat’ citronovity, trojuholnikovity ¢i
valcovity tvar [1, 5].

2.1.3. Bunka kvasiniek

Vegetativna kvasinkova bunka sa sklada zo silnej a pevnej bunkovej steny, jemnej
cytoplazmatickej] membrany, cytoplazmy, ktora obsahuje radu membranovych S$truktir a
jadra.

Bunkova stena kvasiniek ma pevnu a silnt Strukttru, ktora dava bunke tvar a chrani ju pred
mechanickymi vplyvmi a pred osmotickym tlakom [1].

Cytoplazmaticka membréna kvasiniek — plazmaléna, je pomerne tenka, zlozena z lipidov a
proteinov. Vytvara vychlipeniny vybiehajuce do cytoplazmy. Je sidlom transportnych
mechanizmov, umoziujicich prijem latok bunkou a transport latky z bunky do prostredia.
Neobsahuje dychacie enzymy ani systém oxidacnej fosforylacie.



Cytoplazma je prichl'adna, homogénna hmota, ktora obsahuje systém dvojitych membran —
endoplazmatické retikulum. Na vonkajSom povrchu oboch membrén st zrniecka polyzémov,
tj. agregatov ribozémov, v ktorych sa syntetizujd bielkoviny. Endoplazmatické retikulum
obsahuje rdzne enzymy a rezervné latky [1].

Dalej st v cytoplazme kvasiniek pritomné mitochondrie, ¢o st trukturalne Gtvary vel'mi
rozmanitého tvaru. Zlozené su z bielkovin, lipidov, fosfolipidov a su sidlom dychacich
enzymov a systému oxidacnej fosforylécie.

Vakuola je najnapadnejSou zlozkou cytoplazmy kvasiniek, ktord je vacsinou gulovita,
obklopena jednoduchou membranou. Vo vnutri vakuol st ulozené hydrolytické enzymy, ako
proteinazy, ribonukledza a esteraza. Je miestom, v ktorom dochadza k rozpadu tych Struktar
bunky, ktoré sa neustéle v bunke rozkladaju a obnovuju a maja kratky pol¢as rozpadu.
Vakuola je taktiez rezervoarom latok, ktoré sa prave netucastnia metabolizmu [1].

Dal§im membranovym tutvarom v cytoplazme kvasiniek je Golgiho aparat, ktory ma tvar
plochého mechuariku alebo niekol’kych prepojenych plochych mecharikov ¢i cisterien
ulozenych rovnobezne vedla seba. Predpoklada sa, Ze funkciou tohto aparatu je transportovat’
prekurzory (stavebné kamene) bunecnej steny z cytoplazmy cez cytoplazmaticki membranu.

Jadro kvasiniek je od cytoplazmy oddelené dvojitou jadrovou membranou s velkymi
pormi. Nachadza sa tu 16 chromozomov v haploidnom jadre. V jadre kvasiniek ja taktieZ
jadierko srpkovitého tvaru, uloZené tesne pod jadrovou membranou. Dalej je tu polové
teliesko vretienka, ktoré ma tvar disku a vychadzaju z neho vladkna nazyvané mikrotubuly,
zlozené z bielkoviny tubulin a spolu s telieskom maju délezita ulohu pri deleni jadra behom
rozmnozovania buniek [1].

1- bunkové stena

2- jazva zrodu

3- cytoplazmaticka membrana
4- jadro

5- jadernd membrana

6- vakuola

7- endoplazmatickeé retikulum
8- mitochondria

9- glykogén

10- volutin

11- lipidy

12- Golgiho aparéat

Obrazok €. 1: Schéma prierezu bunkou kvasiniek [1]



2.1.4. RozmnoZovanie

Vicsina rodov kvasiniek sa vegetativne rozmnoZzuje pucanim alebo prie¢nym delenim. Pri
pucani dochadza k splyvaniu membran endoplazmatického retikula, k jeho rozrastaniu,
deleniu a taktiez k deleniu a predlzovaniu membranovych utvarov. Zaroven prebicha
mitotické delenie jadra a jeho migrécia do pupenu. Vznika cytoplazmatickd membrana medzi
materskou a dcérskou bunkou, ktord sa zvyCajne po dorasteni oddeli, no niekedy to tak
nemusi byt a vznika tzv. pseudomycélium [1, 6]. Pri priecnom deleni sa vytvara tzv. pravé
mycélium. Prechodom medzi pucenim a delenim je tzv. pucenie na Sirokej zékladne, kedy
dcérska bunka je spojena Sirokym krékom s materskou. Niektoré druhy kvasiniek tvoria
jednobunkoveé exospdry na tenkych stopkach nazyvanych sterigmata. Zrelé spory su z tychto
stopiek odmrs$tované pomocou zvlastneho kvapalinového mechanizmu a preto dostali ndzov
balistospéry [1, 5, 6].

U kvasiniek je znamy aj pohlavny spdsob rozmnozovania, podla ktorého ich delime do
dvoch tried Ascomycetes a Basidiomycetes. Kvasinky, u ktorych nebolo dokazané pohlavné
rozmnozovanie patria do pomocnej skupiny Deuteromycetes [1, 6].

1- jadro

2- mitochondria

3- vakuola

4- endoplazmatickeé retikulum
5- p6lové teliesko vretienka
6- mikrotubuly

7- vretienko

Obrazok 2: Schéma pucania kvasiniek [1]
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2.1.5. Vyznam kvasiniek

Kvasinky a kvasinkovité organizmy suU V prirode velmi rozSirené. Vyskytuju sa
predovSetkym na ovoci, cukrovych plodinach, kvetnych nektaroch, vyronoch stromov,
V pdde, vo vzduchu ¢i v ¢revnom trakte I'udi, zvierat a niektorého hmyzu.

Hlavny priemyselny vyznam kvasiniek spociva v ich vyuzivani pre vyrobu alkoholickych
napojov, pekarskeho a krmného drozdia. Vyssie alkoholy ziskané pri rafinacii kvasného liehu,
sa pouzivaju ako rozpustadla lakov. Drozdie sa pre svoj vysoky obsah vitaminov skupiny B
pouziva pre vyrobu lieCebnych vyzivnych preparatov. Z tohoto isteho dévodu su aj autolyzaty
a extrakty drozdia ¢i pivovarskych kvasnic vyuzivané ako prisady do potravin (polievok,
omacok a polievkového korenia) a ako dolezita zlozka zivnych pod v mikrobiologii [1, 7].

Pre komercné ucely sa z buniek kvasiniek izoluje taktiez mnoho chemikalii pouzivanych
Vv biochémii, ako napr. nukleotidy, nukleozidy, enzymy, koenzymy a pod. Specialne kmene
niektorych kvasiniek sl pouZivané pre vyrobu ergosterolu, tj. provitaminu D, ktory po
oziareni ultrafialovym svetlom poskytuje vitamin D alebo B — karoténu, zndmeho aj ako
provitamin A. Taktiez bolo dokdzané, ze niektoré kvasinky st schopné produkovat aj
koenzym Qo, Siroko vyuzivany v medicine a vo farmaceutickom ¢i kozmeticom priemysle [1,
6, 8].

Na druhej strane kvasinky mézu negativne pdsobit’ pri kazeni potravin. Kontaminacia
cudzimi kvasinkami mé& neblahy vplyv aj v drozdiarstve, kde negativne ovplyviiuje kvasné
schopnosti a trvanlivost’ pekarskeho drozdia, ¢o potom nepriaznivo pdsobi v pivovarnictve a
vinarstve. Taktiez patogénne kvasinky sposobuju vazne ochorenia [1].

2.2. Karotenoidy

Karotenoidy st Siroko zastupené vo vSetkych typoch Zivych organizmov ako ZIté,
oranzové a Cervené pigmenty. U vysSich rastlin st asociované s chlorofylmi v chloroplastoch,
predovsetkym v listoch, plodoch a kvetoch a spdsobuju tak sfarbenie. Taktiez sa vyskytuju a
su syntetizované v napr. cyanobaktériach, riasach, fototréfnych baktériach a
nefotosynteizujiicich kvasinkdch & plestiach. Zivo¢ichy nemajii schopnost si ich
samosyntetizovat’, jedine pretvarat’ na latky inej Struktury, alebo ukladat’ v tukovych
tkanivach [9, 10].

2.2.1. Struktira a funkcia karotenoidov

Karotenoidy st mnohouhlikové nenasytené uhlovodiky, vytvorené zo Styroch
izoprenoidnych jednotiek, alebo kyslikaté derivaty tychto uhlovodikov. Cisté uhlovodiky
nazyvame karotény a su to napr. lykopén, fytoén a karotén. Predstavuju najddlezitejSiu
skupinu tetraterpénov [11].

Vo svojej strukture obsahuju retazec 40 uhlikovych atomov v 8 izoprénovych jednotkach.
Na oboch koncoch retazca moze byt’ pripojend devit'€lenna jednotka, ktora je bud’ cyklicka
alebo acyklicka a podl'a toho delime karotenoidy na:

o acyklické (lykopén, fytoén, neurosporén)
o monocyklické (y- karotén, toluralodin
o dicyklické (B- karotén, a- karotén) [11, 12]
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Taktiez karotenoidy pozostavaju z 2 Strukturalnych skupin — podla obsahu kyslika:

o uhlovodikové karotenoidy — lisia sa polohou dvojitej vazby (B- karotén, a- karotén)
o oxidované karotenoidy — xantofyly, derivaty obsahujuce hydroxylovu, aldehydovu
alebo keto skupinu (alkoholy, aldehydy, ketony) [13]

Sfarbenie spdsobuje systém dvojitych konjugovanych vazieb s konfiguraciou ,,all trans*
kedy vsetky dvojité vazby maju konfiguraciu trans [14].

Karotenoidy predstavuju skupinu lipofilnych farbiv, ktoré su rozpustné iba v nepolarnych
rozpustadlach. Pretoze st nerozpustné vo vode, nikdy neprechddzaji do vonkajSieho
prostredia, ale ostvajd na vnutornej strane cytoplazmatickej membrany. Tieto pigmenty su
dodlezité pre prenos energie pri fotosyntéze a tiez ako doplnkové fotoaktivne pigmenty. Su to
tiez vyznamné antioxidanty, nakolko st schopné zhasat’ singletovy kyslik a tak inhibovat
peroxidaciu lipidov v membranach. Obsahuju totiz vel'ké mnozsto dvojitych vézieb a tie sa
l'ahko oxiduju. Tento fakt suvisi s ich vel’kou citlivostou ku oxidécii no naopak si pomerne
odolné voci posobeniu oxidaénych ¢inidiel ¢i zmene pH [1, 15, 16].

Niektoré karotenoidy su provitaminom A, maju teda pozitivny vplyv na videnie a cely
imunitny systém. TaktieZ sa vyuzivaji k liecbe rakoviny, réznych kardiovaskularnych
ochoreni a artherosklerézy [17, 18, 19].

fi-karoten ><

- WWWJQ

/@f%ﬂ*f\wﬁ@

HO
Obrazok 3: Struktira niektorych karotenoidov [20]
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2.2.2. Biosyntéza karotenoidov

Karotenoidy su zaradené do skupiny izoprenoidov, preto ich syntéza vychadza zo
vSeobecnej metabolickej drahy izoprenoidov. Vychodzou latkou biosyntézy je acetyl-CoA,
ktory kondenzuje s medziproduktom syntézy mastnych kyselin acetyl-CoA za tvorby pB-
hydroxy-B-methylglutaryl-CoA, ktorého redukciou vznikd kyselina mevalonova. Této
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kyselina je postupne fosforylovana a dekarboxylovand, kedy vznika izopentenyldifosfat (tj.
aktivny izoprén), ktory sa za enzymovej analyzy preSmykne na dimethylallyldifostat.
Kondenzéaciou jednotieck IPDP a DMADP vznikd geranyldifosfat, ktorého retazec sa
pripojovanim d’alSich geranylovych jednotiek predlzuje az do vzniku prvych bezfarebnych
prekurzorov karotenoidov fytoénu a fytofluénu. Fytoén podlieha rade desaturaénych a
cyklizaénych reakci, pri ktorych vznikaju cyklické a acyklické farebné karotény a xantofyly.
Vychodzim necyklickym karoténom pre tvorbu d’alSich derivatov je lykopén [9, 11, 21].
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Obrézok 4: Syntéza karotenoidov u mikroorganizmov a rastlin [20]

2.2.3. Biotechnologicka produkcia karotenoidov

Karotenoidy sa uplatiiuju Vv potravinarstve a krmivarstve ako pigmenty a tiez ako
antioxidacne aktivne latky s pozitivnymi zdravotnymi wc¢inkami. Aj ked’ najcastejSimi
priemyslovo vyuzivanymi prirodzenymi producentmi karotenoidov su rastliny, v poslednej
dobe sa vyskum zameriava predovSetkym na produkciu karotenoidov pomocou
mikroorganizmov, ktoré st schopné tvorit’ karotenoidné pigmenty, napr. fotosyntetické a
nefotosyntetické bakterie, riasy, plesne a karotenogénne kvasinky. Mikrobialna produkcia méa
vel'kt vyhodu okrem onoho aj v pouziti prirodnych, lacnych substratov ako zdrojov uhliku a
energie.

NajdolezitejSimi kvasinkovymi producentmi - tzv. karotenogénnymi kmenfimi st rody
Rhodotorula, Rhodosporium, Sporobolomyces, Cystofilobasidium, Sporidibolus a
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Xanthophyllomonas. Hlavné pigmenty, ktoré tieto kvasinky produkujd su p-karotén, vy-
karotén, torulén, torularhodin a astaxanthin. Kvasinky rodu Rhodotorula patria ku
najvyznamnej$im producentom karotenoidov. Rody Cystofilobasidium a Dioszegia podobne
ako rod Rhodoturula prednostne produkuju farbiva p-karotén, torulén a torularhodin a d’alsie
atypické derivaty [7, 22].

2.2.3.1.Karotenogénne kvasinky

Rod Rhodotorula sa vyznacuje malymi gulatymi bunkami ktoré mozu mat’ niekedy aj
pretiahnuty tvar, nevytvaraji endospéry, ani iné spory. Tento rod taktieZ netvori ani
pseudomycélium a vyskytuje sa predovsetkym v prirode na réznych organickych latkach, vo
vzduchu, vodach. No na druhej strane mdze v extrémnych pripadoch spdsobit’ ochorenie T'udi
I zvierat. Kolonie mézu byt zltej, oranzovej az Cervenofialovej farby [6, 23].

Ich néter na agare byva zvd¢sa pomarancovy az lososovy, je hladky, slizovity, riedky no
i cestovity a okraje kolonie st ucelené. Ich sfarbenie je zavislé aj na zlozeni zivného média.
V kvapaline vytvaraju sediment a prstenec, ktory je sfarbeny krémovo az svetloruzovo. Tieto
kvasinky su rozsirené po celom svete, nie su naro¢né na zivotné podmienky, preto sa ¢asto
rozmnozuji aj v pddach bez zdroja dusika aich identita sa dobre dokazuje pre ich
charakteristicku ¢ervenu karotenoidovil pigmentaciu. Mozno ich izolovat’ zo vzduchu, pody,
vody, z povrchu rastlin a roznych Casti zivocisneho tela. V bunkach hromadia tuk, niekedy az
nadmerne, ¢o by po uréitom usmerneni mohlo viet ku ziskavaniu lipidov s rovnakym
obsahom mastnych kyselin pre vyzivu Zivo¢ichov, a tiez aj s obsahom proteinov [1, 6].

Rod Sporobolomyces vytvara drsné, ploché koldnie, ktoré wvytvaraja asymetrické
balistokonidie. Tento rod sa vyznaCuje silnou karotenogenézou a jeho natery sd
tmavocervenej farby s hladkym povrchom. Podobne ako predchédzajici rod vytvara gulovité,
elipsoidné aniekedy az pretiahnuté bunky. Na agare vytvaraju pomarancovy az
koralovocerveny nater, ktory moze byt jemne kuceravy. V kvapaline sedimentuju a vytvarajd
hruby prstenec. Druh Sporobolomyces roseus sa vyskytuje predovSetkym vo fylosfére
a v atmosfére. Na jednoduchych sterigmach sa vytvaraju balistokonidie. Okolo nateru sa
tvoria sekundarne koldnie z odstrelenych balistokonidii [6, 7].

Kvasinky rodu Xanthophyllomonas su elipsoidné bunky v paroch alebo v kratkych
retiazkach, ktoré s charakteristické naro¢nostou na kultivacné prostredie. V kvapalnom
prostredi vytvaraji sediment, rozmnoZuji sa pucanim a vytvaraji vela chlamydiospor, tj.
velkych gulovitych buniek s kvapdckami svetlolamajicich latok. Obsahuju astaxanthin
a vd’aka vysokému obsahu karotenoidov st dolezité pre vyzivu lososov a hydiny. Pigment sa

absorbuje v ich &revach a zabezpeluje lepsie sfarbenie lososového misa, alebo sfarbenie Zitka
u hydiny [6, 7].

2.2.3.2.Surovinovy zéklad

Ako vychodziu surovinu vyuzivaju biotechnologie sucasti tzv. biomasy, ktorl predstavuji
organické latky kontinudlne tvorené Zivymi systémami. DalSie doleZité zdroje surovin su
ZivoCisne a rastlinné odpady z pol'nohospodarstva a priemyslovej sféry, mestské odpady i
lacné chemické a petrochemické suroviny. Ako zdroj biomasy prichadzaji do uavahy
predovSetkym rastlinné produkty z polnohospodarstva, lesnictva a cCiasto€ne aj vodného
hospodarstva. Tie vSak sluzia predovSetkym pre vyrobu potravin, krmiv a ako surovina
textilného a papierenského priemyslu. Vdaka rozvoju biotechnologickych postupov vsak
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vSetky rastlinné suroviny budii moct’ byt vyuzivané omnoho efektivnejSie, predovSetkym
spracovanim odpadov z uvedenych oblasti pouzitia.

Hlavné sucaste fytomasy tvoria sacharidy (celuloza, Skroby, pektiny), lipidy, bielkoviny,
nukleové kyseliny, lignin a d’alSie latky. NajdodlezitejSiu ulohu vSak hraju a v najvac¢Som
mnozstve su zastipené sacharidy. Spolu s lipidami slizia ako hlavny zdroj energie a uhliku
pre bioprocesy, zatial’ ¢o bielkoviny a nukleové kyseliny st pouzivané ako zdroj dusiku, kedy
nemoézu byt k tymto i¢elom vyuzité anorganické zluceniny dusiku [24].

Volba suroviny je taktiez podmienena cenou, dostupnostou, produkénym
mikroorganizmom, ako aj jeho vlastnostami a enzymatickym vybavenim, cenou produktu a
jeho pozadovanou ¢istotou aj technologickymi vlastnostami surovin. V sti¢astnosti je trendom
predovsetkym hl'adanie netradicnych substratov (ako su rozne odpady uz zo spominanych
vyrob).

2.2.3.3.Zdroje uhliku a dusiku

Uz dlha dobu sa mnohé $tadie zaoberaji vyskumom efektivity premeny uhlikovych
zdrojov na pigmenty a na optimalne zlozenie Zivného média, s prihliadanim na dostupnost’ a
cenu. V pripade, Ze zlozenie média vyhovuje poziadavkdm daného mikroorganizmu, moézeme
docielit’ spravny rast, nadprodukciu biomasy a aj metabolitov, ktoré su produkované danym
mikroorganizmom.

Zdroje uhliku mdézme rozdelit’ do 3. skupin:

1. sacharidickeé zdroje (sachardza, glukdza, frukt6za, galaktdza, laktdza)

2. prirodné zdroje (Skrob, melasa, srvatka, sulfitové vyluhy, celul6za a
odpadny papier)

3. petrochemické zdroje (alkoholy, uhl'ovodiky, organické kyseliny).

Ako zdroj uhliku boli pre biotechnologicku produkciu karotenoidov testované rdzne
zdroje, napr. hexozy, pentdzy, rozne disacharidy, glycerol, etanol, metanol, oleje ale taktiez
rozne odpady ziskané najmé z polnohospodarstva (melasa, srvatka, skrobovy odpad apod.).
Pricom okrem sacharidov obsahuju aj iné zlozky, ako napr. bielkoviny, tuky.

Priklady zdrojov uhliku:

= Skrob — obilniny, hliznaté rastliny, zemiaky, kukurica, ryza. Su dobre
skladovatel'né a transportovatelné. Hoci su v ovela va¢sej miere dostupnejSie ako
sacharidy, na rozdiel od nich technologické vyuzitie Skrobu potrebuje predipravu
v podobe hydrolyzy skrobu. V obili sa Skrob vyskytuje vo forme skrobovych zfn,
ktoré sa u jednotlivych druhoch lisia tvarom a vel’kost'ou [13, 24, 25].

» Celuléza — slama, drevny odpad. Suroviny, ktoré na jednej strane vykazuju
najvacsi globalny prirastok, no na druhej strane vSak celuldozne materidly vyzaduju
pomerne zlozitl konverziu pred biotechnologickym spracovanim.

= Srvatka — vhodna biotechnologickd surovina, odpad pri vyrobe syru, alebo
tvarohu, ktory sa bud’ vyhadzuje alebo s vynaloZzenim vel'kého mnozstva energie
zahust'uje. Jej nevyhodou je rychla kazivost. Pouziva sa na vyrobu kyseliny
mlie¢nej, propidnovej, octovej, lyzinu, antibiotik i etanolu. VyuZiva sa taktiez aj
ako krmivo bud’ v suSenej, zhustenej forme alebo ako tekutd. Obsahuje bielkoviny,
ktorych mnoZzstvo je zavislé na tepelnom oSetreni mlieka pred zrazanim. Vzhl'adom
k pomerne konstantnému zlozeniu a dobrej fermentovatelnosti sa ocakava vel'ké
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biotechnologické vyuzitie srvatky. Obsahuje laktézu v suSine, bielkoviny, zdroje
dusiku a mineraly [13, 24, 25].

» Melasa — priklad dobre vyuziteI'ného odpadu. Je to cennd surovina pre vyrobu
liehu, kyseliny citrénovej, niektorych aminokyselin, kvasnic i antibiotik. Jej
zlozenie tvori z 50 % sachardza, suSina, dusik (0,5 — 2 %). Nevyhodou je, Ze
neobsahuje ziadny fosfor [13].

Chemické zlozenie a koncentracia zdroja dusiku v médiu, moze byt taktiez prostriedkom
fyziologickej kontroly a regulécie metabolizmu pigmentov v mikroorganizmoch. Pre
zlepsenie produkcie karotenoidov boli Studované niektoré anorganické a organické dusikaté
latky. Taktiez sa ukazali ako efektivne aj kombindcie anorganickej soli s kvasni¢énym
autolyzatom alebo hydrolyzatom, ktoré zvysSovali produkciu pigmentov. Zda sa, ze produkty
katabolizmu dusikatych zdrojov ovplyviiuji variabilitu obsahu karoténov v kvasinkéch
s ohl'adom na dusikaté zdroje pouzité v médiu a rychlost’ produkcie pigmentov [25, 26].

Najznamejsie zdroje dusiku:

»= amoniak a amonne soli — najdostupnejsie suroviny, lacné.

* aminokyseliny, mocovina — su dolezité aj ako zdroj uhliku

* kukuri¢ny vyluh — obsahuje voI'né aminokyseliny, rastové a stopove latky

= kvasni¢ny autolyzat — dusik je vo forme aminokyselin

* sdjova a araSidova muka — substraty, ktoré treba predipravit’ odstranenim bielkovin

2.3. Kultivacia mikroorganizmov

2.3.1. Zivné média

Mikroorganizmy sa v laboratoriach kultivuju na sterilnych zivnych podach. Pripravované
zivné média musia byt izotonické, obsahovat’ zdroj energie, zdroj biogénnych prvkov
v koncentracii a forme optimalnych pre kultivovany organizmus, potrebné rastové faktory a
dostatok vody. Mikroorganizmy mozno kultivovat’ v tekutych zivnych médiach (tzv. bujony)
alebo na pevnych zivnych pddach (tzv. agary) [27].

Ako zdroj uhliku, a zaroven i vodiku a kysliku vécsinou sluzia jednoduché cukry, di- tri-
alebo polysacharidy. Nasledne zdrojom uhliku méze byt i organické latky ¢&i prirodzené
ingrediencie, ktoré st zaroven aj zdrojom rastovych faktorov, napr. pepton, rozne extrakty,
kaseinovy hydrolyzat apod.

Ako zdroj dusiku moéZu mikroorganizmy vyuZivat atmosféricky dusik, amonne soli a
amoniak, dusitany, dusi¢nany a organicky viazany dusik. Vhodnym zdrojom siry su
minerdlne soli kyseliny sirovej a fosforu hlavne soli kyseliny fosfore¢nej. Auxotrofne
mikroorganizmy vyzaduju v kultivaénom médiu rastové faktory, pretoze si ich nedokdzu sami
syntetizovat. Su to napr. vitaminy, aminokyseliny, purinové a pyrimidinové bazy, vysSie
mastné kyselin, aminy apod.

Extrakty sa ziskavaji varom substratu vo vode a tUpravou do praskového stavu po
naslednom odstraneni vody — kvasniény extrakt, misovy a sladovy extrakt, kukuriény vyluh.
Ako stuzujuce komponenty sa do pevnych zivnych pdd pouzivaji podla potreby agar,
zelatina alebo gel kyseliny kremicitej [27].
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Zakladné typy zivnych médii rozdel'ujeme podla:
a) zloZenia 1. prirodzené Zivné média — prirodzené substraty (mlieko, zemiaky)
2. polosyntetické média — nie su chemicky presne definované
3. synteticke média — chemicky presne definované
b) rastu mikroorganizmu 1. univerzalne — vyhovuju viacerym mikroorganizmom
2. selektivne — pre jeden druh alebo skupinu mikroorganizmov
3. selektivne diagnostické — vel'mi mala skupina
mikroorganizmov
c) konzistenie 1. tekuté —neobsahuju stuzovacie latky
2. polotekuté — maju krémovu konzistenciu a malo stuzovacich latok
3. pevné — obsahujt stuzujtce latky [27].

2.3.2. Rastova krivka

Mikroorganizmy sa za optimalnych podmienok rozmnozuji obrovskou rychlostou. Je
potrebné aby mali dostatocny zdroj zivin a vhodné kultivaéné podmienky. Na druhej strane
vSak dochadza k limitacii v dosledku nahromadenia metabolitov, ktoré su bunkou vylu¢ované
do prostredia a tiez vy¢erpaniu zivného substratu [7, 27].

Pri preneseni bunky z kultary do optimalnych kultiva¢nych podmienok, nedochadza hned’
k jej maximalnej rychlosti rastu. Rastova krivka ma niekol’ko tusekov a ide o grafické
znazornenie narastu poctu zivych buniek tak, Ze na os x nanesieme ¢as a na osu y logaritmus
poctu zivych buniek v 1 ml.

Prvému uUseku, v ktorom sa bunka nerozmnozuje, ale zvac¢Suje sa jej objem a aktivuje jej
enzymovy systém hovorime lag — faza alebo a tzv. fiza zdrzania. Dizka faze je zavisla na
druhu mikroorganizmu, fyziologickom stave bunky, vel'kosti inokula (nepriama timera) a na
zloZeni nového rastového prostredia.

Ako druhd nasleduje faza zrychPujuceho sa rastu a po nej prichadza exponencialna
faza rastu. V tomto ¢ase maju bunky najkratS$iu generaéni dobu, ktora je konStantna
v priebehu celej faze. Keby sme bunky v tomto momente preniesli do nového kultivaéného
média o rovnakom zloZeni, pokracovali by v rozmnoZzovani s rovnakou genera¢nou dobou.

Po exponencialnej fazy rastu nastdva spomalenie rastu az jeho zastavenie. Zastavenie
prirastku zZivych buniek je oznacované ako stacionarna faza rastu a ¢asto pri iom dochadza
eSte Kk pomalému rozmnozovaniu, ktorym sa kompenzuje pocet odumierajucich buniek.
Maximalna dizka stacionarnej faze je rdzna a zavisi na citlivosti mikroorganizmov
k hladovaniu.

Poslednou fazou je faza postupného odumierania buniek, ktord méze trvat’ aj niekol’ko
tyzdiov ¢i mesiacov [1].

Fyziologickeé vlastnosti buniek v réznych fazach rastovej krivky sa zna¢ne odliSuju.
Bunky stacionarnej fazy a lag — faze na pociatku s ovel'a menej citlivejsie ku nepriaznivym
podmienkam ako bunky neskorSej lag — faze arastovych fazi. Vznikajace splodiny
metabolizmu, ktoré inhibuji rozmnoZzovanie ¢i vycerpanie zivin méze viest k spomaleniu
rozmnozovania na konci exponencialnej faze rastu, pripadne i k jeho uplnému zastaveniu [1].

17



X - pocet zivych buniek v 1 ml
1 - lag-faza

2 - faza zrychl'ujuceho sa rastu
3 - exponencialna faza rastu

4 - taza spomal’ujiiceho sa rastu
5 - stacionarna faza

6 - fAza odumierania

Obrazok 5: Rastova krivka [1]
2.3.3. Faktory ovplyviiujiice rast mikroorganizmov

Vonkajsie prostredie ako aj ziviny musia pokryvat’ akékol'vek poziadaky mikroorganizmu
na energiu a stavebné kamene pre syntézu bunkovej hmoty a ich spravny vyvoj. V prostredi
musia byt’ vhodné fyzikalne, chemické a biologické podmienky. Nakol'ko st mikroorganizmy
schopné sa prispdsobovat’ vonkajSim podmienkam nielen zmenou svojho enzymového
vybavenia buniek, ale taktiez do istej miery su aj schopné ovplyvnit’ vonkajSie podmienky vo
svojom najblizSom okoli, napr. zmenou pH, tieto ich schopnosti st limitované, po ¢om
dochédza ku zastaveniu rastu alebo ku usmrteniu bunky [1].

Okrem zdrojov energie musi zivné prostredie obsahovat’ vyuzitelné, tj. asimilovatelné
zdroje prvkov, ktoré su sucast’ou bunkovej hmoty mikroorganizmov. Najvicsie poziadavky su
kladené na C, H, O, N, P a S. Zivné prostredie taktiez musi obsahovat’ dostato¢né mnozstvo
vody, pretoze vacsina reakcii prebieha v zivych organizmoch vyzadujucich vodné prostredie a
urita vodnu aktivitu. Jednym z d’alSich faktorov, ktoré ovplyviiuji rychlost’ rozmnoZovania
mikroorganizmov 1 moznost’ ich Zivota je teplota vonkajSieho prostredia. Podl'a vztahu ku
teplote rozdel'ujeme mikroorganizmy na psychrofilné, mezofilné a termofilné. Biochemicka
¢innost’ je silno ovplyvilovana koncentraciou vodikovych iontov v prostredi. Kazdy mikrobny
druh sa mdze rozmnoZovat’ iba v ur¢itom rozmedzi pH. Kvasinky vyZaduju pre rast kyslé
prostredie, ich optimalne pH sa pohybuje medzi 4,2 a 5,5. Dokonca uz pri slabom alkalickom
prostredi (7,5) sa zastavuje ich rast. Organizmy sa tieZ odliSuji svojim vztahom ku kysliku, a
preto tiez vyzaduju rézny oxida¢ne redukény potencial, ktory je dany pritomnostou
oxidanych alebo redukénych <¢inidiel, ktoré st pre kazdé prostredie iné. Taktiez
elektromagnetické vinenie réznych vinovych dizok sa znagne 1isi svojim fyziologickym
ucinkom na mikroorganizmy [1, 27].

Tieto faktory spolu so ziarenim, ultrazvukom, elektrickym pradom ¢i s tlakom a mnohymi
inymi patria medzi tzv. stresové faktory. Pocas evolucie si niektoré mikroorganizmy vyvinuli
obranné mechanizmy voci tymto stresovym podmienkdm. Ich spravnym vyuzitim mozno
docielit’ mikrobiologickt produkciu obrannych latok, ktoré sa daju vyuzit' v inych odvetviach
priemyslu [1].

Okrem fyzikalnych a chemickych vplyvov sa na rozvoji mikroorganizmov v prostredi
uplatnuje vyrazne eSte vplyv biologickych ¢initel'ov. Vel'mi vyznamné su vzdjomné vplyvy
mikroorganizmov v prostredi a vplyv hostitel'ského makroorganizmu, tj. zivocicha alebo
rastliny na parazitujucom alebo symbiotickom mikroorganizme [1].
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2.4. Metddy izolacie a analyzy karotenoidov

2.4.1. Extrakcia

Extrakcia je najéastejSou metodou izolacie karotenoidov biologického materialu. Aceton
sa najCastejSie pouziva ako extrak¢né ¢inidlo na izolaciu karotenoidov zo vzoriek s vysokym
obsahom vody. Nakolko su vSak karotenoidy viazané v lipoproteinovej frakcii membrén,
kvasiniek je potrebné este ku aceténu pridat’ alkoholicky roztok KOH alebo NaOH aby doslo
ku zmydeliovaniu a tak ku uvolneniu pigmentov. Néasledne sa potom karotenoidy
niekol'kokrat extrahuju v nepoldrnych organickych rozpustadlach, ako je napr. petroléter a
dietyléter [28].

2.4.2. Vysokoucinna kvapalinova chromatografia - HPLC

Chromatografia je separaéna metoda, pri ktorej sa oddeluju latky nachadzajuce sa vo
vzorke. Metoda sa zakladd na opakovanom vytvarani rovnovaznych stavov zloziek medzi
dvomi navzajom nemieSatelnymi fazami — mobilnou a stacionarnou. Pri kvapalinovej
chromatografii je mobilnou fazou kvapalina, ktora preteka kolonou medzi Casticami, ktoré
tvoria stacionarnu fazu — sorbent. Vzorka sa umiestni na zaliatok stacionarnej faze a
pohybom mobilnej faze cez stacionarnu je potom unéasand. Zlozky vzorky su postupne
zachycované alebo zdrzované stacionarnou fazou a tym sa separuji, kedy na Kkoniec
stacionarnej faze sa dostanu tie zlozky, ktoré boli fazou zadrzované najmenej. Zlozky sa
V stacionarnej faze zdrzia o to dlhsie, ¢im st spominanou fazou silnejsie patané [29, 30, 31].

Klasické kolonové prevedenie sa stalo zakladom vysoko ucinnej kvapalinovej
chromatografie — HPLC. Aby bola separacia u¢inna treba pouzit' dostatok malych zrnieGok
sorbentu pre ¢o najvacsi odpor ku kvapaline. Preto je aj potrebné pracovat pri vysokom tlaku.
Vyhodou metddy je préca s mensim mnozstvom vzorky, kratSia doba separacie a moznost’
pracovat’ aj s termolabilnymi latkami plynného ¢i kvapalného skupenstva [30].

Toto delenie medzi jednotlivymi fazami prebieha v kratkych nerezovych kol6nach
odolnym aj pre vysoké tlaky. Vzorka sa davkuje pomocou viaccestnych davkovacich kohutov
alebo injek¢énou striekackou. Mobilna faza je dopravovand pomocou Cerpadiel a tlaku 50 MPa
do davkovacieho zariadenia, kde je obohacovand zmesou separovanych latok. NajcastejSie
pouzivané suU fotometrické detektory, ktoré stanovuji absorbanciu mobilnej fazy
vychadzajucej z kolony [30, 32].

Chromatogram je graficky zdznam zavislosti signdlu detektoru na case. Jeho pociatok
predstavuje okamih nastreku vzorky na kolonu a kazdé rozdelenie zlozky odpoveda jednej
eluénej vine na chromatogramu, tzv. pik. Poloha jej vrcholu je retenény cas tg a ide o dobu,
pocas ktorej latka prejde celou kolonou. Tato doba sa deli medzi mobilnu fazu — tzv. mftvy
retenény Cas ty a stacionarnu fazu — tzv. redukovany reten¢ny Cas t’r. Retenény objem Vg
nam udava sU¢in retencného casu a objemového prietoku mobilnej fazy. Spominané
charakteristiky sa pouzivaju ku kvalitativnej analyze zloziek vo vzorke. Zakladom pre ich
identifikéciu je zhoda reten¢nej veli¢iny neznamej zlozky vzorku a znameho Standartu [29].
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Obrazok 6: Opis chromatogramu [1]

2.4.3. Absorpcna spektrofotometria

Podstatou absorpcnej spektrofotometrie (ultrafialovej a vidite'nej) je absorpcia
ultrafialového a viditeI'ného ziarenia zriedenymi roztokmi molekul rozsahu 200 — 800 nm,
naco nasledne prechadza molekula do excitovaného stavu. Latky obsahujuce vo svojej
Struktire chromofory, nésledne poskytuju charakteristické absorpéné pasy, ktoré sluzia pre
ich identifikdciu. Tato metdda byva pouzivand ku identifikacii pigmentov, kvantitativnej
analyze anorganickych a organickych zlucenin, stanoveniu mnoZstva a Cistoty DNA, ¢i ku
ddkazom chromofdrnych skupin.

Dopadom monochromatického Ziarenia na vzorku, v dosledku absorpcie klesne pévodny
ziarivy tok dopadajuceho paprsku na niZSiu hodnotu. Dekadicky logaritmus je prevratena
hodnota absorbancie a transmitacia je pomer tychto Ziarivych tokov. Zavislost’ absorbancie na
vlnovej dizke Ziarenia predstavuje absorpéné spektrum vzorky.

Pre kvantitativne stanovenie absorbanie roztoku plati Lambert-Beerov zakon, ktory
hovori, Ze absorbancia je priamoumerna koncentracii absorbujicej latky ¢ a hrubke
absorbujicej vrstvy roztoku I: A=¢g,-c-1 , kde &, —molarny absorpény koeficient
(konstanta charakteristicka pre danu latku v danom prostredi, dm*.mol™.cm™), ¢ —je latkova
koncentracia latky (mol.dm™) a | —hrabka absorbujtcej vrstvy (cm) [29].
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3. CIEL PRACE

Cielom predloZenej bakalarskej prace zameranej na produkciu biomasy a karotenoidovych
pigmentov vybranou kvasinkou Rhodotorula aurantiaca je rieSenie nasledujucich diel¢ich
uloh:

e Prehlad nutricnych poziadaviek karotenogénnych kvasiniek, moznosti vyuzitia
roznych zdrojov C a N vratane odpadovych substratov.

e Kultivicia kvasinky Rhodotorula aurantiaca na roéznych nutri¢nych zdrojoch,
sledovanie produkcie biomasy.

e Sledovanie produkcie karotenoidov a ergosterolu kvasinkou R. aurantiaca
kultivovanou na roznych typoch substréatu.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. Pouzité chemikalie

4.1.1. Chemikalie pouzité na kultivaciu kvasiniek

D-glukéza monohydrét p.a., Lach-Ner s r.o. (CR)
Chlorid sodny p.a., Lachema (CR)

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (India)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema (CR)
Siran amonny p.a., Lachema (CR)

Siran hore¢naty p.a., Chemapol (CR)

4.1.2. Chemikalie pouzité na izolaciu karotenoidov

Acetén p.a., Lachema (CR)
Diethyléter p.a., Lachema (CR)
Ethanol pre UV-VIS, Lachema (CR)
Hydroxid draselny p.a., Lachema (CR)

4.1.3. Chemikalie pouzité pre HPLC
Methanol pre HPLC Gradient Grade, Sigma — Aldrich (SRN)

4.1.4. Material

Jabléna vlaknina, Provita, Frydek-Mistek (CR)

Kukuri¢né kli¢ky — jemné, Unibal Liberec (CR)

P3eni¢na celozrnna instantna kasa — Otesanek, Poex Velké Meziti¢i (CR)
Srvatka (odpad, mlékarna Pribina a.s., Piibyslav)

Vajecné cestoviny, Ideal Slovakia (SR)

4.2. Pristroje a pomécky

4.2.1. Pomdcky pre kultivciu kvasiniek

Analytické vahy Boeco (SRN)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)

GKB Color Digital CCD kamera (Taiwan)

Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.o. (CR)
Mikroskop L 11 00A, Intraco Micro (SRN)
Spektrofotometer VIS, Helios 6, Unicam (UK)

Trepacka IKA Yellow Line, (SRN)



4.2.2. Pomdcky pre izolaciu a analyzu karotenoidov

Filtre pre HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)

Vakuové odparka RV 06, IKA (SRN)

Vodna lazeit EL-20, Merci a.s. (CR)

Zostava HPLC/UV-VIS od firmy ECOM spol. s r.o. (CR):
Programator gradientu GR 5
Vysokotlakové ¢erpadlo typ P 4020
Davkovaci ventil typ C
Termostat kolony typ LCO 101
UV-VIS detektor procesorovy, typ LCD 2084
software Clarity — Chromatography SW, Data Apex 2006
Kolona Kinetex C18, ,2,6 um, 4,6 x 150 mm, Phenomenex
Predkolony - C;g, AJO- 4287, Phenomenex
Drzak predkolony- KJO- 4287, ECOM (CR)

4.3. Pouzité kvasinkové kmene

Pre kultivaciu bol pouzity kvasinkovy kmen Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7.

4.4. Kultivacia mikroorganizmov

4.4.1. Podmienky kultivacie kvasiniek

Karotenogénna kvasinka Rhodotorula aurantiaca patri medzi aer6bne, mezofilné
mikroorganizmy. Kvasinky boli kultivované v kvapalnom médiu pri teplote 28°C a
neustalom trepani a osvetleni. Média sa sterilizovali v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom
30 minat.

4.4.2. Inokulum I

Pre kazdu sériu kultivacie bolo najskor pripravené inokulum I (INO I) o vhodnom objeme
tak, aby nasledny pomer inokulum I : inokulum II bol 1 : 5. ZloZenie inokula I je uvedené
v tabul’ke 1. Po sterilizacii a vychladeni inokula I boli sterilne naockované 3 kli¢ky vzorky
kvasinky zo zasobnej kultlry na Petriho miskéach. Kultivacia prebiehala 24 hodin.

Tabul’ka 1: Zlozenie inokula¢ného média — INO |

zlozka mnozstvo (g/l)
glukoza 40
KH,PO,4 5

(NH4)2SO,4 5

MgSQO, 0,34

kvasnicny autolyzat 7
vodovodna voda 1000 ml
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4.4.3. Inokulum I1

Boli pripravené inokula Il tak aby sa zachoval pomer INO | : INO Il =1 : 5. Inokulum |
bolo nasledne asepticky preliate do vysterilizovaného inokula Il a to bolo kultivované 24
hodin. Inokulum II obsahovala rovnaké zlozenie — zaklad, pre vSetky série, ktoré je uvedené

Vv tabul’ke 2. Zmeny v zloZeni pre prvi, druh0 a tretiu sériu INO Il st uvedené v tabulke 3.

Tabul’ka 2: Zlozenie inokula¢ného média — INO ||

zlozka mnozstvo (g/l)
glukdza 40
KH,PO, 5
(NH4)2SO,4 5

MgSO, 0,34

vodovodna voda 1000 ml

Tabul’ka 3: Zmeny v zlozeni INO II

séria zlozka mnozstvo (g/l)
1 A | kvasni¢ny autolyzat 7
B jabl¢na vlaknina 7
2 kvasni¢ny autolyzat 7
3 kvasni¢ny autolyzat 7

4.4.4. Produkéné média

Pre kazdu sériu kultivacii boli pripravené produkéné meédia (125 ml), ktorych spolocné
zloZenie je uvedené v tabulke 4. Zlozky, ktorymi sa produkéné média liSia, st uvedené
v tabul’kach 5 - 7. Inokula¢né média boli po Castiach (25 ml) preliate do produkénych médii,
tak aby sa zachoval pomer 1 : 5 a kultary boli kultivované 80 hodin.

Tabul’ka 4: Zlozenie produkéného média

zlozka mnozstvo (g/l)
KH,PO, 4
(NH4)2SO,4 4
MgSO, 0,34
vodovodna voda 1000 ml

Tabul’ka 5: ZloZzenie produkéného média — 1. séria

oznacenie zlozka mnozstvo (g/1)
hruskové Supky | A hruskové Supky 30
A glukoza 30
kontrol
ontrola B glukoza 30
s A | glukoza + jabl¢na vlaknina 15+ 15
vlaknina . e
B | glukdza + jabléna vldknina 15+ 15
o blEné Supk A jabl¢éné Supky 30
n
jablene supky I'g jabléné supky 30
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Kultdry pestované v prvej sérii mali odli$né zloZenie inokula I a inokula II. Inokulom II,
ktoré obsahovalo kvasni¢ny autolyzat, boli ockované produkéné média s oznatenim A a
inokulom II, ktoré obsahovalo jabl¢nu vlakninu, boli o¢kované produkéné média s ozna¢enim

B. Ku médidm obsahujdcim odpad boli pripravené aj potrebné slepé vzorky na meranie

absorbancie.

Tabulka 6: ZloZenie produkéného média — 2. séria

oznacenie zlozka mnozstvo (g/1)
kontrola glukoza 30
cestoviny cestoviny 30
pSenicna kasa pSenicna kasa 30
kukuri¢né klicky kukuri¢né klicky 30
srvatka upravena srvatka upravena 30
srvatka neupravena srvatka neupravena 30

V pripade druhej série bolo zlozenie INO I a INO II rovnaké. Opét’ boli pripravené pre
jednotlivé média s odpadom aj prislusné slepé vzorky srovnakym mnoZstvom vody a
odpadného substratu pre meranie absorbancie.

Tabul'ka 7: Zlozenie produkéného média — 3. séria

oznacenie Zlozka mnozstvo (g/1)
kontrola glukdza 30
vlaknina jabl¢na vlaknina 30
vlaknina + E1 jabléna vlaknina 30 + enzymaticky preparat 1
vlaknina + E2 jabl¢na vlaknina 30 + enzymaticky preparat 2
vlaknina + E3 jabléna vlaknina 30 + enzymaticky preparat 3
vlaknina + E4 jabl¢na vlaknina 30 + enzymaticky preparat 4
cestoviny cestoviny 30
cestoviny + E1 cestoviny 30 + enzymaticky preparat 1
cestoviny + E2 cestoviny 30 + enzymaticky preparat 2
cestoviny + E3 cestoviny 30 + enzymaticky preparat 3
cestoviny + E4 cestoviny 30 + enzymaticky preparat 4

pSeni¢nd kasa

pSeni¢na kasa

30

pSenicnd kasa + E1

pSenicna kasa

30 + enzymaticky preparat 1

pSeni¢na kasa + E2

pSeni¢na kasa

30 + enzymaticky preparat 2

pSenicnd kasa + E3

pSenicnd kasa

30 + enzymaticky preparat 3

pSeni¢na kasa + E4

pSeni¢na kasa

30 + enzymaticky preparat 4

kukuri¢né klicky kukuricné klicky 30
kukuri¢né klicky + E1 kukuri¢né klicky 30 + enzymaticky preparat 1
kukuri¢né klicky + E2 kukuri¢né klicky 30 + enzymaticky preparat 2
kukuri¢né klicky + E3 kukuri¢né klicky 30 + enzymaticky preparat 3
kukuri¢né klicky + E4 kukuri¢né klicky 30 + enzymaticky preparat 4
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V tretej sérii mali INO I a INO II taktiez rovnaké zlozenie a k jednotlivym mediam
obsahujucim rozne enzymi boli pripravené prislusné slepé vzorky pre meranie absorbancie.
Experimentalne bolo zistené mozné vyuzitie plesni produkujucich extracelularny produkt —
zmesny preparat hydrolytickych enzymov ku zpracovaniu odpadovych substratov tak, aby
rozlozili polysacharidy na jednoduché cukry.

Po kultivécii plesni boli lyofilizované enzymové preparéty rozpustené vo fosfatovom
pufre a pridané do produk¢ného média (1,5 ml). Nésledne sa média hydrolyzovali po dobu
24 hodin. Po hydrolyze boli odobraté vzorky z kazdého média, ktoré bolo hydrolyzované a
analyzované metodou Somogyiho-Nelsona na redukujice cukry. Vzorky pre stanovenie
redukujucich sacharidov boli odobraté aj z nehydrolyzovanych produkénych médii pred
sterilizaciou a i po sterilizacii a taktiez aj po sterilizacii zhydrolyzovaného média, aby bola
kontrola na vplyv sterilizacie a pripadnu spontannu hydrolyzu odpadov.

Pouzité plesne pre produkci zmesnych extracelularnych enzymov (zbierkové kmene):
o E1 - Alternaria alternata
o E2 - Fusarium solani
o E3 - Aureobasidium pullulans
o E4 - Phanerochaete chrysosporium

4,5. Stanovenie redukujucich sacharidov metédou Somogyiho-Nelsona

Tato metoda je =zalozena na schopnosti redukujucich sacharidov vyredukovat
z alkalického prostredia med’natych soli oxid medny, ktory spolu s arzenomolybdenanovym
¢inidlom vytvara farebny komplex, ktorého zafarbenie sa spektrofotometricky premeria.

Boli pripravené jednotlivé ¢inidla, kedy roztok 1 obsahoval 24 g bezvodého Na,COs3, 16 g
NaHCOj3, 144 g bezvodého Na,SO4, 12 g vinanu sodno-draselného a 800 ml destilovanej
vody. Roztok 2 pozostdval zo 4g CuS0,4.5H,0, 24 g bezvodého Na,SO, a 200 ml
destilovanej vody. Roztok 3 bol pripraveny rozpustenim 25 g molybdenanu aménneho
v 450 ml destilovanej vody, z21ml koncentrovanej H,SO, a 3g Na,HAsO,.7H,0
rozpustenych v 25 ml destilovanej vody. Tento roztok sa ponechal stat’ pri laboratornej teplote
a nepristupu svetla 48 hodin.

Pri stanoveni sa k vzorke o objeme 1 ml pridalo 0,5 ml roztoku 1 a 0,5 ml roztoku 2.
Skimavky sa na umiestnili na vriaci vodny kapel’, po 10 minutach sa ochladili a pridalo sa
0,5 ml roztoku 3 a premiesalo, aby sa rozpustil vzniknuty Cu,O. Vzorka bola doplnena na
celkovy objem 10 ml a bola zmeran4 jej absorbancia pri vinovej dizke 720 nm.

4.6. Stanovenie biomasy

Pri ur¢eni mnozstva suSiny v jednotlivych vzorkach bola kvoli Casovej tiesni pouzitd
kalibra¢na krivka z predchéadzajlcej prace [33]. Kalibra¢na krivka vyjadruje zavislost’ medzi
mnozstvom susiny a zakalom rdzne koncentrovanych suspenzii kvasiniek.

Rhodotorula aurantiaca: y =0,2047x —0,0184,

kde y je namerana absorbancia a x mnozstvo susiny v g/l.

Z kazdej vzorky produkéného média bol pre stanoveni biomasy odobraty 1 ml
kvasinkovej kultiry a nariedeny destilovanou vodou tak, aby nebol prekroCeny rozsah
spektrofotometra. Nasledne bola merana absorbancia pri vinovej dizke 630 nm proti
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destilovanej vode. Slepé vzorky boli zlozené z prislusného odpadu a vody. Taktiez boli
sterilizované a uchovavané s ostatnymi médiami pri rovnakych podmienkach.

Morfologické znaky kvasiniek z kazdej vzorky boli pozorované pod mikroskopom pri
zviacSeni 640x a vysledky boli zaznamenané digitadlnou kamerou a spracované pomocou
pocitacového programu Lucia. Taktiez sa pomocou mikroskopu vylucila pripadna
kontaminacia vzorky.

Nésledne sa biomasa karotenogénnych kvasinek spracovala. Cely objem produkéného
média bol scentrifugovany pri 5000 otackach po dobu 10 minut. Bunky boli po odstredeni
premyté vodou a opédt zcentrifugované. Nakoniec bola biomasa rozsuspendovand vo
fyziologickom roztoku a uloZzena v mraznicke.

4.7. lzolacia a analyza karotenoidov

Karotenoidy aj ergosterol su sucastou lipidickej membrany, preto je mozné ich izolovat
niekol’kostupfiovou extrakciou spojenou so zmydelfiovanim. Nésledne boli vzorky
analyzované pomocou vysoko-ucinnej kvapalinovej chromatografie so spektrofotometrickou
detekciou.

4.7.1. Zmydelnovanie karotenoidov a extrakcia

Boli pouzité vzorky produkénych médii z mrazni¢ky (100 ml), ktoré boli rozmrazené a
zcentrifugované pri 5000 otackach 10 minGt. Sediment s kvasinkovymi bunkami bol
dezintegrovany v 50 ml acetdénu v trecej miske a po pridani 50 ml 10 % alkoholického
roztoku KOH bol zmydeliovany na vodne lazni pri 90 °C po dobu 30 minut.

Zmydel'neny odparok bol extrahovany dvakrat diethyléterom a obe éterové frakcie boli
odparené na vakuovej odparke.

4.7.2. Analyza karotenoidov metédou HPLC/UV - VIS

Vysuseny extrakt bol rozpusteny v ethanole pre HPLC, prefiltrovany cez jednorézovy
filter a eSte scentrifugovany pred samotnou analyzou.

Analyza pigmentov metédou HPLC prebiehala za izokratickych podmienok pri prietoku
mobilnej faze 1,0 ml/min, teplote 45 °C, na koldne Kinetex C18 (150 x 4,6 mm; 2,6 pum;
Phenomenex) s predkolénou C18 za fotometrickej detekcie pri vlnovej dizke 450 nm pre
karotenoidy a 285 nm pre ergosterol. Vinova dizka odpoveda maximu absorbancie prislusne;
analyzovanej latky. VVzorka bola na kolonu davkovana cez davkovaci ventil (10-20 ul). Ako
mobilna faza bol pouzity methanol pre HPLC (Gradient Grade).

K chromatickej analyze karotenoidov bola pouzita zostava HPLC/UV-VIS od firmy
ECOM spol. s.r.o. Analyzovane data boli spracované chromatografickym softwérom Clarity —
Chromatography SW, Data Apex 2006.

4.7.3. ldentifikacia a kvantifikacia karotenoidov

Identifikacia a kvantifikacia jednotlivych karotenoidov bola prevedena na zaklade ich
retenénych ¢asov v porovnani s retenénymi ¢asmi Standardov. Uréenie mnozstva vybranych
karotenoidov bolo robené pomocou externej kalibracie metddou kalibracnej krivky. Pre
kvantitativne vyhodnotenie bola pouzita zavislost’ plochy pikov na koncentracii jednotlivych
vzoriek.
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1. Morfologické zmeny kvasiniek ovplyvnené typom produkéného média

Boli pozorované morfologické znaky kvasinky Rhodotorula aurantiaca, ktord bola
kultivovana na rdznych nutri¢nych zdrojoch v Zivnych médiach. Rozliéné odpadové substréty
boli charakteristické pre jednotlivé série kultivacie.

5.1.1. Morfoldgia kvasiniek 1. série kultivacie

Pri prvej sérii sme pozorovali charakteristiku morfologie kvasiniek v zavislosti na
odliSnom nutri¢nom zloZeni produkénych médii. INO I malo zakladné zloZenie, INO II pre
sériu s ozna¢enim A obsahovalo kvasni¢ny autolyzat a INO II s ozna¢enim B obsahovalo
jablénu vlakninu.

Obrézok 7: Morfoldgia kvasiniek v produkénom médiu 1. série (kvasni¢ny autolyzat)

Obrézok 8: Morfoldgia kvasiniek v produkénom médiu 1. série (jabl¢na vlaknina)
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Na zéklade pozorovania kvasinky Rhodotorula aurantiaca pomocou mikroskopu mézme
konStantovat, Ze tvar bunky je ovalny az gulaty. U buniek s oznaenim obsahujucim
kvasni¢ny autolyzat v médiu mozno pozorovat’ viac valcovity tvar ako u buniek s obsahom
jabl¢nej vldkniny v médiu, kde je tvar gulaty. V pripade produkéného média, kde je
kombinacia glukéza a jablénd vldknina mdézme vidiet bunky s neohrani¢enym obsahom
v dosledku naruSenia bunecnej steny. Inak morfolégia buniek nevykazuje neobvyklé
zvlastnosti.

Obrazok 9: Rozdielne sfarbenie produkénych médii 1. série (kvasni¢ny autolyzat)

Obrazok 10: Rozdielne sfarbenie produkénych médii 1. série (jabl¢na vldknina)
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Na obrazku 10 mozno pozorovat’ rozli¢né sfarbenie produkénych médii prvej série. Je
zrejmé, Ze pridavkom odpadovych substratov ziskali média ruzové sfarbenie v pripade
ovocnych Supiek v porovnani s kontrolou, ktora bole len jemne oranzova. Jabl¢na vlaknina
V produkénom médiu sposobila tmavé, nahnedlé sfarbenie, Co je pravdepodobne spdsobené
vlastnym zafarbenim vlakniny. IntenzivnejSie sfarbenie kultur pestovanych na ovocnych
odpadoch miize byt’ vyvolané zvySenou produkciou pigmentov.

5.1.2. Morfologia kvasiniek 2. série kultivacie

V druhej sérii bolo zloZenie INO I aj INO II rovnaké. Lisili sa len jednotlivé produkéné média
s pridavkom odlisnych odpadovych substratov ako nutri¢nych zdrojov.

Obrézok 11: Morfoldgia kvasiniek v produkénom médiu 2. série

Aj V tejto sérii je pre bunky charakteristicky ovalny, gulaty tvar. V porovnani s prvou
sériou mozme u niektorych vzoriek opéat’ pozorovat charakteristicky valcovity tvar buniek
v dosledku pritomnosti kvasni¢ného autolyzatu v médiu. V niektorych médiach (cestoviny,
kukuri¢né klicky) mozme vidiet’ bunky s nedokonale ohranicenym bune¢nym obsahom.
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Obrazok 12: Rozdielne sfarbenie produkénych médii 2. série

Aj v druhej sérii bolo kontrolné médium charakteristickej oranzovej farby. S odpadovych
substratov farebne k nemu najblizsie boli kukuri¢né klicky a cestoviny. Ostatné média boli
ruzovo sfarbené, pricom v pripade upravenej srvatky islo o najvyraznejsie ruzové zafarbenie,
¢o by mohlo pravdebodobne naznacovat vysSSiu produkciu aj odliSnt zostavu farbiv
v bunkéach.

5.1.3. Morfoldgia kvasiniek 3. série kultivacie

Taktiez aj v tretej sérii bolo zlozenie INO I a INO II rovnaké. Do produkénych médii boli
okrem rozli¢nych odpadovych substratov pridavané aj hydrolytické enzymy s plesni
Alternaria alternata, Fusarium solani, Aureobasidium pullulans, Phanerochaete
chrysosporium.
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Obrazok 13: Morfoldgia kvasiniek v produkénom médiu 3. série, s pridanim hydrolytickych
enzymov.

Na jednotlivych obrazkoch mézme pozorovat' odlisné morfologické znaky u buniek v
zavislosti na pridavkoch enzymovych preparatov do produkénych médii. M6Zme vidiet', Ze
bunky, ktoré sa nachadzaju v nehydrolyzovanych médidch su mensie, niektoré bledé a
nevyrazné. Zachovavaju si svoj charakteristicky ovalny az gulaty tvar. V produkénych
médiach s pridavkom E2 od plesne Fusarium solani mozno pozorovat’ podobné stresové
prostredie ako v nehydrolyzovanych médiach, hoci u zivného média s kukuriénymi klickami a
vlakninou s pozorovatel'né mierne pozitivne zmeny v morfologii kvasiniek.

Oproti tomu v produkénych médiach senzymovym prepardtom E3 od plesne
Aureobasidium pullulans je vidiet' viditelné zlepSenie v tvare jednotlivych buniek pri
porovnani s nehydrolyzovanym médiom. Taktiez pridavok enzymového preparatu E1 od
plesne Alternaria alternata mal pozitivny vplyv na morfologiu buniek predovsetkym
V produkénom médiu obsahujucom psSenicnu kaSu, cestoviny i kukuri¢né klicky, kedy bunky
sU mierne zvacsené a viacej zagul'atené.
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Obrazok 14: Rozli¢né sfarbenie produkénych médii v 3. sérii.

Na obrézku ¢islo 14 mdézme pozorovat' vplyv jednotlivych odpadovych substratov na
sfarbenie produk¢ného média. Pri porovnani s kontrolou si zmeny v zafarbeni viditelné
takmer vo vSetkych médiach s vynimkou vlakniny, ktorej charakteristické hnedé sfarbenie
prekryva farbu média. Zivné média roznych odpadovych substratov, no bez pridania
enzymového preparatu maju charakteristické oranzové sfarbenie podobne ako kontrola.
NajvyraznejSie ruzové sfarbenie pozorujeme v preparatoch s obsahom cestovin a pridavkom
E1l a E3. Vtychto médiach bola pozorovand aj lepSia morfologia buniek. U vicSiny
hydrolyzovanych médii je pozorované tmavsie sfarbenie v porovnani s nehydrolyzovanymi,
no vynimku v tomto pripade tvoria média pre vSetky odpadové substraty s pridanim E4. Je
treba poznamenat’, Ze v tejto sérii bola neobvykle ruzovo sfarbena aj kontrolna kultara, takze
vysledky mozu byt skreslené — k zmenam produkcie pigmentov moze viest’ kolisanie priidu
(nestabilna teplota) ¢i vypnutie v priebehu noci (zniZena aeracia a osvetlenie).

5.2.  Analyza redukujucich sacharidov v hydrolyzovanych médiach

Metddou Somogyiho-Nelsona (kap. 4.5.) boli stanovené redukujuce sacharidy po odobrati
vzorku z médii s obsahom odpadovych substratov pred a po sterilacii I, a taktieZ aj po pridani
enzymovych preparatov a naslednom vysterilovani (sterilacia I1). V paralelne vypracovavanej
diplomovej praci bola zostrojend kalibracna krivka zavislosti koncentracie na absorbancii pre
vypocéet mnozstva redukujicich sacharidov v produkénom médiu. Nakoniec, pre porovnanie,
boli redukujlce sacharidy stanovené aj v enzymatickych preparatoch.
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Kalibraéna krivka redukujiucich sacharidov
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Graf 1: Kalibra¢ni krivka zavislosti [34].

Mnozstva redukujucich sacharidov v g/125 ml média
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Graf 2: Obsah redukujucich sacharidov v hydrolyzovanych médiéch.
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Tabul’ka 8: Analyza obsahu redukujucich sacharidov v médiach po enzymovej hydrolyze.

odpadovy substrat pred po hydrolyza | hydrolyza | hydrolyza hydrolyza
(9/125 ml) sterilaciou | sterilaciil sEl s E2 sE3 sE4
cestoviny 0,020 0,147 0,334 0,238 2,27 0,297
pSeni¢na kasa 0,002 0,268 0,198 0,305 1,493 0,166
kuk. klicky 0,002 0,103 0,858 0,617 1,478 0,178
vlaknina 0,353 2,007 1,887 1,526 3,026 1,42

Z grafu 2 a tabulky 8 je na prvy pohlad jasné, ze doslo ku narastu hodndt redukujucich
sacharidov po 24 hodinovej hydrolyze odpadu senzymovymi preparatmi. Tymto bola
dokazana hydrolyticka aktivita kmenov hub voéi sacharidom. Taktiez sterilacia v nemalej
miere ovplyviiuje hodnotu redukujucich sacharidov, ¢o moZzme pozorovat v tabulke
o¢ividnym zvysenim hodnét redukujucich cukrov.

Do jednotlivych produkénych médii bolo na ich hydrolyzu pridanych 1,5 ml z kazdého
enzymového prepardtu. V tabulke 9 mozme vidiet, kolko redukujicich sacharidov sme
pridali do média spolu s enzymovym preparatom.

Tabul’ka 9: Mnozstvo redukujtcich cukrov v jednotlivych enzymovych preparatoch.

1000x redukujuce sacharidy redukujuce sacharidy
riedenie (g/15 ml) (g/1,5 ml)
E1 - Alternaria alternata 0,929 4,069 0,407
E2 - Fusarium solani 0,409 1,791 0,179
E3 - Aureobasidium pullulans 0,783 3,429 0,343
E4 - Phanerochaete chrysosporium | 0,236 1,034 0,103

Zrovnanim vysledkov Stiepenia polysacharidovych zloziek odpadovych substratov mozno
konStatovat’, Ze najvys$i prirastok redukujucich cukrov bol dosiahnuty na vicSine médii
hydrolyzovanych zmesnym enzymom E3 z Aureobasidium pullulans. Vysoké stupne
hydrolyzy boli pozorované aj pri aplikacii ostatnych enzymov na jabléna vlakninu.

5.3. Produkcia karotenoidov a ergosterolu na réznych typoch substratu

Experimentalna Cast’ bola zamerana predovSetkym na zmeny produkcie karotenoidov a
produkcie biomasy v zavislosti na pouzitom type substratu. ISlo konkrétne o karotenoidné
farbiva B- karotén a lykopén, z ktorych ma najvacsi prakticky vyznam prave B- karotén.
Okrem tychto dvoch pigmentov bola v kazdej sérii kultivacie analyzovana aj pritomnost’
membranového sterolu kvasiniek — ergosterolu, ktory sluzi aj jako provitamin D..

Extrakciou pigmentov v acetone a ich naslednym zmydel'nenim boli farbiva izolované a
ich obsah bol namerany pomocou HPLC. Vysledky a grafy z jednotlivych kultivacii vsetkych
sérii st uvedené na nasledujucich strankach prace.

5.3.1. Produkcia karotenoidov a ergosterolu - 1. séria kultivacie

Na grafe 3 mo6zme pozorovat a porovnavat odliSni produkciu biomasy i farbiv
Vv jednotlivych médiach, ktoré sa l1iSili odpadovym substratom ¢i zlozenim INO II pri
kultivacii v ramci prvej série. Je zaujimavy fakt, Ze karotenoidové farbiva p- karotén i
lykopén, ale taktiez aj ergosterol, mali zvySenu produkciu v Zivnych médiach, ktoré
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obsahovali vINO II jabléni vlakninu oproti médiam obsahujicim kvasni¢ny autolyzat.
Najvyssia produkcia p- karoténu (683,197 ug/g suSiny) bola v produkénom médiu
obsahujucom zmes glukdzy a jablénej vlakniny a taktiez aj v médiu obsahujicom iba
glukozu. V tomto zlozeni produkéného média sa podarilo vyprodukovat’ aj najvacsi podiel
susiny (6,949 g/l), ale s tym rozdielom, Ze INO II obsahovalo kvasni¢ny autolyzat.

Rhodotorula aurantiaca
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Graf 3: Produkcia biomasy a farbiv v produkénych médiach 1. série.

Tabulka 10: Nérast produkcie biomasy a farbiv v 1. sérii kultivacie.

mnozstvo
oznadenie - - karotén ergosterol lykopén
susina (g/1) (balg susiny) (9/g Susiny) (ug/a Susiny)
A kontrola 5,600 355,277 1 886,775 227,616
A vldknina 6,949 354,096 1728,612 212,400
A hruska 4,692 211,246 1 700,665 62,921
A jablko 4,223 226,511 1 955,545 235,042
B kontrola 5,200 638,819 3400,712 436,471
B vldknina 5,053 683,197 2 975,846 399,361
B jablko 3,558 398,186 4 757,839 142,471

Na druhej strane najmenej B- karoténu a zaroven aj suSiny bolo vyprodukovanych
v médiach s hruskovymi a jablénymi Supkami aj pre obe zlozenia INO 1.

Na zaklade tejto kultivacie moZno povedat, Ze kvasinkové bunky sa najlepSie adaptuju na
jablénu vldkninu a glukozu, ktoré pre ne predstavuji vhodny nutriény zdroj. To napriklad
dokazuje aj fakt, Zze B- karoténu sa darilo v tomto zloZzeni média aj pri INO II, ktoré
obsahovalo kvasni¢ny autolyzat. Produkcia lykopénu bola subezna s produkciou - karoténu,
no len v ovel'a mensej miere. Naopak ergosterol sa najviac produkoval v médiu s jablénymi
Supkami, kde ostatné pigmenty i susina boli produkované pomene;j.
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Z merania mozno pravdepodobne usudit, Ze jablénd vlaknina pridana do INO II viac
produkuje narast - karoténu a pigmentov ako produkciu biomasy. Pre narast biomasy je
vhodnejsie skor INO II obsahujuce kvasni¢ny autolyzat.

5.3.2. Produkcia karotenoidov a ergosterolu - 2. séria kultivacie
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Graf 4: Produkcia farbiv a biomasy v produkénych médiach 2. série.

Tabulka 11: Nérast produkcie biomasy a farbiv v 2. sérii kultivacie.

oznacenie B-karotén mnOiStVCeJr osterol lykopén
susina (9 (uglg susiny) (g susiny) (g susiny)
kontrola 8,541 282,552 1799,971 189,334
cestoviny 6,099 77,944 1 290,516 45,426
pSeni¢na kasa 5,425 148,915 2 162,379 18,739
kukur. klicky 6,968 69,304 1 698,940 27,385
Syrov. upr. 6,968 996,776 1 827,789 42,054
Syrov. neupr. 8,356 40,212 1 140,633 14,160

V grafe 4 moézeme pozorovat produkciu farbiv a suSiny v zavislosti na rdznych
odpadovych substratoch v produkénom médiu pre 2. sériu. V tomto pripade ale INO Il pre
vSetky vzorky obsahovalo kvasni¢ny autolyzat. ViditeIni nadprodukciu [-karoténu
(996,776 pg/g susiny), dokonca niekol'’konasobnil, mézeme pozorovat pri médiu s obsahom
upravenej srvatky. Co je dost’ zaujimavé aj z toho dovodu, Ze v neupravenej srvatke je jeho

vwe
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produkcia suSiny (8,356 g/l). Vacsina médii (okrem kontroly a upravenej srvatky) je ale
charakteristicka najva¢sim narastom ergosterolu, ku ktorého k produkeii viedla predovsetkym
kultivacia na médiu so pSeni¢nou kasou.

5.3.3. Produkcia karotenoidov a ergosterolu - 3. séria kultivacie

Rhodotorula aurantiaca
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Graf 5: Produkcia farbiv a biomasy v produkénych médiach 3 série.

Tabul'ka 12: Nérast produkcie farbiv a biomasy v 3. sérii kultivacie.

oznacenie mnozstvo

suina (g/l) B—karotvé'n ergostevr.ol kaopévr_1
(Mg/g susiny) (bg/g susiny) (Mg/g susiny)

kontrola 6,675 508,232 3 005,407 759,777
vladknina 4,584 95,834 3596,414 53,528
cestoviny 4,78 27,808 329,728 15,492
pSenicna k. 2,327 119,346 3 376,619 104,673
kukuk.klicky 4,662 81,624 1 826,134 36,705

Na grafe 5 mozno pozorovat’ narast biomasy a produkciu farbiv pri kultivacii 3 série
produkénych médii s inymi odpadovymi substratmi. Ako je z grafu zrejmé, na jednotlivych
odpadoch doslo iba kvyraznému néarastu biomasy, Vv niektorych pripadoch dokonca
niekol’konasobnému, v porovnani so samotnymi farbivami. VVynimkou je len ergosterol, ktory
ako jediny zaznamenal vysSi narast ako biomasa v pripade odpadového substratu pSenicnej
kaSe. Jeho najvyssia hodnota je ale na jabl¢nej vlaknine (3 596 pg/g susiny). Zavislosti
produkcie biomasy a farbiv na vonkajSich podmienkach kultivacie mozno pozorovat’ na
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kontrole

pre jednotlivé série. V porovnani 3. série s predchadzajicimi dvomi je dost

pravdepodobné, ze napr. okolita teplota, Ci pristup svetla mozu pozitivne ovplyvnit’ narast jak
biomasy, tak aj farbiv. VSetky farbivd zaznamenali zvySeny nérast, konkrétne lykopén
(759,777 pg/g susiny) je nieckol’konasobne vacsi ako v prvej ¢i v druhej sérii. To by mohlo
znamenat’ aj fakt, Ze z nejakej pri¢iny neprebehla biosyntéza kaorotenoidov az do konca a
akumuloval sa lykopen, ktery je v biosyntetickej drahe prvym farebnym acyklickym
prekurzorom beta-karoténu.
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Graf 6: Produkcia farbiv a biomasy v produkénych médiach 3. série s pridanim E1
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Rhodotorula aurantiaca + E2
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Graf 7: Produkcia farbiv a biomasy v produkénych médiach 3. série s pridanim E2
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Graf 8: Produkcia farbiv a biomasy v produkénom médiu 3. série s pridanim E3

41



Rhodotorula aurantiaca + E4
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Graf 9: Produkcia farbiv a biomasy v produkénom médiu 3. série s pridanim E4

Tabul’ka 13: Narast produkcie farbiv a biomasy v 3. sérii kultivacie s pridanim enzymov z plesni.

mnozstvo
enzym oznadenie susina (g/l) B-karotvén ergostevr_ol kaopé:n
(Mg/g susiny) (Mg/g susiny) (Mg/g susiny)

vladknina 5,366 24,276 2 478,858 31,09

E1 cestoviny 3,803 43,669 436,983 26,373
pSeni¢na k. 2,122 332,43 7 938,7 398,004
kukuk.klicky 3,534 129,345 2 054,318 242,957

vlaknina 6,929 58,682 2541,912 93,016
£2 cestoviny 4,682 147,502 802,856 164,559

pSenicna k. 1,839 1 068,509 5675,822 1 609,551

kukuk.klicky 5,66 109,47 1374,855 245,485

vlaknina 4,858 147,711 4112,213 87,564

E3 cestoviny 5,659 256,95 3501,116 75,664
pSenicna k. 2,23 276,919 4 528,138 272,89

kukuk klicky 4,985 249,803 3 193,972 72,952

vladknina 2,943 179,406 6 050,536 72,421

E4 cestoviny 5,972 27,807 375,618 4,998
pSeni¢na k. 2,689 344,152 3 082,823 323,82

V grafoch 6 - 9 m6zme pozorovat’ viditené zmeny v naraste biomasy a produkci farbiv
po pridani hydrolytickych enzymov do produkénych médii. VSeobecne je z grafov zrejmé, ze
pridanie spominanych enzymov do zivnych médii viedlo ku zvySenej produkcii jednotlivych
farbiv, k zmene ich pomeru a v niektorych pripadoch aj ku zvySenej produkcii biomasy. U
ergosterolu mézme dokonca hovorit’ o nadprodukcii. Tato skutocnost’ potvrdzuje fakt, Ze
polysacharidy su rozkladané hydrolytickymi enzymami v prislusnych médiach, ¢o umoznuje
kvasinkovym bunkam lepSie vyuZit’ substraty pre produkciu pigmentov a sterolov.
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Najvicsie hodnoty produkovanych metabolitov sa dosahuju predovsetkym po pridani
zmesného enzymu z plesne E2 - Fusarium solani, kvasinka R..aurantiaca produkuje
relativne vysoké mnozstvo biomasy na hydrolyzovaném vldknine (6,929 g/1) a tiez relativne
vysoké mnozstvo B- karoténu (1 068,509 ug/g susiny) i lykopénu (1 609,551 pg/g susiny) na
hydrolyzovanej pseni¢nej Kasi. Naopak u ergosterolu bola zaznamenana najvacsia produkcia
po pridani E1 — Altenaria alternata Kk pSeni¢nej kasi (7 938,7 ug/g susiny). V pripade
karotenoidovych pigmentov a ergosterolu bola teda najvhodnejSim odpadovym substratom
pSeni¢na kaSa, ktora aj pri porovnani s kontrolou vykazovala jedny z najvysSich hodnot
produkcie jednotlivych zloziek. U produkcie cistej biomasy bola najlepSim nutricnym
zdrojom jabl¢na vlaknina, ktora sa pozitivne uplatnila aj v predchadzajucich sériach merania.
Napriek tomu je ale trvale vysoky narast biomasy pozorovatel'ny u kontroly (cca 6,8 g/1).

Z jednotlivych sérii merani a kultivacii vyplyva, Ze ako najlepSie kultivaéné médium pre
narast biomasy sa uplatnilo médium s obsahom kvasni¢ného autolyzatu v INO II. Najvyssie
hodnoty dosahovala biomasa prave v pritomnosti glukozy a jabl¢nej vlakniny ako nutriénych
s obsahom pSeni¢nej kaSe. Tu mozno vidiet velky rozdiel, pretoze vysoka produkcia f-
karoténu bola dosiahnutd prave v produkénych médiach obsahujucich upravenu srvatku a
pSeni¢nt kaSu s pridanim E2, kde bola najvyssia hodnota beta-karoténu (1 068,509 pg/g
susiny). PSeni¢nd kasa, tentokrat ale s pridanim E3 1 E2, sa taktiez ukdzala ako najvhodnejsie
zivné médium aj pre produkciu ergosterolu a lykopénu, ktory vel'mi dobre rastol aj na jabl¢ne;j
vlaknine, dokonca niekol’konasobne vyssie v porovnani s ostatnymi médiami obsahujicimi
iné odpadové substraty. Bez pridania enzymov boli najlep§imi nutricnymi zdrojmi pre
ergosterol 1 lykopén predovsetkym jabl¢éné Supky, jabl¢na vlaknina a v neposlednom rade aj
Cista glukoza.

Na druhej strane ako najmenej produktivny odpadovy substrat sa ukazala srvatka
neupravena a tieZ kukuriéné klicky. V porovnani s kontrolnym meédiom tieto vzorky vykazujd
najmensie hodnoty produkcie pigmentov, sterolov aj biomasy a tym padom nie st vhodné ako
pridavok do inokulaéného ¢i produkéného média.

V kone¢nom dosledku mozno zhrnat, ze kvasinka Rhodotorula aurantiaca je za
Vhodnych vonkajSich podmienok s kombiniciou so spravnym vyuzZitim odpadovych
substratov ako nutri¢nych zdrojov naddejnym mikroorganizmom do buducnosti vykazujicim
relativne dobré produkcné vlastnosti. PokraCovanie v Studiu a vyskume by mohlo viest’ ku
potencidlnemu vyuzZitiu kvasinky ako producenta biomasy obohatenej o - karotén, ergosterol
a iné biogénne prvky a dalSie zlozky, nachadzajuce sa v samotnej kvasinkovej biomase i
odpadnom substréate.
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6. ZAVERY

©)

V predlozenej praci bola Studovana karotenoidna kvasinka Rhodotorula
aurantiaca CCY 20-9-7. Cielom prace bola kultivacia kvasinky na roznych
odpadovych substratoch ako nutricnych zdrojoch a sledovanie produkcie biomasy
obohatenej o karoteoidné farbivd a ergosterol. Ako nutri¢né zdroje boli pouzité
predovsetkym odpadové substraty z potravinarskeho ¢&i polnohospodarskeho
priemyslu, ako napr. ovocné Supky, jablcna vlaknina, srvatka, kukuriéné klicky,
pSeni¢na kasa. Sledoval sa taktiez vplyv a vyuzitie plesni produkujucich enzymy ku
predpriprave odpadovych substratov.

V experimentalnej Casti boli s kmefiom kvasinky R. aurantiaca prevedené 3
kultivacie, ktoré sa navzajom liSili zlozenim Zzivnych médii, kedy v 1. sérii
kultivacie boli dve odlisné inokula II, jedno obsahovalo kvasni¢ny autolyzat a
druh¢ jabl¢nu vlakninu. V d’alSich séridch bol do druhého inokula pridavany uz len
kvasni¢ny autolyzat. Niektoré produkéné médid obsahovali odpadové substraty
nehydrolyzované, prip. hydrolyzované pomocou zmesnych enzymovych
preparatov. Vyprodukovand biomasa bola analyzovana turbidimetricky V kazdej
sérii boli taktiez izolované a nasledne analyzované tiez farbiva - karotén, lykopén
a ergosterol pomocou HPLC.

Vseobecne bol najvacsi narast biomasy zaznamenany na médiach obsahujucich
kvasni¢ny autolyzat v druhom inokulu. Najleps$im a dolezitym zdrojom pre
produkciu biomasy bola glukéza v produkénom médiu. Najvacsi narast biomasy
bol dosiahnuty pocas 3. série kultivace (6,929 g/l) na produkénom médiu
obsahujucom ako zdroj nutrientov jabléni vldkninu hydrolyzovani enzymovym
komplexom ziskanym z média plesne Fusarium solani.

Najvacsia produkcia B- karoténu (1 069 pg/g susSiny) bola dosiahnutd opét’ s
enzymami plesne Fusarium solani pouzitymi k hydrolyze pSeni¢nej kase. V tomto
kultivatnom médiu sa darilo prednostne karotenoidovym farbivam, pretoze bola
zistena aj najvacSia produkcia B-karotenu (1 068,509 pg/g susiny) i lykopénu
(1 609,551 pg/g susiny) Vysoka produkcia karoténu bola taktiez dosiahnutd aj
pocas 1. série kultivacie, kedy zZivné médium INO II obsahovalo jablént vldkninu a
odpadovym substratom bola srvatka upravena (produkované mnozstvo 997 ug/g
susiny).

V predlozenej préci bolo potvrdené, ze vhodnou kombinéciou niektorych odpadov
z potravinarskeho priemyslu, ktoré st bohatym nutricnym zdrojom, s vhodnymi
vonkaj$imi a stresovymi podmienkami mozno docielit’ pri kultivacii kvasinky
Rhodotorula aurantiaca zvySenu produkciu karotenogénnych farbiv ako je f-
karotén ¢i lykopén, ako aj ergosterolu. V dne$nej dobe ide o jedno z
najpopularnejSich vyuziti odpadov ¢&i uz z ekologického alebo ekonomického
hl'adiska.. Takto obohatend masa by mohla byt vyuzitelnd v potravinaiském,
farmaceutickom alebo kosmetickom priemysle, ¢i ako pridavok do krmiv.
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8. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

Acetyl-CoA
DMADP
HPLC

INO

IPDP

uv

VIS

acetyl-koenzym A

dimethylallyldifosfat

vysokoucinna kvapalinova chromatografia
inokulum

aktivny izoprén

ultrafialova svetlo (oblast’)

viditel'na svetlo (oblast’)
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9. ZOZNAM PRILOH

Priloha 1:

Priloha 2:

Priloha 3:

Priloha 4:

Priloha 5:

Priloha 6:

Priloha 7:

HPLC chromatogram — kultivacia na produkénom médiu s glukdzou, obsahujucim
jablénu vlakninu v INO I

HPLC chromatogram — kultivacia na produkénom médiu s obsahom hruskovych
Supiek a s kvasnicnym autolyzatom v INO 11

HPLC chromatogram — kultivacia na produkénom médiu obsahujiicom kombinaciu
glukdzy a jablénej vlakniny s kvasnicnym autolyzatom v INO I

HPLC chromatogram — kultivacia na produkénom médiu obsahujiicom upraventi
srvatku

HPLC chromatogram — kultivacia na produkénom médiu obsahujlicom upravent
srvatku

HPLC chromatogram — produkcia karotenoidov v produkénom médiu obsahujucom
cestoviny a pridavkom hydrolytického enzymu plesne Fusarium solani

HPLC chromatogram — produkcia karotenoidov v produkénom médiu s obsahom
pSeni¢nej kase a pridavkom enzymu z plesne Fusarium solani
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10. PRILOHY
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Priloha 1: HPLC chromatogram — kultivicia na produkénom médiu s glukézou, obsahujucim
jablénu vidkninu v INO 11, hlavny produkovany pigment f3- karotén (8,49 min)

(viz kapitola 5.3., str. 37)
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Priloha 2: HPLC chromatogram — kultivicia na produkénom médiu s obsahom hruskovych Supiek
a s kvasni¢nym autolyzdatom v INO 11, hlavny produkovany pigment - karotén (8,55 min)

(viz kapitolu 5.3, str. 37)
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Priloha 3: HPLC chromatogram — kultivdcia na produkénom médiu obsahujicom kombinaciu
glukozy a jablcnej vidakniny s kvasnicnym autolyzdatom v INO |\, hlavny produkovany pigment f3-

Voltage

karotén (8,49 min)

(viz kapitola 5.3., str. 37)
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Priloha 4: HPLC chromatogram — kultivacia na produkénom médiu obsahujiiccom upravenii
srvatku, hlavny produkovany pigment - karotén (8,71 min)
(viz kapitola 5.3., str. 38)
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Priloha 5: HPLC chromatogram — kultivdacia na produkénom médiu obsahujiicom upraveni
srvatku, produkcia ergosterolu (3,39 min)
(viz kapitola 5.3., str. 38)
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Priloha 6: HPLC chromatogram — produkcia karotenoidov v produkénom médiu obsahujiicom
cestoviny a pridavkom hydrolytického enzymu plesne Fusarium solani, hlavny produkovany
pigment - karotén (8,12 min), lykopén (7,11 min)

(viz kapitola 5.3 , str. 41-42)
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Priloha 7: HPLC chromatogram — produkcia karotenoidov v produkénom médiu s obsahom
pSenicénej kaSe a pridavkom enzymu z plesne Fusarium solani, hlavny produkovany pigment -
karotén (8,09 min), lykopén (7,09 min)
(viz kapitola 5.3., str. 41-42)
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