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ABSTRAKT

Karotenoidy su prirodzene vyskytujice sa pigmenty produkované baktériami, kvasinkami,
vldknitymi hubami 1 rastlinami. Maji vyznamné biologické uc€inky s vyuZitim v
potravindrskom priemysle, farmdicii i kozmetike. Cielom diplomovej prace ponatej ako
zrovnavacia Stddia bola reguldcia produkcie karotenoidov a ergosterolu kvasinkami s
vyuzitim odpadovych substritov ako srvatka, kukuri¢né klicky, pSenicnd kaSa, jabl¢na
vldknina, cestoviny. Do vybranych produkénych médii boli pridané aj extracelularne
hydrolytické enzymy rozkladajice polysacharidy. Tieto enzymy boli ziskané experimentélne
z kultivacii Styroch kmenov plesni.

V predlozenej stidii boli pouzité tri kmene karotenogénnych kvasiniek: Rhodotorula
glutinis, Sporobolomyces roseus a Cystofilobasidium capitatum. Kultivicia prebiehala
sucasne so vSetkymi tromi kmefimi a sledovali sa zmeny v produkcii suSiny a karotenoidov v
jednotlivych produkénych médidch, ktoré sa navzdjom porovnavali. Z hydrolyzovanych
substratov bola najlepSie vyuzivand vldknina, najmid u Rhodotorula glutinis, kde bolo
dosiahnuté hlavne zvysSenie produkcie biomasy. U Sporobolomyces roseus boli zaznamenané
zvysené produkcie biomasy aj karotenoidov v médidch s hydrolyzovanou vldkninou a
cestovinami (az 4776,38 ug/g susiny). Kvasinka Cystofilobasidium capitatum sa v priebehu
kultivacie na modifikovanych odpadovych substritoch vyznacovala poklesom biomasy, ale
zvySenou produkciou karotenoidov. Vysoka produkcia [-karoténu bola dosiahnutd u tejto
kvasinky v médidch na baze pSeniCnej kaSe a cestovin hydrolyzovanych enzymovym
prepardtom pripravenym z Aureobasidium pullulans.

Hydrolyzované odpadové substraty maju teda velké predpoklady k vyuZzitiu na produkciu
susiny a karotenoidov kvasinkovymi kmefimi, ich pripadnd tprava vSak vyZzaduje dalSie
dokladné stidium.

Kracové slova:
karotenoidy, Rhodotorula glutinis, Sporobolomyces roseus, Cystofilobasidium capitatum,
extracelularne hydroldzy hib, odpadové substraty



ABSTRACT

Carotenoids are naturally occurring pigments produced by bacteria, yeasts, filamentous
fungi and plants. They exhibit significant biological effects and are widely used in the food
industry, pharmacy and cosmetics. The aim of this diploma thesis proposed as a comparative
study was regulation of carotenoid and ergosterol production in red yeasts using several waste
substrates as whey, corn germs, wheat, apple fiber and pasta. To selected production media
extracellular hydrolytic enzymes degrading polysaccharide were added. These enzymes were
obtained from the cultivation media of four fungal strains.

In this study three carotenogenic yeast strains were used: Rhodotorula glutinis,
Sporobolomyces roseus and Cystofilobasidium capitatum. All strains were cultivated
simultaneously and changes in biomass and carotenoid production in different production
media were monitored and compared. As the best waste substrate apple fiber was utilized,
particularly in Rhodotorula glutinis, which exhibited mainly biomass production increase. In
Sporobolomyces roseus increased production of biomass and carotenoids have been reported
in media with hydrolyzed fiber and pasta as well. Beta-carotene production in this strain
reached 4776,38 mg/g of dry weight. The strain Cystofilobasidium capitatum exhibited in
waste media a decerase of biomass production accompanied with increased production of
carotenoids, especially in wheat mush and pasta medium hydrolyzed by enzyme preparative
from Aureobasidium pullulan.

It can be concluded that hydrolyzed waste substrates are very hopeful as cheap nutrient
sources for yeast strains producing carotenoids and ergosterol. Nevertheless, further study of
substrate processing for individual strains is needed.

Keywords:
carotenoids, Rhodotorula glutinis, Sporobolomyces roseus, Cystofilobasidium capitatum,
fungal extracellular hydrolases, waste substrates
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1 UVOD

Karotenoidy patria k najrozsirenej$Sim prirodzenym pigmentom, doteraz je zndmych viac
nez 600 druhov. Vyskytuji sa prevazne v rastlinnej riSi, obzvlast' v ovoci a zelenine, ale
ndjdeme ich aj u Zivocichov. Su syntetizované v mnoZstvom mikroorganizmov od baktérii,
rias, kvasiniek az po plesne. Spdsobuju charakteristické ZIté, oranzové az Cervené zafarbenie.
Vlastnosti a zafarbenie stvisi s ich chemickou Struktdrou.

Karotenoidy slizia ako metabolické prekurzory vitaminov a horménov. Plnia funkciu
aktivnych zloZiek fotosyntetického apardtu a funguji ako vel'mi Gc¢inné antioxidanty. Bol
dokdzany ich ochranny ucinok v celej rade degenerativnych chordb, ako je napriklad
rakovina. VyuZivaji sa vo farmaceutickom, potravindrskom i polnohospodarskom priemysle.
Vyrdba sa znich mnoZstvo vitaminovych preparitov, potravinovych doplnkov a farbiv,
zvieratam sa pridavaju do krmiv.

Karotenogénné kvasinky z rodov Rhodotorula a Sporobolomyces patria k
mikroogranizmom, ktoré st schopné produkovat’ karotenoidy vo svojich bunkach. V stucasnej
dobe, ked’ je izoldcia karotenidov z rastlinnych materidlov pomerne nirocnd a drahd, a
chemickd syntéza je zlozitd a spojend s viacerymi problémami technologického i
legislativneho charakteru, su S$tudované rézne moZnosti cielenej reguldcie produkcie
karotenoidov mikroorganizmami, ¢i uzZ modifikdciou kultivaénych podmienok a pdsobenim
vonkajsich faktorov, alebo pomocou génového inzinierstva.

Predlozend diplomova praca sa zaobera rovnako reguldciou produkcie karotenoidov s
moznostami modifikacie zloZenia jednotlivych produkénych médii tak, aby prispela svojimi
vysledkami k poznatkom o fyzioldgii vybranych kvasinkovych kmenov a mechanismoch
aktivacie obrannych mechanizmov v podmienkach nutri¢ného a fyziologického stresu. Ako
nutricné zdroje boli pouZité niektoré odpadové substraty a vybrané z nich boli podrobené
enzymovej hydrolyze, aby polysacharidy obsiahnuté v odpadoch sa rozlozili na jednoduchsie
cukry, lepSie pristupné kvasinkovym bunkdm. Hl'adali sa médid o takom zloZeni, ktoré by
mohli viest k zvySenej produkcii karotenoidov a zarovenn by negativne neovplyvnili rast
biomasy. V Stadii boli pouZzité tri kmene kvasiniek kultivované sucasne v Styroch
kultivacnych séridch, v ktorych boli navzdjom porovnavané.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Karotenoidy

2.1.1 Struktiira

Karotenoidy sa na zdklade Struktiry radia do skupiny tetraterpénov, teda medzi terpenoidy
obsahujuce osem izoprénovych jednotiek. Su to silne nenasytené alifatické a alicyklické
uhlovodiky aich oxidaéné produkty. Cisté uhlovodiky nazyvame karotény aich
najzndmejSimi reprezentantami su lykopén, karotén a fytoén. VacSina zndmych prirodnych
karotenoidov su oxidacné produkty tychto uhl'ovodikov [1, 2].
vSeobecne z nenasytené¢ho retazca o 22 atémoch uhlika s methylovym vetvenim, typickym
pre izoprenoidy. Delia sa do dvoch hlavnych skupin:

- anoxygénne zliceniny (uhl'ovodiky-karotény)

- oxygénne zluceniny (epoxidy, xantofyly, ketény, kyseliny)

oxida¢né produkty anoxygénnych tetraterpénov (karoténov).

Pri biosyntéze karotenoidov sa na jeden alebo oba konce retazca pripojuje devit¢lenna
jednotka, ktord moZe byt cyklicka alebo acyklicka. Podl'a toho mdZeme rozdelit’ karotenoidy
do troch d’alSich skupin:

a) acyklické (fytoén, fytofluén, d-karotén, neurosporén, lykopén)

b) monocyklické (‘y-karotén, torulén, torularodin)

¢) dicyklické (B-karotén) [1, 3].

Zafarbenie karotenoidov od Zltej po rozne odtiene Cervenej je spdsobené polyenovou
Struktirou molekul, ktord sa vyuZiva pri spektrdlnej analyze karotenoidov v rozmedzi
vlnovych dizok 430-480 nm [4].

iji\ oo \)\V\W\MJQ B-Karotén

ijl\w\ww\@ o-karotén
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Obrézok 1: Struktiira niektorych karotenoidov

Karotény

Najjednoduchs$im prototypom karoténov je acyklicky polonenasyteny uhlovodik lykopén.

Dalsie karotény vznikaji enzymovo katalyzovanou cyklizaciou z acyklickych y-karoténov,
kedy sa tvoria - alebo a-jononové Struktiry.
Struktdra s p-jononovym cyklom sa nazyva p-karotén, Struktira s o-jononovym cyklom je &-
karotén. Prikladom uhl'ovodikov s B-jononovym cyklom len na jednom konci molekuly je y-
karotén, taktieZz B,y-karotén. Cyklizaciou na oboch koncoch molekuly vznikaji Struktiry
pritomné napriklad v B-karoténe alebo v a-karoténe. Zlicenina B-karotén sa teda nazyva inak
B,B-karotén, a-karotén je potom [3,e-karotén [2].

Xantofyly

Xantofyly vznikaju primarne ako produkty biochemickej oxidacie karoténov.
V potravindich  sa  vyskytuji v malom mnozstve. NajbeznejSimi latkami s
monohydroxysubstituované derivaty alicyklickych karoéenov nazyvané kryptoxanthiny.

.....
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prekurzormi xantofylov obsahujicich dve hydroxylové skupiny v molekule. Prikladom
dihydroxysubstituovanych pigmentov je zeaxantin a lutein [2].

2.1.2 Vlastnosti karotenoidov

Su to lipofilné pigmenty nerozpustné vo vode, preto nikdy nedifunduji do vonkajSieho
prostredia, ale zostdvajui lokalizované na vnutornej strane cytoplazmatickej membrany.
Okrem citlivosti voci oxidécii vykazuju taktiez citlivost’ voci svetlu. Pri vystaveni ti¢inkom
intenzivnejSieho svetelného Ziarenia sa rozkladaju [1, 3, 5].

Z celkového mnoZzstva 600 derivatov karotenoidov ma priblizne 10 % schopnost’ menit’ sa
na retinol - vitamin A. Z celkového poctu karotenoidov v plazme tvori asi 90 % B-karotén,
lykopén, zein, zeaxantin, kryptoxantin a lutein.

Hlavna antioxida¢na funkcia B-karoténu a d’alSich karotenoidov spociva v jeho schopnosti
reagovat’ s kyslikom a vratit molekulu excitovaného kyslika do zdkladného energetického
stavu. Tato vlastnost’ radi B-karotén medzi antioxidanty. Antioxidanty s takouto schopnostou
sa oznacuju ako zhédSace. Posobia inhibi¢ne voci peroxidacii v lipidickych membranach [1, 5,
6].

Karotenoidy mdzu vychytdvat’ vol'né radikély aj priamo. Obsahuju totiz vel'ké mnoZstvo
dvojitych vizieb, ktoré sa 'ahko oxiduji. Z uvedenych derivatov karotenoidov mé najvacsiu
zhéasaciu schopnost’ lykopén, ktory sa vyskytuje v paradajkach [7].

2.1.3 Pouzitie

Niektoré karotenoidné pigmenty sa pouZzivajui k farbeniu potravin od nepamiti. Mdze to
byt napriklad farbenie margarinov, syrov, jogurtov, zmrzlin dZdsov ainych vyrobkov.
Syntetické karotenoidy nasli pouzitie ako lipofilné hydrofilné potravinarske farbiva a taktiez
ako antioxidanty. Karotenoidy sa taktiez priddvaji do krmiva dojnic a hydiny pre zaistenie
Ziaducej pigmentdcie mlieka, mlie¢nych vyrobkov, vajec a mésa [2].

2.2 Metabolizmus karotenoidov

Karotenoidné kvasinky sd lipidotvorné. Hromadia v bunkédch tuk. S touto schopnostou
hromadit’ v bunkdch tuk, stvisia aj niektoré iné vlastnosti, ako napriklad produkcia lipaz,
akumuldcia karotenoidov a sterolov ainé. S procesom tvorby lipidov je spojend aj tvorba
biotinu. Purifikované lipidy sa skladajui z neutrdlnych lipidov, glykolipidov a fosfolipidov [3,
8].

2.2.1 Biosyntéza izoprenoidov

Karotenoidné kvasinky sa pestuju v kultivaénych médiach s nizkym obsahom dusika a
bohatych na uhlik, preto ich zloZenie zaistuje znacni produkciu bunecného tuku
a karotenoidov. Karotenoidy st v bunke kvasinky akumulované v lipoproteinovej frakcii.
Biosyntéza vychddza zo spolocnej drdhy biosyntézy izoprenoidov. Vychodzou litkou pre
biosyntézu izoprenoidov je acetyl-CoA, ktory sa kondenzuje s medziproduktom biosyntézy
mastnych kyselin acetoacetyl-CoA za tvorby B-hydroxy-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA),
ktorého redukciou vznikd mevalonovd kyselina. Kyselina mevalonovd je postupne
fosforylovand a dekarboxylovand. Vyslednym produktom je izopentenyldifosfat (IPDP), tzv.
aktivny izoprén, ktory sa za enzymovej katalyzy preSmykuje na dimethylallyldifosfat.
Kondenziciou poslednych dvoch medziproduktov vznikd geranyldifosfit (GDP). Ten
podlieha d’alSej kondenzécii s jednotkou izopentenyldifosfit za vzniku farnezyldifosfatu
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(FDP). Tu sa oddeluje bo¢na drdha, ktord vedie k tvorbe steroidov. Nésledne prebehne
kondenzicia jednotiek farnezyldifosfatu a izopenténdifosfatu a vznikd geranylgeranyldifosfat
(GGDP). Nakoniec dojde ku kondenzicii dvoch molekil GGDP za vzniku fytoénu,

bezfarebného prekurzoru karotenoidov [1, 5, 9].

Acetyl-CoA

!

Acetoacetyl-CoA

HMG-CoA-synthasa

HMG-CoA

v HMG-CoA-reduktdza
Mevalonat

v

Kindza + karoboxyldza

v

Izopentenyl-difosfdtizomerdza

Izopentenyldifosfat dimethylallyldifosfat
Geranyldifosfat
Farnezyldifosfat
skvalensyntdza
Geranylgeranyldifosfat
Skvalen l fytoensyntaza

i Fytoén
Steroidy l

Karotenoidy

Obrazok 2: Schéma biosyntézy izoprenoidov [10]
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2.2.2 Biosyntéza karotenoidov

Priamym prekurzorov karotenoidov je bezfarebny fytoén, ktory podlieha rade
desaturacnych a cyklizacnych reakcii, pri ktorych dochadza ku vzniku cyklickych aj
acyklickych farebnych karotenov a xantofylov. Vychodiskovym necyklickym karotenom, pre
tvorbu acyklickych, mono- i bicyklickych derivétov je lykopén [11, 12].
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Obrazok 3: Schéma biosyntézy karotenoidov [13]

2.3 Mikrobiilni producenti karotenoidov

Karotenoidy si pigmenty prirodzene tvorenymi mnoZstvom mikroorganizmov. Medzi
najvyznamnejSich producentov patria baktérie a kvasinky. Medzi bakteridlnych producentov
patria  fotosyntetizujice i nefotosyntetizujice  druhy, napriklad  Brevibacterium,
Mycobacterium, Flavobacterium, Erwinia a d’alSie [12].

Vyznamnymi producentami karotenoidov st taktiez plesne, napriklad Neurospora crassa,
Blakeslea trispora, Mucor hiemalis, Mucor circenelloides a Phycomyces blakesleeanus.
Zastipenie pigmentov v plesniach je pomerne jednoduché, prevldda B-karotén. Mutanty
Mucor circenelloides a Blakeslea trispora je mozné vyuZzit k velkokapacitnej produkcii
karotenoidov vo fermentoroch. Phycomyces vykazuje plny karotenogénny potencial na tuhych
1 v tekutych substratoch [12].

2.3.1 Vybrani producenti karotenoidov z kvasinkovych rodov

Akumulédciou karotenoidov sa vyznacuji cCervené kvasinky patriace do triedy
Basidiomycetes. Patria sem napriklad rody ako Rhodotorula, Xanthophyllomonas,
Sporobolomyces. Maju striktne aer6bny metabolizmus. Hlavné pigmenty, ktoré tvoria sa 3-
karotén, y-karotén, torulén, astaxantin. Tie sposobuji charakterisktické zafarbenie kultir na
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ZIto, oranZovo aZz tmavo cerveno. Chrinia bunky najmi pred ultrafialovou zloZkou slne¢ného
Ziarenia [15].

2.3.2 Rod Rhodotorula

Druhy rodu Rhodotorula sa Casto pouzivaji na rozlicné vyskumy. PredovSetkym su to
ubikvitné kvasinky rozsirené po celom svete. Vyskytuji sa vel'mi hojne v prirode na r6znych
organickych latkach, vo vzduchu, vo vodach, ale mdze taktiez spOsobit’ i ochorenia u l'ud{
a zvierat. Mozno ich izolovat zo vzduchu, z pddy, sladkej i slanej vody, z vindrskych
prevadzok, z povrchu rastlin, ale aj roznych orgénov Zivocisneho tela. Cahko sa pestuji, nie
si naro¢né na zivotné podmienky, rozmnozuju sa ¢asto aj v pdodach bez zdroja dusika a ich
identita sa dobre dokazuje uz pre ich ¢ervenu karotenoidovi pigmentaciu. VSetky druhy tohto
rodu sa vyznacuju tym, Ze su lipidotvorné, hromadia v bunkdch tuk, to v urcitych
podmienkach az nadmerne. Produkcia lipidov v ¢ervenych kvasinkdch ma vyznam
z viacerych dovodov, najmi vSak preto, Ze usmernenim kultivacie by sa mohli ziskat’ lipidy
s rovnakym obsahom mastnych kyselin na vyZivu Zivo¢ichov. Okrem toho biomasa po
extrakcii lipidov mdze byt eSte zdrojom proteinu cenného pre vyZivu a obsah zdkladnych
aminokyselin [3, 12].

Rod Rhodotorula nezkvasuje ziadne cukry ama silne vyvinuty pentézovy cyklus
vyuZivania glukézy. Md malé gul'até bunky alebo bunky ovdlne, niekedy taktiez pretiahnuté,
endospory ani iné druhy spdér nevytvdraju a taktieZ netvori pseudomycelium. Su réznych
farieb, od Zltej cez oranzovu do Cervenofialovej. Farbivo je karoténovej povahy. V kvapalnom
prostredi vytvéraju sediment a prstenec spravidla svetlej, krémovej az svetloruzZovej farby.
Néter na agare je kordlovoCerveny, pomarancovy, lososovy, ¢o zdvisi od zloZenia Zivnej
pody. Je hladky, leskly, slizovity, riedky aj cestovity, na povrchu moZe byt niekedy aj
kuceravy. Okraj kolonie je uceleny [3, 12].

Obrazok 4: Krizovy rozter druhu Rhodotorula glutinis

2.3.3 Rod Sporobolomyces

Do tohto rodu patria druhy Sporobolomyces roseus, Sporobolomyces salmonicolor,
Sporobolomyces shibatanus. Patria do Celade Basidiomyces a vytvéaraju balistokonidie, ktoré
maju asymetrické. Sporobolomyces roseus je mikroorganizmus, ktory sa vyskytuje vo
fylosfére a v atmosfére, kde je Castym zdrojom vyZivy dusikom nitrat alebo redukované
formy dusikatych zlicenin [3, 12].
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Rod Sporobolomyces sa na prvy pohlad odliSuje od rodu Rhodotorula tym, Ze kultiry
u Sporobolomyces su drsné, ploché, casto pomucené. Rovnako ako Rhodotorula, aj rod
Sporobolomyces nemé kvasné schopnosti. Vyznacuje sa silnou karotenogenézou, jeho nétery
si tmavocervené hladké. Bunky sd gulovité, elipsoidné aZ pretiahnuté, s rozmermi 3 azZ 8 x 5
az 18 um. V kvapalnych prostrediach vytvdara sediment a ve'mi hruby prstenec. Néter na
agare je pomarancovy az kordlovocerveny, ruzovy, hladky, slabodrsny, alebo jemne kuceravy.
Balistokonidie sa vytvdraji na jednoduchych sterigmach. Okolo néteru sa tvoria sekundarne
kolénie z odstrelenych balistokonidif [3, 12].

Obrazok 5: Krizovy rozter druhu Sporobolomyces roseus

2.3.4 Rod Cystofylobasidium

Medzi zéstupcov tohto rodu patria druhy Cystofilobasidium bisporidii, Cystofilobasidium
capitatum a Cystofilobasidium infirmominiatum. Tento rod sa odliSuje od rodu Rhodotorula
typom basidia. Jeho charakter je jednobunkovy, neseptovany, tzv. holobasidium. Druhy boli
izolované z plankténu ocednov [3, 16].

Druhy v rode Cystofilobasidium sa podobaju vegetativnym bunkdm s rozmermi 1 az 5 x 2
az 14 um. Tvoria koléne s hladkym lesklym povrchom, tvar buniek je gulaty az pretiahnuty.
V kvapalnych médiach vytvdraju tenku kozku a sediment. OdliSuju sa farbou nateru, pricom
druh Cystofilobasidium capitatum ma Cerveny az Skoricovy odtien, taktieZ sa odliSuju aj
zivotnym cyklom. Druh Cystofilobasidium capitatum je homotalicky druh, ktory vytvéra
jednojadrové mycélium. V hyfach produkuje endokonidie. Teliospdry po napucani kli¢ia na
metabazidium, ktoré nemd priehradky. Sporidie st jednotlivo alebo v pdroch s jednou alebo
dvoma bazidiospérami. Primdrne sporidie nemusia pucat’ na bazidiospdry, ale na septované
mycélium. Po vypucani na bazidiospdry, primdrne sporidie degeneruju a zostdvajui spojené
s metabazidiom. Tento druh vytvéra aj teliospdry, ktoré klicia na metabazidium s maximalnou
dizkou 17 pum. Niekedy sa z bazidii vytvdraji drsné, suché kolénie, v ktorych prevlddaji
teliospory. Kvasinkova kultdra sa vyvinie aZz po niekol’kych tyzdnoch. VSetky genericie sa
pokladaju za diploidné [3, 16].
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Obrazok 6: Krizovy rozter druhu Cystofilobasidium capitatum

2.3.5 Rod Xanthophyllomonas

Predstavitel'om rodu Xanthophyllomonas je druh Phaffia rhodozyma. Jednou z hlavnych
pigmentovych zloZiek, ktoré obsahuje je astaxantin. Vd’aka vysokému obsahu karotenoidov
patri medzi diétne doplnky pre vyZivu lososov a hydiny. Vich ¢revach dojde k absorpcii
pigmentu, a tym i ku lepSiemu zafarbeniu lososového mésa na oranZovu alebo ku zafarbeniu
7itka a misa u hydiny. Tento druh kvasinky sa vyzna¢uje viéSou ndroénostou na kultivaéné
prostredie [3,12, 17].

Rod Xanthophyllomonas vytvéra elipsoidné bunky s rozmermi 2,8 az 7,5 x 5,5 az 10,5 um
v paroch alebo kratkych retiazkach. RozmnoZuje sa pu¢anim a vytvdra aj vel'a chlamydiospdr,
vel'kych gul'ovitych buniek s kvapdckami svetloldmajicich latok. V kvapalnom prostredi
vytvara sediment, prstenec aj kozku. Nater na agare je pomarancovocerveny, hladky. Od
ostatnych rodov cervenych kvasiniek sa odliSuje schopnost'ou skvasovat’ sacharidy, aj ked’
vel’i slabo a po dlh§om Case a nizkej teplote. Balistokonidie nevytvara [3, 17, 18].

Obrazok 7: Krizovy rozter druhu Phaffia rhodozyma

2.4 Extracelularne metabolity plesni

Ako plesne oznacujeme mikroskopické vldknité eukaryotické mikroorganizmy patriace do
riSe huib (Fungi). Technicky dolezité plesne sa podla pritomnosti atypu pohlavného
rozmnozovania zarad’'uji do prislusnych taxonomickych jednotiek. Taxondmia hib sa v
poslednych rokoch postupne upresiiovala, v stiCasnej dobe sa riSa Fungi deli na 5 oddeleni —
kmenov: Chytridiomycota, Microsporidiomycota, Zygomycota, Ascomycota a Basidiomycota.
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Bezné technicky vyuZivané plesne patria najmd do kmena Zygomycota, ktoré ma
jednobunecné nepriehradkové mycélium, rozmnoZuje sa pohlavne s tvorobu zygospor,
nepohlavne s endospérami, a d’alej do podkmenov Ascomycotina, s prichradokym mycéliom,
pohlavnym rozmnozovanim askospérami, nepohlavnym exospérami, a Deuteromycotina,
ktoré nie st doteraz uplne preskimané, maju priechradkové mycélium a vyhradne nepohlavné
rozmnozovanie pomocou exospor [19, 20].

Plesne patria medzi striktne aerobné organizmy, takZe sa ¢asto rozmnoZuji na povrchu
napadnutého materidlu. Su zna¢ne nendro¢né na Ziviny, najmé na zdroje uhliku, pretoze su
schopné ich vyuzivat velmi efektivne. Prisne aerobny charakter spolu so Sirokym
enzymovym vybavenim umoziuje plesniam rozkladat’ najrdznejsi organicky materidl vcéetne
kozi, tklaniv, papiera, syntetickych farieb, niektorych plastov a inych. Plesne maju naviac
schopnost’ vyuzivat’ vzdusnui vlhkost’ a okludovani vodu a celkovo su schopné rozmnozovat
sa za pomerne nizkej vodnej aktivity prostredia (do 15%). Plesne mozu rast’ i za vel'mi
nizkeho pH, za nizkej teploty a v réznych extrémnych vonkajSich prostrediach. Tieto
schopnosti prezitia 1 za nepriaznivych podmienok sa Siroko vyuZiva v oblasti
biodegradability, bioremedidcii a biokatalyzy. Poslednd menovand aplikdcia sivisi hlavne s
mnoZzstvom exogenne produkovanych hydrolytickych enzymov s celou radou tcinkov. Plesne
produkuju proteolytické, lipolytické i sacharolytické enzymy Stiepiace lignin a lignocelul6zy
[20, 21].

Vysokd produkcia enzymov umoznuje priemyslové vyuZitie k biotechnologickej vyrobe
priemyslovych enzymovych prepardtov, hlavne protedz, amyldz, celuldz, lipaz
a pektolytickych enzymov. Vyhodou plesiovych producentov je ich adaptabilita, I'ahky
spOsob izoldcie enzymov a v neposlednej rade pomerne nizka produkcénd cena. Nizka cena
suvisi aj so schopnostou plesne prezit vextrémnych podmienkach prave vdaka
produkovanym enzymom, ktoré maji casto vel'mi neobvyklé aktivity. Plesne potom dokdzu
konvertovat napriklad drevo, plast, farbivd a palivd na vyuZitelné formy Zivin. Niektoré z
plesiovych enzymov sa pouZivaji v papierenskom priemysle (ligninperoxidazy, celulazy,
lakdzy, pektindzy, xylandzy, mandzy, esterazy, lipdzy) a pri spracovani uhlia (peroxidazy,
lakdzy, esterdzy). Siroké pouZitie maji plesiiové enzymy pri biologickom ¢&isteni odpadnych
vdd (peroxidazy, esterazy, lipazy), kde sa vyuZziva ich Specifiky pri biodegradacii organickych
polutantov typu chloranilinu, lindanu, dioxinov, chlorovanych uhlovodikov a d’alSich latok
vcetne ropnych produktov. V ekotoxikologickych aplikdcidch sa vyuzivaji niektoré plesnové
oxiddzy a peroxiddzy ako Specifické biosenzory a biomarkery. Okrem aplikicii vo forme
priemyslovych enzymov v pracich prostriedkoch, sa plesiiové enzymy rovnako vyuzivaji v
potravindrskom priemysle (protedzy, pektinazy, amyldzy, xylanazy) k Cireniu ovocnych Stiav,
pri spracovani maésa, cukru, pri modifikéacii laktézy, produkcii alkoholu, detksej vyZivy a
podobne. Dalsie uplatnenie nachddzaji enzymy pri vyrobe bioethanolu, v pekérenstve,
vindrstve, pivovarnictve, pri vyrobe krmiv a v mnohych d’alSich oblastiach [21, 22, 23].

Produkcia extraceluldarnych enzymov ahlavne ich zostava vyznamne zdvisi na
kultivacnych podmienkach a dostupnosti Zivin. NajkomplexnejSie je tento proces
prestudovany zrejme v spojitosti s degraddciou lignocelulézovych materidlov. Vdaka
produkcii zostavy enzymov zahrilujucich lakdzy, peroxiddzy, oxiddzy a hydrolazy mozu
plesne prezivat v réznych typoch prostredi ako je pdda, drevnd hmota, rovnako ako aj
organické odpadové materidly. Ak si plesne schopné degradovat komplexné prirodné
materidly alebo odpady, mdzu rovnako utilizovat i vlastné nutricné zdroje. Uvolnenie
jednoduchych cukrov z komplexnych sacharidov a sicasne spristupnenie zdrojov dusika
z komplexnych potravindrskych odpadov spojené s Cinnostou protedz vSak mdze umoZznit
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vyuzitie odpadovych substratov i ku kultivacii takych mikroorganizmov, ktoré neprodukuji
extracelularne hydroldzy alebo len v obmedzenom mnoZstve aso Specifickou aktivitou.
Adaptacné mechanizmy mozu byt vyuzité k produkcii vhodnej zostavy enzymov cielene
prisposobenej k degradacii konkrétneho typu substratu[19, 21, 23].

2.5 Kultivacia a rast mikroorganizmov

2.5.1 Zivné média

V laboratériu st mikroorganizmy kultivované na sterilnych Zivnych médiach. Spravna
volba média zdleZzi na poZziadavkdch daného mikroorganizmu. Musime poznat naroky
a poziadavky na rast mikroorganizmov azvolit ich tak, aby co najviac odpovedali
prirodzenym podmienkam. Cim viac sa bude zloZenie média blizit prirodzenym

podmienkam, tym lepSie bude dany mikroorganizmus rdst’ v laboratérnych podmienkach [24,
25].

2.4.1.1 Zdroje jednotlivych prvkov

Uhlik: Zdroj uhliku je vécSinou vo forme jednoduchych cukrov, polysacharidov alebo
organickych kyselin. Okrem uhliku je to zdroj zaroven aj vodiku a kysliku. Pri zostavovani
média je nutné dbat’ na to, aby sa prisluSny sacharid behom sterilizacie nerozkladal alebo
nereagoval s ostatnymi komponentmi. Vznikaji tak tazko utilizovate'né alebo inhibi¢né
latky.

Dusik: Ako zdroj dusiku moZzu mikroorganizmy vyuZivat vzdusny dusik, dusitany,
dusi¢nany, amoénne soli alebo organicky dusik viazany v aminokyselindch, peptidoch,
peptonoch az v nativnych bielkovindch. Najvhodnejs$im zdrojom dusiku si vSak aménne soli.
Auxotrofné mikroorganizmy, ktoré nie si schopné syntetizovat’ rastové faktory, si vyzaduji
ich pritomnost’ v kultivaénom médiu.

Fosfor, hor¢ik: Zdrojom fosforu su soli kyseliny fosfore¢nej. Jeho nedostatok spdsobuje
spomalenie rastu, pripadne fermentacnych procesov mikroorganizmov. Fosfor a horcik sa
zUcCastiiuju prenosu energie pomocou reakcii sprostredkovanych adenozintrifosfatom.

taktieZ vyuZivaju sirne aminokyseliny ako je metionin, cystin a cystein hlavne pri syntéze
bielkovin.

Ostatné prvky: Dalgie biogénne prvky draslik, vapnik, Zelezo, chlér, molybdén, zinok, med’,
kobalt, boér a nikel sa pridavaji do Zivného média vo forme soli v malych koncentraciach,
ktoré sa zistili pokusne.

Rastové faktory: Rastovymi faktormi mozu byt vitaminy, aminokyseliny, purinové
a pyrimidinové zdsady, vysSie mastné kyseliny alebo aminy.

Voda: Voda je najdodlezitejSia zlozka, s ktorou je uzko spéty vyvoj, rast a rozmnozZovanie
mikroorganizmov. DodrZiavat’” vysoky stupeni akosti pouzitej vody je velmi doleZité. Pri
priprave polosyntetickych médii do nich priddvame peptony, rézne extrakty, hydrolyzaity,
ktoré zabezpecuju optimélnu vyzivu mikroorganizmov [24, 25, 26].

2.5.2 Rozdelenie Zivnych médii
Podl'a povodu a pripravy mo6Zeme média rozdelit’ na [24]:
- Prirodzené (st vhodné na kritkodobu kultivaciu alebo izol4ciu z prirodnych zdrojov)
- Synteticko-komplexné (okrem chemicky definovanych zlicenin obsahuji i odvary,
maceraty, vyluhy alebo hydrolyzéty prirodnych materialov)
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- Syntetické (chemicky presne definované ako zmes organickych a anorganickych
zlucenin).

Podl’a pouZzitia rozdel'ujeme Zivné média na [24]:

- Univerzélne (rastd na nich vel'ké skupiny fyziologicky odlisnych mikroorganizmov)

- Selektivne (svojim zloZzenim podporuji rast iba urcitej skupiny mikroorganizmov,
obsahuju jednu alebo viac inhibi¢nych latok, ktoré potld€aju rast ostatnych
mikroorganizmov)

- Selektivne-diagnostické  (svojim  zloZenim  potlaCuju  rast  neZiaducich
mikroorganizmov, rastie na nich len mald skupina mikroorganizmov).

Podl’a konzistencie rozdel'ujeme Zivné média na [24]:
- tekuté (neobsahuju Ziadne stuzZovacie latky)
- polotekuté (maji krémovu konzistenciu, pretoZe obsahuji nizku koncentraciu
stuZujucich l4tok)
- pevné (obsahujui stuZujice latky ako napriklad agar, Zelatina alebo gél kyseliny
kremicite;j).

2.5.3 Rastova krivka

Mikroorganizmy v danom prostredi mdzu rast’” a rozmnozovat’' sa tak dlho, pokial’ maja
dostatocny zdroj Zivin, vhodny parcidlny tlak kysliku, odpovedajicu hodnotu pH a teplotu.
Rast mikrobidlnych populdcii sa normdlne spomaluje bud’ spotrebou zivin, alebo tvorbou
toxickych produktov, pripadne kombinovanym uc¢inkom jedného aj druhého faktora. [24, 25]

Ak prenesieme bunky z kultiry, kde sa uz nemdzu rozmnoZovat, do optimalnych
kultivaénych podmienok, nedochddza ihned” kich maximadlnej rastovej rychlosti. Rast
jednobunkovej mikrobidlnej populédcie prebieha postupne v niekolkych fazach. Grafickym
znazornenim nameranych hodndt tak, Ze na os X sa nanesie €as a na 0s y sa nanesie logaritmus
poctu zivych buniek v 1 ml, dostaneme tzv. rastovii krivku, ktord méa niekol'’ko usekov [24,
25].

Lag-faza: po naockovani média sa bunky dostavaji do odliSného prostredia v porovnani
stym, z ktorého boli odobrané. Bunky sa nerozmnoZuji, ale zvicSuje sa ich objem
a aaktivuje sa ich enzymovy systém. Di7ka lag-faze zdvisi na druhu mikroorganizmu,
fyziologickom stave buniek, velkosti inokula a na zloZeni rastového prostredia. Ak rastové
prostredie obsahuje Ziviny vyhovujice len ur¢itému typu mutantov, trva lag-fiza mimoriadne
dlho, pretoze zahriuje taktieZ selekciu tychto mutantov a odumieranie ostatnych buniek
inokula.

Faza zrychlujiceho sa rastu aexponencialna faza: Fiaza zrychlujiceho sa rastu je
prechodnd fidza medzi lag-fizou aexponencidlnou fazou. Exponencidlna faza je
charakteristickd tym, Ze tu majui bunky najkratSiu generacnd dobu, ktord je behom celej
exponencidlnej faze konstantnd. Specifickd rychlost rastu nadobida konStantnd velkost.
Pocas tejto fazy su takmer vSetky bunky Zivé, exponencidlne narastd ich pocet a tym padom
aj mnozstvo biomasy. Ak prenesieme bunky zexponencidlnej faze rastu do nového
kultivacného prostredia o rovnakom zloZeni, pokracuji v rozmnoZovani s rovnakou
generacnou dobou, to je bez zretel'nej lag-faze.

Faza spomaleného rastu: Je to obycajne kratky prechod medzi exponencidlnou fazou
a staciondrnou fazou.
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Stacionarna faza: Zastavenie prirastku Zivych buniek je oznacované ako stacionarna faza
rastu a Casto pri nej dochddza este k vel'mi pomalému rozmnoZovaniu, ktorym sa kompenzuje
pocet odumierajiicich buniek. Maximélna diZzka staciondrnej fize rdznych mikroorganizmov
je rdzna a zavisi na ich citlivosti k hladovaniu.

Faza postupného odumierania: nastupuje po stacionarnej faze, moze u niektorych
mikroorganizmov trvat’ tyZdne, niekedy aj mesiace.

Fyziologické vlastnosti buniek rdoznych faz rastovej krivky st znacne odliSné. Bunky
neskorSej lag-faze arastovych faz si omnoho citlivejSie k nepriaznivym podmienkam nez
bunky staciondrnej fdze ana pociatku lag-fize. Spomalenie rozmnoZovania na konci
exponencidlnej faze rastu, pripadne jeho uplné zastavenie moZe byt spdsobené jednak
vznikom splodin metabolizmu, ktoré inhibuji rozmnoZovanie, jednak vyCerpanim Zivin.
NajcastejSie ide o vyCerpanie ziviny, ktord je pritomnd v relativne najnizsej koncentracii [4, 8,
25].

2.6 Vybrané mozZnosti regulacie produkcie mikrobialnych metabolitov

O nadprodukciu urcitého mikrobidlneho metabolitu sa jednd vtedy, ak mikroorganizmus
tvori v urCitom useku alebo po celd dobu svojho Zivota danu latku v mnozstve, ktoré
prevySuje koncentrdciu potrebni pre svoj rast alebo reprodukciu. Tento jav mdzZeme
dosiahnut’ postupnou fyziologickou adapticiou, ktord najCastejSie prebieha sucasne so
samotnym technologickym postupom, pri ktorom je taktiez dolezity vplyv vonkajSich
faktorov.

Medzi druhy fyziologickej adaptacie patri:

- optimalizicia zloZenia médii

- optimalizdcia podmienok vonkajSieho prostredia

- identifikécia stresovych faktorov, ktoré vedu k nadprodukcii metabolitu

- opakovand selekcia kmeiiov v danych podmienkach kultivacie [8].

2.6.1 Vplyv zlozenia kultiva¢nych médii na mikroorganizmy

ZloZzenie zivného média uroéznych mikroorganizmov je vel'mi rozdielne. Pre vicSinu
heterotrofnych mikroorganizmov musi kultivaéné médium okrem biogénnych prvkov
arastovych faktorov obsahovat’ vhodny zdroj uhliku a energie. Vhodnym zloZenim média,
ktoré vyhovuje danému mikroorganizmu, moéZeme docielit spravny rast, ¢i dokonca
nadprodukciu biomasy a metabolitov, ktoré mikroorganizmus produkuje.

Efektivita premeny uhlikovych zdrojov na pigmenty a optimalizicia zloZenia kultivacného
média s ohladom na dostupnost’ acenu boli objektami mnohych S§tidii. Optimalizicia
zloZenia média sa Casto prevadza zmenami v koncentraciach jednotlivych prvkov a rastovych
faktorov alebo testovanim rdznych zdrojov uhlika vcetne pent6z a hexdz, disacharidov,
glycerolu. Do médii sa priddvaju ako samotné sacharidy alebo ako sucasti potravinovych
vyrobkov ¢i réznych odpadov ziskanych z plnohospodérstva ako je melasa, Skrobovy odpad,
srvatka a iné. Okrem sacharidov obsahuju aj bielkoviny, tuky a iné zlozky [26].

Zdroje sacharidického uhlika:
- Obilniny: najvacsi podiel obilného zrna tvoria prave sacharidy. Ndjdeme tu velkud
Skdlu roznych sacharidov od najjednoduchsich cukrov az po vysokomolekuldrne
polysacharidy. Monosacharidy a niZSie oligosacharidy vznikaji degradédciou Skrobu,
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povodne maju v zrne nizke zastipenie. V ceredlnych vyrobkoch je mnoZstvo
monosacharidov premenlivé a zdvisi na stupni hydrolyzy $krobu. Skrob tvori
podstatni Cast’ obilného zrna. Vyskytuje sa vo forme Skrobovych zfn, ktoré sa
u jednotlivych druhov liSia tvarom a velkost'ou. Z neskrobovych polysacharidov sa
v zrne vyskytuju prevazne hemiceluldzy a celuldzy [26, 27, 28].

- Melasa: obsahuje asi 50% cukru, je vyznamnou surovinou pre kvasné a a biochemické
technologie, pre vyrobu drozdia, etanolu, kyseliny mliecnej, citrénovej, aminokyselin,
niektorych organickych rozpustadiel a taktieZ je vyznamnou zlozkou kfmnych zmesi
[29].

- Srvdtka: obsah srvatkovych bielkovin zdvisi na tepelnom oSetreni mlieka pred
zraZanim. V sicasnej dobe sa najvicsia Cast’ srvatky vyuziva ako krmivo bud’ v tekutej
alebo zahustenej suSenej forme. Neupravend srvitka alebo len s minimalnou
suplementdciou mdZe slizit' ako fermentacné médium pre vyrobu kyseliny mliecnej,
etanolu alebo biomasy. Obsahuje zna¢né mnozstvo laktézy (3,8 — 5,0 %) v suSine,
d’alej bielkoviny, zdroje dusiku, minerély, predovSetkym vapnik [28, 30].

Chemické zloZenie a koncentracia zdrojov dusika v médiu mdze byt tieZ prostriedkom
fyziologickej kontroly a reguldcie metabolizmu pigmentov v mikroorganizmoch. Niekol'ko
anorganickych a organickych dusikatych zdrojov, ako je extrakt z muky a proteinové
hydrolyzaty, boli Studované pre zlepSenie produkcie karotenoidov. Zda sa, Ze variabilita
obsahu karotenov v kvasinkdch s ohladom na dusikaté zdroje pouZzité v médiu a rychlost
produkcie pidmentov st ovplyvnené produktami katabolizmu dusikatych zdrojov [31].

2.6.2 Vplyv vonkajSich faktorov na mikroorganizmy

Zivotnd &innost’ mikroorganizmov a ich vyvoj sd zdvislé na vonkajSom prostredi. Aby sa
mohli mikroorganizmy rozmnoZovat’, musi byt’ v prostredi dostatoéné mnoZstvo surovin pre
syntézu bunec¢nej hmoty a dostatocné mnozstvo zdroja vyuzitel'nej energie. Mikroorganizmy
si vSak schopné sa prispdsobit’ vonkajSim podmienkam nie len zmenou enzymového
vybavenia, ale m6zu do urcitej miery menit’ i zloZenie a tvar buniek, aby boli voci existujicim
vonkajSim podmienkam odolnejSie. VSetky tieto schopnosti mikroorganizmov su vSak
obmedzené urcitym limitom. Za jeho prekro¢enim dochddza k zastaveniu rastu alebo
k usmrteniu bunky [8].

Dal§imi faktormi, ktoré ovplyviiuji mikroorganizmy, s stresové faktory. Patri sem
teplota, solny stres, vodna aktivita, pH prostredie, Ziarenie a iné. Niektoré mikroorganizmy si
pocas evolicie vyvinuli obranné mechanizmy voci tymto stresovym podmienkam. Spravnym
vyuZzitim tychto stresov mdZeme docielit’ mikrobiologicku produkciu obrannych latok, ktoré
sa potom vyuzivaji v roznych odvetiach priemyslu [8, 24, 31].

Teplota: teplota vonkajSieho prostredia je jednym z hlavnych faktorov, ktoré ovplyviiuji
rychlost’ rozmnoZovania mikroorganizmov i moZnost’ ich Zivota. Dolnud hranicu urcuje teplota
mrazu vody, ktord zavisi od koncentracie rozpustenych latok. Hornd teplotnd hranicu udédva
termolabilita bunkovych bielkovin. U kazdého mikroorganizmu rozoznavame tri zdkladné
body teploty:

- minimélnu teplotu, t.j. najniZsiu teplotu, pri ktorej sa dany druh rozmnoZuje eSte zistitelnou
rychlostou.

- optimélnu teplotu, pri ktorej sa rozmnozuje najviacSou rychlostou

- maximadlnu teplotu, t.j. najvyssiu teplotu, pri ktorej je schopny sa eSte rozmnoZovat'.
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Optimdlna teplota nebyva aritmetickym priemerom minimélnej a maximadlnej teploty, ale
je zvyc€ajne blizsia k maximadlnej teplote. Je to dané tym, Ze metabolické reakcie sa v ur¢itom
rozsahu tepldt zrychl'uji so vzrastajicou teplotou. Toto zrychlovanie je pri d’alSom zvySovani
teploty spomalené tym, Ze enzymy katalyzujice prislusné reakcie su termolabilné. Prudky
pokles rastu pri vysSich teplotich je spdsobeny denaturdciou enzymov, ktoré su potrebné pre
rast. Tato denaturdcia je najskér reverzibilnd, avSak pri vySSich teplotich sa stdva
ireverzibilnou a vedie k usmrteniu bunky.

Kratkodobé zvysenie teploty nad maximadlnu teplotu vyvoldva teplotny Sok, ktory vedie
k réznym vykyvom metabolizmu. Pritom sa syntetizuji tzv. teplotné Sokové proteiny (heat
shock proteins, HSP), ktoré patria medzi tzv. stresové proteiny. Tymito proteinmi sa

rozozndvaji anomdlne proteiny tvorené pri strese a zaist'uje sa ich rychle odburavanie [8, 24].

pH prostredie: koncentracia vodikovych iénov v prostredi sa vyjadruje v stupnici pH od 0 do
14, pH je zaporny dekadicky logaritmus molarnej koncentracie vodikovych iénov.

Rast mikroorganizmov a ich biochemickad ¢innost’ st silne ovplyvnené koncentraciou tychto
ionov v prostredi. Niektoré bunky vylucuji do prostredia extracelularne enzymy, ktoré
priamo ovplyviuju vonkajSie pH. Vtedy sa do kultivatnych médii pridavaju zlozky, ktoré
pOsobia ako tlmivé roztoky a pomdhaji udrziavat pH prostredie v optimalnych medziach.
Najcastejsie su to draselné soli kyseliny fosfore¢nej — K,HPO, je mierne alkalicky, zatial’ co

.....

.....

prostredie, ich optimdlne pH sa pohybuje medzi 4,2 a 5,5, auz slabé alkalické prostredie,
okolo pH 7.5, zastavuje ich rast [8, 24].

Vodna aktivita: voda, ktord je nezbytna zlozka bunkovej hmoty, predstavuje 75 az 90%
hmotnosti mikrobidlnych tiel. VSetky chemické reakcie v zivej bunke prebiehaji len vo
vodnom prostredi, a preto voda tu musi byt pritomnd v dostatoénom mnozstve v kvapalnom
stave. Pretoze nedisociované molekuly vody modzu volne difundovat cytoplazmatickou
membranou mikroorganiznov, musi byt dostato¢né mnoZstvo vody obsiahnuté taktieZ vo
vonkajSom prostredi, aby bunka nestratila vnitrobune¢nt vodu a moznost’ metabolizmu.
Potreba vody mdze byt u mikroorganizmov kvantitativne vyjadrend rozmedzim vodnych
aktivit prostredia, pri ktorych sa dané mikroorganizmy mozu rozmnozovat. Vodnd aktivita
(aw) urCitého roztoku sa rovnd pomeru tlaku vodnych pér nad tymto roztokom k tlaku
vodnych péar nad destilovanou vodou za rovnakych podmienok. Vztah vodnej aktivity ku
koncentrécii rozpustenej latky je vo vel'mi zriedenych roztokoch priblizne dany vzorcom
= —NW
(N, +Ny)’
kde Ny, je pocet molov vody a N je pocet molov rozpustenej latky.
Mikroorganizmy rastd v rozmedziach a,, 0,63 az 0,99. Minimdlna a,, kvasiniek sa pohybuje

.....

Ay

su schopné rozmnozovania i pri vodnej aktivite a, = 0,73, ktord je napriklad v mede alebo
v 60% roztoku sachar6zy. Tieto kvasinky preto mozu sposobovat’ neziadiice kvasenie medu
[8, 31].

Oxidoreduk¢ny potencial: kazdé prostredie vykazuje uréity oxida¢ne redukcény potencidl,
ktory je dany pritomnostou oxidacnych alebo redukénych Cdinidiel. K najdoleZzitejSim
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oxidatnym cinidldam patri kyslik, dusi¢nany, Zelezité i6ny, peroxidy, k najCastejSie sa
vyskytujicim redukujicim ¢inidlam patria Zeleznaté i6ny, vodik, zliceniny so sulfhydrylovou
skupinou alebo sreaktivnymi dvojitymi védzbami. Oxidoredukény potencidl je
charakterizovany ako rozdiel potencidlu medzi platinovou elektrédou umiestenou do daného
prostredia a normdlnou vodikovou elektrédou. Mikroorganizmy sa liSia vztahom ku kysliku,
preto vyzaduju rozny oxidoreduk¢ny potencidl. Aerébne mikroorganizmy vyzaduju kyslik pre
spravne fungovanie svojho metabolizmu, naopak pre anaerébne mikroorganizmy moze byt
pritomnost’ kysliku az smrtel'na [8].

Ziarenie: elektromagnetické vlnenie roznych vlnovych dizok sa znatne 1i§i svojim
fyziologickym t&inkom na mikroorganizmy. Vlnenie o najdlhsich vlnovych dizkach, t.j.
infraCervené Ziarenie a Hertzové viny, samy o sebe pravdepodobne vlastné smrtiace u¢inky na
mikroorganizmy nemaju a posobia len svojimi tepelnymi ucinkami.

Nebezpecné UV Ziarenie md na mikroorganizmy silne mutagénne az smrtiace ucinky.
Najsilnejsie pdsobi v oblasti vlnovej dizky 256 nm, nakol’ko dochddza k jeho pohlcovaniu
najmi nukleovymi kyselinami.

Réntgenové Ziarenie v kratkych vinovych dizkach je taktieZ radené medzi silné mutagény,
ktoré mdzu byt aj smrtelné. Tieto uCinky sui spdsobené interakciami Ziarenia s citlivymi
bunkami alebo posobenim vol'nych radikalov [4, 8].

SoPny stres, osmoticky tlak: mikrobidlne bunky maji vid¢Siu vnitornd koncentraciu
osmoticky tlak sa dd zredukovat’ tym, Ze nizkomolekulové latky, ktoré nie si momentédlne
potrebné v metabolizme, sa zabuduji do nerozpustnych rezervnych zloziek (lipidy,
polysacharidy).

Zvysena salinita prostredia vedie ku vzniku dvoch stresovych faktorov vyvolanych rastom
interceluldrnej koncentrdcie Na*. Su to jednak osmotické komponenty zvySujtice turgor bunky
a d’alej toxické latky inhibujice radu bunec¢nych funkcii. Adapticie kvasinkovych buniek na
tieto stresové podmienky si obvykle doprevddzané akumuldciou osmoticky aktivnych
zlicenin, a to najmi glycerolu, ktoré slizia k vyrovnaniu rasticeho externého osmotického
tlaku a premiefiajii membranovy transportny systém tak, aby doslo k vyli¢eniu Na* z bunky
do prostredia [16, 32, 33].

2.7 Metody spracovania mikrobialnej biomasy a izolacia vybranych metabolitov

2.7.1 Stanovenie narastenej biomasy

V zékladnom i aplikovanom vyskume je ¢asto doleZzité stanovit’ pocet mikroorganizmov vo
vzorke alebo ich suSinu. Tieto hodnoty slizia k posudeniu kinetiky rastu, k stanoveniu
Specifickej rychlosti rastu, uddvaji predstavu o mikrobidlnom znecisteni surovin a vyrobkov.

2.6.1.1 Stanovenie susiny turbidimetricky

Stanovenie suSiny mikroorganizmov sa pouziva v mikrobiol6gii hlavne pri biochemickych
pracach a pri zostavovani rastovych kriviek. Spol'ahlivé vysledky moZeme dosiahnut’ vtedy,
ak kultury rasti v Cistych podach.

Na stanovenie suSiny turbidimetrickou metédou pouzivame kalibra¢nu krivku, ktord si
pripravime nariedenim suspenzie kvasiniek destilovanou vodou v urcitych pomeroch. U takto
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ziskanych vzoriek jednak zmeriame absorbanciu pri 630 nm, taktieZ stanovime obsah buniek
napr. vaizkovou metédou [34, 35].

2.6.1.2 Stanovenie susiny gravimetricky

Do vopred zvazenych misiek napipetujeme dané vzorky a suSime pri 105°C. Z rozdielu
hmotnosti prazdnej misky a misky so vzorkou ochladenej v exikdtore zistime suSinu
kvasiniek. Spol'ahlivé vysledky mdézeme dosiahnit’ pouzitim Cirych kultivacnych pod. U pdd
spevnymi Casticami alebo zrazeninami je nutné od¢itat’ hmotnost’ pevnych cCastic
nezaockovanej pddy od hodnoty suchej suchej hmotnosti vzorku s mikroorganizmami [34].

2.6.1.3 Stanovenie poctu buniek

Pomocou priamej metddy sa stanovuje celkovy pocet buniek v jednotke objemu. Bunky sa
pocitaji pod mikroskopom pomocou Specidlnych pocitacich komoérok — Biirkerova. Této
komorka ma tvar masivneho podlozného sklicka. V jeho strednej Casti su vyryté dve mriezky,
ktoré po prikryti krycim skli¢kom tvoria komérku o presnej hibke.

Pocet buniek v 1 ml sa vypocita podl'a vztahu:

_¢.2.4000.1000

P
kde x je pocet mikroorganizmov v 1 ml, ¢ je celkovy pocet buniek vo vSetkych pocitanych
polickach, z je ¢islo zriedenia a P je pocet policok [24].

X

9

2.7.2 Absorp¢na spektrofotometria

Tuto metédu vyuZivame pri stanoveni suSiny turbidimetricky. Jej podstatou je absorpcia
ultrafialového a viditelného Ziarenia zriedenymi roztokmi molekiil v rozsahu vinovych dizok
200 az 800 nm. Pri absorpcii dochddza k excitacii valencnych elektrénov, ktoré su sicast'ou
molekulovych orbitdlov. Absorbujice prostredie je realizované kyvetami vyrobenymi zo skla
alebo kremenia. Hodnotenie velkosti absorpcie sa prevddza pouzitim fotoelektrickych
detektorov.

Pre kvantitativne stanovenie plati Lambert-Beerov zdkon. Vyjadruje, Ze absorbancia je
priamoumernd koncentrécii ¢ absorbujucej latky a hribke absorbujicej vrstvy I:

A=¢g,.cl,

kde &; je molarny absorp¢ny koeficient (konStanta pre dand latku za danych podmienok pri
urcitej vlnove;j dizke, dm’ .mol'l.cm'l), c je latkova koncentricia (mol.dm'3) a [ je hrubka
absorbujtcej vrstvy (cm) [6].

2.7.3 1Izola¢né postupy

Karotenoidy sa vyskytuju vroéznych mnoZstvach v potravinarskych surovinich alebo
v produkujicich mikroorganizmoch. Spdsoby och izoldcie su zavislé na rade ¢initel'ov, ako si
napriklad mnoZstva tuku, vody a iné.

Extrakcia organickymi rozpustadlami

Na izolé4ciu karotenoidov zo vzoriek s vysokym obsahom vody sa pouZiva najCastejSi
aceton ako extrahovadlo. Karotenoidy u mikroorganizmov sui viazané prevazine
v lipoproteinovej frakcii membran, preto je na ich uvolnenie nutné vzorku zmydelnovat
s alkoholickym roztokom KOH alebo NaOH. Karotenoidy sa po zmydelneni niekol’kokrat
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extrahuju nepoldrnymi organickymi rozpdstadlami, ako je napriklad dietyléter, hexan alebo
petroléter [36].

Extrakcia na pevnu fdzu

DalSou moZnostou extrakcie karotenoidov je extrakcie na pevni fazu — SPE. Pri tejto
metdde dochddza k zachyteniu molekul latky na tuhom sorbente, cez ktory pretekd vzorka.
Molekuly ostdvaju na povrchu v désledku medzimolekulovych interakcii. Po elicii vhodnymi
rozpustadlami mézeme Ziadané molekuly zo sorbentu izolovat’ [6].

2.8 Separacné metody

2.8.1 Vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia - HPLC

Chromatografia je separacnd metdda, pri ktorej sa oddel'uju — separuji zlozky obsiahnuté
vo vzorke. Svojim urCenim je to predovSetkym metéda kvalitativnej a kvantitativnej analyzy
vzorky.

V chromatografii sa vzorka vnaSa medzi dve vzdjomne nemiesitel'né faze. Stacionarna faza
je nepohybliva a mobilna faza je pohybliva. Vzorku umiestnime na zaciatok staciondrnej fazy.
Pohybom mobilnej fazy cez stacionarnu fizu je vzorka touto ststavou unédsand. Zlozky
vzorky moZu byt staciondrnou fidzou zachytdvané, a preto sa pri pohybe zdrZuji. Viac sa
zdrzia zlozky, ktoré su staciondrnou fazou putané silnejSie. Tym sa postupne zlozky od seba
separuju ana koniec staciondrnej fize sa dostdvaji zloZky menej zadrZované. Toto
zadrzovanie je spdsobené rozdielnou afinitou latok k staciondrnej faze, ktoré spdsobuje, Ze
l4tka migruje kolénou mensou rychlost’ou nez je priemernd rychlost’ mobilnej faze.

V kvapalinovej chromatografii je mobilnou fdzou kvapalina. Na rozdiel od plynovej
chromatografie rozhoduju o separacii zloZiek vzorky nie len interakcie so staciondrnou fazou,
ale vel'mi vyrazne i pouzitd mobilnd faza [37, 38].

2.7.1.1 Jednotlivé casti sytému HPLC
Zasobniky mobilnych faz: si to najcastejSie sklenené nddoby s objemom 1,0-2,5 1
s uzdverom s previtanymi otvormi pre hadicky. Mobilnd faza sa Cerpa cez filtre odstraiujice
mechanické necistoty. Velkost’ pérov je 2-20 pm.
Odplynovacie zariadenia: pozname tri druhy odplynovania
- odplynovanie pomocou ultrazvuku
- odplynovanie pomocou membranovych vakuovych odplynovacov, kde mobilnd fiza
preteka hadickou v umiestnenou vo vakuu
- odplynovanie pomocou héliovych odplynovacov, kde sa mobilnd fiza prebubldva
héliom, ktory vytesni rozpustené plyny. Rozpustnost’ hélia v rozpustadlich je
minimdlna.
Cerpadla mobilnej fazy: HPLC &erpadld Gerpaju mobilnd fizu do systému. UmoZiiuju
programovat’ zloZenie mobilnej fazy pri gradientovej elicii. Pracuju pri vysokych tlakoch.
- Piestové Cerpadla: pomocou ro6znych technickych rieSeni prevddzaju pulzny tok na
bezpulzny
- Striekackové Cerpadla: su zaloZené na baze injekCnej striekacky. Maju dokonale
bezpulzny tok mobilnej fazy.
Davkovacie ventily: do chromatografického systému modzeme davkovat’ vzorku ru¢ne alebo
pomocou automatického davkovacieho systému, tzv. autosampleru. U manudlnych
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davkovacich vetilov rozliSujeme dve polohy. V polohe load sa nastrekuje vzorka. V polohe
inject sa vzorka vyplachuje do systému.
HPLC predkoldny: su to kratke kolony zarad’ované pred samotnu kol6énu, ktord chrania tym,
Ze zachytiavaju mechanické necistoty a latky, ktoré sa ireverzibilne viazu na kolénu. Obsahuji
rovnaku staciondrnu fazu ako samotné koldna.
HPLC kolény: kontinudlne delenie litok medzi staciondrnou a mobilnou fiazou prebieha
v kratkych népliiovych kolénach o dizke 15-30 cm. St vyrobené z nerezovej oceli pre vysoké
tlaky okolo 50 MPa.
Specifikécie kolény: C18 (typ fazy)

4,6 x 250 mm (rozmery kolény)

5 um (velkost’ Castic)

100 A (velkost’ pérov)
Kolénové termostaty: teplota kolony ovplyviiuje separaciu analytov. Vyssia teplota zvycajne
urychli analyzu, dosahuje sa vyssej ucinnosti, ale mdze sa znizit’ rozliSenie. Kontrolou teploty
sa zlepSuje reprodukovatel'nost’ retencnych casov.
Detektory: su to zariadenia, ktoré sleduji zmeny zloZenia mobilnej fazy meranim
fyzikdlnych alebo chemickych veli¢in. Pozname viac druhov detektorov. Ich zdkladnou
pozadovanou vlastnost’ou je najmid maximalna citlivost’ detektoru. Potom je mozné detekovat
i ve'mi nizke koncentrdcie analytu vo vzorke. Medzi d’alSie poziadavky na detektory patri
stabilny a reprodukovatelny signdl, okamzitd linedrna koncentra¢nd odozva, najniZs$i Sum
signélu a iné.

- UV/VIS spektrofotometricky detektor meria absorbanciu elutu v oblasti vinoych dizok
190 az 800 nm. Je to najCastejsi typ detektoru.

- Fluorescencny detektor meria sekunddrne emisné Ziarenie, ktoré latka vyZzaruje po
absorpcii primarneho elektromagnetického Ziarenia. Absorpciou elektromagnetického
Ziarenia sa latky dostdvaji zo zdkladného stavu do tzv. excitovaného stavu.
Absorbovanu energiu analyt vyZiari ako fluorescenciu.

- Refraktometricky detektor je zalozeny na merani zmien indexu lomu eludtu v meracej
cele. Odozva je zdvisld na teplote, preto je nutné detekéni celu temperovat. Je to
univerzédlny detektor, nevhodny pre gradientovi eliciu. Je vhodny pre latky, ktoré
neabsorbuju, nefluoreskuju, ako st napriklad cukry, lipidy alebo polymery.

- Elektrochemicky detektor meria prad, ktory vznika pri priechodu oxidovatel'nej alebo
redukovatel'nej latky meriacou celou. VyuZiva sa tu trielektrodové zapojenie
s pracovnou, pomocnou a referencnou elektrédou. Vyhodou tohto detektoru je vysoka
odozva a citlivost’. Detektory pracuji bud’ amperometricky alebo coulometricky.

- Vodivostny detektor meria vodivost mobilnej fizy medzi dvoma elektrédami
v prietokovej cele obvykle valcového tvaru. Mobilnd fdza musi byt’ nevodivd, to je bez
pridavkov pufrov.

- Hmotnostny detektor detekuje i6ny, ktoré vznikaji ionizdciou analytu. Prvym krokom
je prevod analytov rozpustenych v mobilnej faze na idény v plynnej faze. V d’alSom
kroku sa i6ny analyzujd. Urcuje sa pomer hmotnosti ku néboju. I6nové zdroje pracuji
za atmosférického tlaku, analyzitory za vdkua. Je to univerzdlny a zdroven vysoko
selektivny, citlivy detektor. Umoznuje identifikdciu analytov na zdklade ich
hmotnostnych spektier [38, 39, 40].
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2.7.1.2 Veliciny pouZivané k popisu chromatografickej analyzy

Chromatograficka separicia je dynamicky systém, v ktorom nie je moZné dosiahnit’
rovnovahy v urcitej faze transportu latky kolénou. Je mozné sledovat’ len dobu, ktord analyt
ostdva v stacionarnej alebo mobilnej fidze behom transportu chromatografickym systémom.
Téato doba je zdvisla na interakcii zloZky analytu v staciondrnej a mobilnej faze. PriCinou
rozne dlhej doby pobytu analyzovanej zloZky v chromatografickom systéme st rozne vel'ké

interakcie zloZky s jednou alebo druhou fazou [6, 39].
A zlozka A

Start h.....vyska piku

h Y....sirka piku v zdkladni
Y '2 ..Sirka piku v polovici vysky
A......plocha piku

inert

pik
N zakladna

|inia

signél detektoru

Cas

b!

Obrazok 8: Popis chromatogramu[6]
Y a Y Y2 savisia s u¢innost'ou separacie, A a h s kvantivativnym zastipenim zloZKy.

Reten¢né charakteristiky: sa pouzivaji ku kvalitativnej analyze, pretoze v danych
podmienkach mdézeme konkrétnu zlozku charakterizovat’ jej retenénym alebo redukovanym
retenénym ¢asom.

Retencny objem Vg: je objem mobilnej fazy, ktory musi prejst’ kolénou, aby sa prisluSny
analyt dostal od zaciatku aZ na koniec seperacnej kolony.

Retencny Cas tg: je celkovy Cas, ktory analyt stravi v separacnej kolone.

Mftvy objem kolény Vy: je objem eluentu, ktory musi prejst kolénou, aby sa
nezadrZovany analyt dostal od zaciatku aZ na koniec kol6ny.

Redukovany reten¢ny objem V r: je dany rozdielom retencného a mftveho objemu.

Mfttvy Cas kolony ty: je retencny Cas analytu, ktory nie je v kolone zadrZovany, to
znamena, Ze sa pohybuje rovnakou rychlostou ako mobiln4 faza.

Redukovany retencny €as t'gr: je €as, ktory analyt stravi zadrZovany v staciondrnej faze.
Tieto Casy spliuju retencnt rovnicu: tg =ty + t'R

Retencny pomer k: jedna z najuZivanejSich retencych charakteristik, uddva, kol’kokrét viac
Casu stravi analyt v staciondrnej faze nezZ vo faze mobilnej. Je to i pomer latkového mnozstva
analytu v staciondrnej a mobilnej faze za rovnovdZnych podmienok.

RozliSenie R: veli¢ina kvantifikujica schopnost’ chromatografického systému vzdjomne
oddelit’ dva analyty.

tR,2 _tR,l

Plati, ze: R, = )
’ O,Sin,2 -Y,, )

kde Yy je Sirka piku v zdkladni, tg je retencny Cas analytu.

Prietok mobilnej fazy:
Linedrna rychlost’ mobilnej fazy u: sa uddva jednotkou v cm/min
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Objemov4 prietokova rychlost mobilnej fazy Fy,: sa uddva jednotkou v ml/min

L
Plati, ze: u=—,

In

kde L je dizka kolény [39, 40].

2.7.1.3 UHPLC - ultra high performance liquid chromatography

UHPLC alebo UPLC je vysoko-ucinnd kvapalinovd chromatografia s Casticami mens$imi
nez 2 um a vel'mi vysokym provoznym tlakom. Dosahuje sa vySSej uinnosti separdcie a
vel'mi kratkych reten¢nych ¢asov oproti klasickej HPLC [40].
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Obrazok 9: Rozdiel medzi analyzou analytov metédou HPLC a UPLC [40]

2.8.2 Hmotnostna spektrometria

Zékladnou charakteristikou, ktord definuje nizkomolekularne latky, ale aj makromolekuly,
je ich molekulovd hmotnost’. Na jej meranie bolo vypracovanych mnoZstvo metéd ako
napriklad gelovd akapildrna elektroforéza, meranie rozptylu svetla, ale aj hmotnostna
spektrometria. T4 vynikd medzi ostatnymi metédami presnostou stanovenia, ako aj
rychlostou stanovenia a vysokou citlivostou [41].

Hmotnostnd spektrometria je fyzikdlne-chemickd metdda sliZiaca k ur€ovaniu hmotnosti
atomov, molekul aich Casti po prevedeni na kladné alebo zdporné idény. Nabité Castice su
potom separované v analyzitore podla pomeru hmotnosti k ndboju (m/z) a nakoniec sd
zaznamenaé v detektore. Castice bez ndboja nie sii spracované a zaznamenané. Kvantitativna
analyza spociva v merani poctu urcitych iénov (plochy alebo vySky ich pikov). Zaznam
Cetnosti vyskytu jednotlivych iénov sa potom nazyva hmotnostné spektrum. Hmotnostna
spektrometria je povaZzovand za deStruktivnu analytickd metédu [42].

Zéakladnymi Castami hmotnostného spektrometru si: iénovy zdroj, v ktorom dochddza
k ioniz4cii, analyzator, kde su i6ny separované v zdvislosti na pomere m/z, detektor, ditovy
systém pre zber dat ariadenie analyzy, vdkuovy systém zabezpecujici udrzanie vysokého
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vdkua potrebného pre hmotnostni spektrometriu, cerpaci systém, ktory je véacSinou
dvojstuptiovy. Primédrny systém zabezpeCuju mechanické rotatné pumpy, sekundirne
docerpanie na pracovny tlak zajist'ujd difizne alebo turbomolekularne pumpy [41, 42].
Hlavnym anylytickym vyuZitim hmotnostnej spektrometrie je predovstkym stopové analyza
organickych latok s dorazom na zistenie ¢i potvrdenie ich Struktary [43].

2.7.2.1 Iénovy zdroj a najbeinejsie ionizacné techniky

Vyznamnym prvkom hmotnostného spektrometru je iénovy zdroj, ktory prevadza
analyzované latky do iénového stavu. Proces ionizacie zdsadne ovplyviiuje citlivost’ metédy
a dosaziteI'nd hlanicu detekcie. Ak energia dodand molekule v priebehu ionizdcie vyrazne
prevySuje jej prvd ioniza¢nd energiu, mdze dojst k spotrebovaniu nadbytoCnej energie
a parentalny i6n sa rozStepi [43].

Niektoré ioniza¢né techniky st mierne a produkuju len ionizované molekuly analyzovanej
latky (mékké ionizacné techniky). Avsak iné su ucinnejSie a produkuju priamo fragmenty
molekil (tvrdé ionizacné techniky). Ioniza¢né techniky moZeme delit’ aj podla skupenstva,
v ktorom sa latka nachddza pri ionizécii. Ionizécia v plynnej faze sa vyznacuje odparenim
analyzovanej latky do vdkua za prepokladu dostatocnej tekavosti latky. Pre netekavé latky je
vhodnd ionizdcia v kondenzovanej faze, kde dochddza k tvorbe idénov priamo vo daze
kvapalnej alebo tuhej [41, 43].

V zdsade sa pouZzivaju nasledujice typy ionizdcie: ionizdcia elektrénom (electron
ionization EI) chemickd ionizédcia (chemical ionization CI), sprejové techniky, sekundarna
i6nova hmotnostna spektrometria (SIMS), fast atom bombardment (FAB), ionizacia laserom
za UcCasti matrice (matrix assisted laser desorption MALDI). Elektrénova a chemicka ionizicia
st metddy vhodné pre ionizdciu len plynného analytu a ostatné techniky mozu byt vyuZzivané
1 pre kvapalné typy vzoriek [44].

2.7.2.2 Spojenie hmotnostnej spektrometrie s kvapalinovou chromatografiou

Spojenie kvapalinovej chromatografie, metédou s vysokou separacnou schopnostou, a
hmotnostnej spektrometrie, vysokocitlivej identifikacnej metddy, prindSa dolezité vyhody pre
analyzu organickych latok.

Tato technika je intenzivne pouZivand aZz v poslednych rokoch, kedy bol vyrieSeny
zékladny problém s tlakom a objemom mobilnej fazy v mieste ich spojenia. Iénové zdroje
pracuji za vysokého tlaku a tlak na vystupe z kolony je priblizne atmosféricky. Této
nekompatibilita oboch zariadeni bola vyrieSend vdaka ionizatnym technikdm, ktoré
transformuju kvapalni mobilnu fazu do aerosolu za atmosférického tlaku [45, 46].

Primdrnym poZiadavkom pre spojenie kvapalinového chromatografu a hmotnostného
spektrometru je odstrdnenie zloZiek mobilnej fazy pred samotnou ionizdciou. Dnes sa
vyhradne pouZivaju sprejové ioniza¢né techniky, ktoré su konstrukéne vybavené tak, aby boli
schopné odviest’ ¢o najvicsie mnozstvo prchavych zloZiek kvapalnej mobilnej fazy este skor,
nez sa dostani do hmotnostného analyzitora. V spojeni LC/MS je vel'mi rozSirenym
analyzatorom iénova past. Tento typ analyzdtora je vhodny predovSetkym pre stopovi
analyzu. Vyber chromatografickej kolony sa riadi najmd poZiadavkami na dand separdciu
latok. NajcastejSie sa pouZiva reverzna chromatografia s kolénami typu C8 a C18. V praxi sd
najviac pouzivané kratSie kolony s mensim vnitornym priemerom a drobnou staciondrnou
fazou, kde je aplikovany prietok mobilnej fazy v radoch desatin ml/min. Vdaka tomu je
mozné cely objem mobilnej fazy privadzat’ priamo do iénového zdroja [41, 47].
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Obrazok 10: LC/MS systém

2.8.3 Vyuzitie inStrumentalnych metéd pri analyze karotenoidov produkovanych
mikroorganizmami

V doterajSich experimentoch prevddzanych v rdmci bakaldrskej prace bola uz Ciastocne
Studovand reguldcia produkcie lipofilnych pigmentov — karotenoidov u niektorych typov
karotenogénnych kvasiniek s vyuZitim vybranych odpadov. Dalej boli tieZ testované moznosti
HPLC stanovenia karotenoidov a aplikované na analyzu pigmentov produkovanych
niektorymi prirodzenymi producentami. Intenzivnejsie boli Studované hlavne kvasinky rodu
Rhodotorula, ktoré si schopné poskytovat vysoké vytazky biomasy (cca 14 g/l na
trepackach, az 35 g/l vo fermentore), a to i v médiu Ciasto¢ne limitovanom zdrojom dusika a
zloZzenom z relativne ekonomicky nendroCnych surovin. Zmeny zloZenia média a rastovych
podmienok vSak majd svoje obmedzenia a je mozné s nimi dosiahnit’ len urcitého kone¢ného
zvySenia produkcia karotenoidov [48, 49].

Istym rieSenim je Specidlne u karotenogénnych kvasiniek aplikdcia urcitého typu
vonkajSieho stresu vcetne nutricného, ¢o mdze byt spojené i s potenciondlnym vyuZzitim
odpadovych substritov. Karotenogénne kvasinky vSak nedisponuji extracelularnymi
enzymami schopnymi hydrolyzovat’ komplexné odpady, vyuZzitie alternativnych nutri¢nych
zdrojov je teda obmedzené. Jednou z aktudlnych Studovanych mozZnosti je glycerol vcetne
odpadného glycerolu ziskaného pri vyrobe biopaliv. Stresové podmienky modzu mat’ za
nasledok dokonca zvySenie produkcie metabolitov, ktoré sa zicastiuji adapticie kvasiniek na
stresovy podnet. Casto viak takdto stratégia vedie k niZSej produkcii biomasy, aj cez to, Ze
produkcia pigmentov mdze byt niekol'kondsobne vysSia. Karoteniody st povaZované za
sucast’ komplexnej stresovej odozvy kvasiniek a stresové podmienky v dobre regulovanych
medziach mo6Zu viest’ k niekol’kondsobne vyssej produkcii pigmentov bez vyznamnejSich strat
biomasy. VyuZitie odpadov z potravindrskych a polnohospodarskych vyrob k indukcii
nutricného stresu predstavuje tak efektivhu kombinovand stratégiu s vyznamnym
ekonomickym a ekologickym faktorom [50, 51].

Pokial'’ chceme kvalitne monitorovat’ priebeh biotechnologického procesu a zistit
prebiehajice metabolické zmeny i priebeh vycerpania substritu, je treba mat k dispozicii
sofistikované a optimalizované analytické metddy, ktoré mdZu poskytnit’ reprodukovatel'né
vysledky s dostato¢nou presnostou a citlivostou. Screeningovd a zrovndvacia analyza
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karotenidov metédou RP-HPLC s UV/VIS detekciou nepredstavuje v sucasnej dobe
vyznamny problém, stdle vSak je rieSend otdzka identifikdcie produkovanych derivitov u
jednotlivych producentov a zmeny mnoZstva a zostavy pigmentov produkovanych v
zmenenych podmienkach. Siubezne s karotenoidmi je v paralelnej Casti vetvenej
biosyntetickej drahy produkovany i ergosterol, ktory je povazovany rovnako za priemyslovo
vyznamny metabolit a je vhodné mat’ k dispozicii metédu pre jeho spolahlivi kvantifikdciu
[44, 46].

K orientanej analyze karotenoidov je mozné pouzit' spektrofotometrické metddy, k
separdcii, identifikécii a kvantifikdcii sa v§ak pouZivaji vyhradne metédy chromatografické, a
to kvapalinova chromatografia na reverznej faze so spektrofotometrickou detekciou alebo
detekciou diddovym pol'om. Pre detailnejSiu identifikdciu je moZné pouZzit HPLC v spojeni s
hmotnostou detekciou, optimdlnou formou ionizdcie je APCI (chemickd ionizdcia za
atmosférického tlaku), ale je reprezentovanych i mnoZstvo praci vyuZivajicich elektrospre;j.
Rd&zne skupiny karotenoidov sa moZzu liSit’ v polarite, coho je mozné vyuZzit' pri predseparacii
vzoriek extrakciou na pevnej faze, pripadne v priebehu vlastného procesu chromatograficke;j
analyzy dupravou elu¢ného rezimu. Karotenoidy si z kvasinkovych buniek izolované
najcastejSie postupom zahriiujicim mechanickd dezintegraciu s morskym pieskom v prostredi
acetonu, zmydelnenie a organicki extrakciu do hexanu alebo ethyléteru. Subezne s
karotenoidmi je tymto postupom extrahovany aj ergosterol, ktory je d’alsim vyznamnym
metabolitom produkovanym kvasinkou R. glutinis a moZe byt s vyhodou stanoveny metédou
HPLC s UV detekciou [51, 52].

Cielom predloZenej prace je Stidium rastovych charakteristik a metabolickych zmien
doprevadzajucich biotechnologicky proces produkcie karotenoidov kvasinkami. K tomuto
Stidiu boli vyuZzité vybrané kmene kvasiniek kultivované za optimdlnch podmienok, na
vybranych typoch odpadovych substrdtov a na vybranych odpadoch predom upravenych
pomocou plesiiovych hydrolytickych enzymov.
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3 CIEL, PRACE

Cielom predloZenej diplomovej prace zameranej na produkciu karotenoidnych pigmentov
s vyuzitim odpadnych subritov vybranymi kmefimi karotenogénnych kvasiniek je riesednie
nasledujucich diel’¢ich uloh:
e prehl'ad mikrobidlnych producentov karotenoidov a lipidovych latok
® moznosti riadenia produkcie pigmentov

¢ optimalizdcia podmienok analyzy karotenoidov

e produkcia obohatenej biomasy, karotenoidov a lipidickych latok vybranymi kmenmi
karotenogénnych kvasiniek s vyuzitim modifikacie zloZenia kultivacného média

e sledovanie zmien v raste a produkcii karotenoidov a lipidickych latok na vybranych
typoch odpadnych substratov.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Material a chemikalie

4.1.1 Standartné a $pecialne chemikale

Methanol pre HPLC Gradient Grade, Sigma — Aldrich (SRN)
Ethanol pre HPLC Gradient Grade, Sigma — Aldrich (SRN)
Methanol pre LC-MS, Sigma — Aldrich (SRN)

Beta, beta-karotén, Sigma (SRN)

Lykopén, Sigma (SRN)

Ergosterol, Sigma (SRN)

4.1.2 Kultivaéné média a ich zlozky

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (India)

D-glukéza monohydrit p.a., Lach-Ner s r.o. (CR)
Siran amonny p.a., Lachema (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema (CR)
Siran hore¢naty heptahydrit p.a., Chemapol (CR)
Chlorid sodny p.a., Lachema (CR)

4.1.3 Chemikalie pouzité na izolaciu karotenoidov

Acetén p.a., Lachema (CR)

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

4.1.4 Material

Srvétka (odpad, mlékarna Pribina a.s., Pfibyslav)
Jabl¢na vldknina, Provita, Frydek-Mistek (CR)
Vajecné cestoviny, Ideal Slovakia (SR)

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

4.2 Pristroje a pomocky

4.2.1 Kultivacia kvasiniek

Spektrofotometer VIS, Helios 6, Unicam (UK)

Mikroskop L II 00A, Intraco Micro (SRN)

GKB Color Digital CCD kamera (Taiwan)

Lucida Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.0. (CR)
Trepacka IKA Yellow Line, (SRN)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)



Analytické vahy Boeco (SRN)

4.2.2 Izolacia a analyza karotenoidov

Filtre pre HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)
Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)
Vodnd lazet EL-20, Merci a.s. (CR)

Zostava na HPLC/PDA/ESI-MS
Soustava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
Hmotnostni spektrometr - LCQ Advantage MAX, Thermo Finnigan
Vyhodnocovaci systém Xcalibur

Zostava HPLC/UV-VIS od firmy ECOM spol. s r.o. (CR)
Programator gradientu GR 5

Vysokotlaké Cerpadlo typ P 4020

Dévkovaci ventyl typ C

Termostat kolony typ LCO 101

UV-VIS detektor procesorovy, typ LCD 2084

Software Clarity — chromatography SW, Data apex 2006

Chromatografické kolony:

Koléna Biospher, 4,6 x 150 mm, reverznd faza PSI 200 C18, 7 um, Labicom (CR)
Koléna Nucleosil 100-C18, 4,6 x 150 mm, C18, 7 um (ECOM)

Koléna Zorbax Elipse Plus, XDB C18, 5 um, 4,6 x 150 mm, (Agilent)

Kolona Kinetex C18, 2,6 um, 4,6 x 150 mm, Phenomenex

Drzik predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)

Predkolony - Cis, AJO - 4287, Phenomenex

4.3 Mikroorganismy

Ku kultivécii boli pouzité kvasinkové kmene: Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33
Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1
Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4
Enzymy na hydrolyzu odpadov boli pripravené z hub:
Alternaria alternata (CCM 8326)
Aureobasidium pullulans (CCM F-148)
Fusarium solani (CCM F-552)
Phanerochaete chrysosporium (CCM 8074)
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4.4 Kaultivacia mikroorganizmov

4.4.1 Kultivacia karotenogénnych kmenov

Kvasinky Rhodotorula glutinis, Cystofilobasidium capitatum a Sporobolomyces roseus
patria medzi mezofilné, aer6bne mikroorganizmy s podobnymi narokmi na podmienky rastu.
Kvasinky boli kultivované v tekutom médiu pri teplote 28°C za neustdleho trepania
aosvetlenia kvoli produkcii karotenoidov. Sterilicie médii prebiehali v tlakovom hrnci
s otvorenym ventilom vzdy po dobu 30 minuit.

4.4.2 Inokulum I

Pre kazdu sériu kultivacié bolo najprv pripravené inokulum I o potrebnom objeme tak, aby
nasledny objem pre inokulum II v pomere ino I : ino II bol 1:5. ZloZenie inokula I, ktoré bolo
pouzivané pri kultivéacii je uvedené v tabulke 1. Do kazdého vysterilovaného inokula I boli
sterilne naockované 3 klicky zasobnej kultiry na Petriho miskach. Kultivacia prebiehala 24
hodin.

Tabulka 1: ZloZenie inokula I

Zlozka Mnozstvo
glukéza 40 g
(NH4)2SO4 S5¢g
KH,PO,4 5¢g
MgSOy4 0,34 ¢
Kvasni¢ny autolyzat 7¢g
Vodovodna voda 1000 ml

4.4.3 Inokulum II

Pre kazdé inokulum I bolo pripravené prislusné inokulum II podla prislusnej kultivacnej
série tak, aby pomer ino I : ino II bol 1:5. Kultiry z inokula I boli sterilne preliate do inokula
IT a kultivované 24 hodin. Inokulum II bolo zdkladom pre nasledujice série kukltivacii v
produkénych médidch. Vsetky inokuld II obsahovali rovnaky zdklad uvedeny v tabulke 2.
Zlozky, ktorymi sa jednotlivé inokula II od seba liSili, si uvedené v tabulke 3. Ich
koncentricia bola vzdy 7 g/l.

Tabulka 2: ZloZenie inokul II - zdklad

Zlozka MnoZstvo
glukdza 40 g
(NH4)2SO4 S5¢g
KH,PO,4 5¢g
MgSOy4 0,34 g
Vodovodna voda 1000 ml
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Tabul'ka 3: ZloZenie inokiil 1l — zloZky, ktorymi sa inokuld lisili

Cislo série Zlozka
1 A Kvasni¢ny autolyzat
1 B Jabl¢na vldknina
2 Kvasni¢ny autolyzat
Kvasni¢ny autolyzat
4 Kvasni¢ny autolyzat

4.4.4 Produkéné média

Pre kazdud sériu inokul II boli pripravené rézne produkéné média o potrebnom objeme.
Produkéné médid obsahovali rovnaky zdklad, ktory je uvedeny v tabulke 4. Odlisnosti,
ktorymi sa jednotlivé médid 1iSili, si uvedené v tabul’kach 5 - 7. Inokula II boli sterilne
rozliate do produkénych médii tak, aby pomer ino II : produkéné médium bol 1:5. Kultdry
boli kultivované 80 hodin.

Tabulka 4: ZloZenie produkéného média - zdklad

Zlozka Mnozstvo
(NH4)2SO4 4g
KH,PO,4 4¢g
MgSOg4 0,34 g
Vodovodna voda 1000 ml

Tabulka 5: ZloZenie produkcénych médii série 1 — ovocné odpady

Oznacenie ZloZenie

A kontrola zéklad + glukéza 30 g/l

B kontrola zéklad + glukéza 30 g/l

A hruskové Supky zéklad + hruskové Supky 30 g/l

A vldknina zéklad + glukda 15 g/l + jabl¢na vldknina 15 g/
B vldknina zéklad + glukda 15 g/l + jabl¢na vldknina 15 g/l
A jabl¢né Supky zaklad + jabl¢né Supky 30 g/l

B jabl¢né Supky zaklad + jabl¢né Supky 30 g/l

Kultiry kultivované v produkénych médidch série 1 mali zmenu v zloZeni inokula II B
oproti inokulu I a inokulu II A. Inokulum II B obsahovalo jablénu vldkninu namiesto
kvasnicného autolyzitu. K médiam s jabl¢nou vldkninou, jablénymi Supkami a hruskovymi
Supkami boli pripravené prislusné slepé vzorky k meraniu absorbancie. Obsahovali rovnaké
mnoZzstvo vody a odpadného subtratu ako prislusné médium.
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Tabulka 6: ZloZenie produkcénych médii série 2 — ceredlne odpady

Oznacenie ZloZenie
kontrola zéklad + glukéza 30 g/l
cestoviny zéklad + vajecné cestoviny 30 g/l
kukuri¢né klicky zaklad + kukuri¢né klicky 30 g/l

pSeni¢na kasa

zéklad + pSeni¢na kasa 30 g/l

upravend srvitka

zéklad + lyofil. upravena syrovatka 30g/1

neupravend srvatka

zéklad + lyofil. neupravena syrovatka 30g/1

Kultdry kultivované v sérii 2 mali rovnaké zloZenie inokula I aj inokula II. Obe obsahovali
kvasnicny autolyzat. Ku vSetkym médidm okrem kontrolného média, boli pripravené
prislusné slepé vzorky k meraniu absorbancie s obsahom rovnakého mnozstva vody a odpadu
ako malo prislusné médium.

Lyofilizovand upravend srvdatka pouzivand do produkénych médii bola upravovana
odstranenim bielkovin. Najskor sa upravilo pH prostredie na priblizni hodnotu 4,6 pomocou
0,1 M H2SOs4. 20 mindtovym zahrievanim vo vodnom kupeli sa vyzrazali bielkoviny, ktoré
boli nasledne stocené pri 5000 otdckach po dobu 10 minit. ZloZenie pdvodnej, neupravene;j
syrovatky je uvedené v tabulke 7.

Tabulka 7: ZloZenie srvdtky poskytunuté doddvatelom

Zlozka Sladka srvétka (g/1) Kysla srvatka (g/1)
Susina 63,0 — 70,0 63,0 — 70,0
Laktéza 46,0 - 52,0 44,0 — 46,0
Bielkoviny 6,0 - 10,0 6,0 - 8,0

Viépnik 0,4 -0,6 1,2-1,6
Fosforecnany 1,0-3,0 20-4,5

Laktat 2,0 6,4

Chloridy 1,1 1,1

Hodnota pH 6,1 4.6

Tabulka 8: ZloZenie produkcénych médii série 3 — odpady +enzymy 1.¢ast

Oznacenie ZloZenie
kontrola zéklad + glukdza 30 g/1
vldknina zéklad + jabl¢na vldknina 30 g/
vldknina + E1 zéklad + jabl¢né vldknina 30 g/l + enzym. preparéat 1

vlaknina + E2

zéklad + jabl¢na vldknina 30 g/l + enzym. preparat 2

pSeni¢nd kasa

zéklad + pSeni¢na kasa 30 g/l
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pSeni¢nd kasa + E1

zéklad + pSeni¢na kasa 30 g/l + enzym. preparat 1

pSeni¢na kasa + E2

zéklad + pSeni¢na kasa 30 g/l + enzym. preparat 2

cestoviny

zéklad + vaj. cestoviny 30 g/l

cestoviny +E1

zéklad + vaj. cestoviny 30 g/l + enzym. preparat 1

cestoviny +E2

zéklad + vaj. cestoviny 30 g/l + enzym. preparat 2

Tabulka 9: ZloZenie produkcénych médii série 4 - odpady +enzymy 2.cast

nacenie ZloZenie
kontrola zéklad + glukdza 30 g/l
vldknina zéklad + jabl¢néd vldknina 30 g/l
vldknina + E1 zéklad + jabl¢na vldknina 30 g/l + enzym. preparit 3

vlaknina + E2

zéklad + jabl¢na vldknina 30 g/l + enzym. preparat 4

pSeni¢nd kasa

zaklad + pSeni¢nd kaSa 30 g/l

pSeni¢nd kasa + E1

zéklad + pSeni¢nd kasa 30 g/l + enzym. preparat 3

pSeni¢na kasa + E2

zéklad + pSeni¢na kasa 30 g/l + enzym. preparat 4

cestoviny

zéklad + vaj. cestoviny 30 g/l

cestoviny +E1

zéklad + vaj. cestoviny 30 g/l + enzym. preparét 3

cestoviny +E2

zéklad + vaj. cestoviny 30 g/l + enzym. preparat 4

Kultiry pestované v produkénych médidch série 3 a 4 mali rovnaké zloZenie inokula I a
inokula II s obsahom kvasni¢ného autolyzatu. V tychto séridch boli do vybranych
produkénych médii pridané hydrolytické enzymy rozkladajiice prislusSné polysacharidy na
jednoduché cukry.

4.4.5 Hydrolyza odpadov v produkénych médiach

Produk¢né média v séridch 3 a4 sobsahom prisluSného odpadu boli podrobené 24
hodinovej enzymatickej hydrolyze pomocou Styroch r6znych enzymovych preparatov.
Enzymovy prepardt 1 (E1) obsahoval zmes extraceluldrnych hydrolytickych enzymov
vyprodukovanych do média od plesne kmena Alternaria alternata, enzymovy preparat 2 (E2)
obsahoval enzymy od plesne kmena Fusarium solani. Enzymovy preparat 3 (E3) od plesne
Aureobasidium pullulans a enzymovy preparat 4 (E4) obsahoval enzymy od plesne kmena
Phanerochaete chrysosporium. Extraceluldrne vyprodukované enzymy v produkénych
médidch od vSetkych plesiiovych kmenov boli najskor zlyofilizované, nasledne rozpustené v
15 ml fosfatového pufru a pridané do prisluSného média v mnozstve 1,5 ml. Takto boli média
ponechané 24 hodin za laboratérnych podmienok hydrolyzovat. Po 24 hodinovej hydrolyze
boli odobrat¢ 1 ml vzorky z kazdého hydrolyzovaného média a analyzované metddou
Somogyiho-Nelsona na redukujice sacharidy. Redukujice sacharidy boli stanovené este aj v
nehydrolyzovanych produkénych médidch, a to pred sterilaciou tychto médii, po sterilacii, a
nakoniec aj po sterilicii uz zhydrolyzovaného média, rovnako ako aj v samotnom
enzymovom preparate.
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4.4.6 Stanovenie redukujicich sacharidov metédou Somogyiho-Nelsona

Redukujice sacharidy v produkénych médiach hydrolyzovanych pomocou enzymov, ako
aj vsamotnych enzymovych prepardtoch, boli stanovené spektrofotometricky metédou
Somogyiho-Nelsona. T4to metéda vyuZiva schopnosti redukujicich sacharidov vyredukovat
z alkalického prostredia med’natych soli oxid medny, ktory s arzenomolybdenanovym
¢inidlom poskytuje farebny komplex, ktorého zafarbenie sa premeria spektrofotometricky.
Najprv sa pripravili jednotlivé ¢inidl4:

Roztok I pozostaval z 24 g bezvodého Na,COs, 16 g NaHCOs3, 144 g bezvodého Na,SOy, 12
g vinanu sodno-draselného a 800 ml destilovanej vody.

Roztok II pozostdval zo 4 g CuSO,4 .5H,0, 24 g bezvodého Na,SO4 a 200 ml destilovane;j
vody.

Roztok III pozostaval z 25 g molybdenanu amonného rozpusteného v 450 ml destilovane;j
vody, 21 ml koncentrovanej H,SO4 a 3 g Na,HAsO,4.7H,0 rozpusteného v 25 ml destilovane;j
vody. Tento roztok sa musel nechat’ 48 hodin stat’ pri laboratérnej teplote za nepristupu svetla.
V samotnom stanoveni sa k1 ml vzorku pridalo 0,5 ml roztoku ITa0,5 ml roztoku IL
Skimavky sa umiestnili na vriaci vodny kdpel na 10 minut. Potom sa skimavky ochladili
vodou, pridalo sa 0,5 ml roztoku III, dobre premiesalo, aby sa vzniknuty Cu,O rozpustil
a doplnilo sa destilovanou vodou na celkovy objem 10 ml. Zmerala sa absorbancia pri 720
nm.

4.4.7 Stanovenie zakalu turbidimetricky

1 ml vzorky bol nariedeny destilovanou vodou tak, aby sa neprekroCil rozsah
spektrofotometra. Bola zmerand absorbancia pri vinovej dizke 630 nm proti destilovanej
vode. V pripade Zivnych médii obsahujicich pridavok odpadného substratu sa ako blank
pouzivalo toto médium.

4.4.8 Spracovanie biomasy

Cely objem produkéného média bol scentrifugovany pri 5000 otackach po dobu 10 mindit.
Potom boli bunky premyté destilovanou vodou a opit’ stoené. Nakoniec bola biomasa
rozsuspendovand vo fyziologickom roztoku a uloZend v mraznicke.

Biomasa kultivovana v produkénych médidch s obsahom odpadného substratu bola pred
centrifugdciou este prefiltrovand cez niekolkokrat zloZend gdzu, aby sa bunky oddelili od
pridaného nerozpusteného odpadu.

4.4.9 Rastova krivka

Rastova charakteristika bola prevedend len u kvasinky Cystofilobasidium capitatum,
pretoze rastové krivky s ostatnymi pouzivanymi kvasinkami boli prevedené uz v
predchéadzajucich pracach.

Rastova krivka u kvasinky Cystofilobasidium capitatum bola stanovovanid v predom
uréenych Casovych intervaloch vzdy rovnakym spdsobom. Pre kazdy planovany odber bola z
rovnakého inokula II zaockovand jedna produk¢néd Erlenmayerova banka o objeme 500 ml so
150 ml produkéného média. 1 ml suspenzie bol pouzity k stanoveniu zdkalu a
mikroskopickému pozorovaniu na vylicenie kontamindcie, 10 ml na stanovenie hmotnosti
suSiny a 100 ml k stanoveniu karotenoidov a ergosterolu metédou HPLC. Ziskané tidaje boli
potom spracované v programe Excel 2003.
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Zavislost medzi mnoZstvom suSiny a zdkalom rdézne koncentrovanych suspenzii kvasiniek
z predchadzajicich préc pre:
RG: y=0,1947x-0,0234
SR: y=0,2421x-0,0488,

kde y je namerana absorbancia a x mnoZzstvo suSiny v g/l [10, 53].

4.4.10 Stanovenie suSiny gravimetricky

10 ml kultdry zrastovej krivky, ktoré boli urené pre stanovenie suSiny, bolo
scentrifugovanych pri 5000 otickach po dobu 10 minidt. Bunky boli ndsledne premyté
destilovanou vodou a opit’ sto¢ené. Vzorka bola rozsuspendovand v 1 ml destilovanej vody,
naliata do predom vysuSenej a zvdZenej vdZenky a vysuSend do konStantnej hmotnosti pri
teplote 105°C. Po ochladeni na laboratérnu teplotu v exikdtore a zvaZeni na analytickych
vdhach, bola zrozdielu hmotnosti prdzdnej vaZenky a vdZenky s vysuSenou vzorkou
stanovend hmotnost’ suSiny v kazdej vzorke.

4.5 Izolacia a analyza karotenoidov

Karotenoidy aj ergosterol su sucastou lipidickej frakcie kvasinkovych buniek, preto je
mozné ich izolovat’ niekol’kostupniovou extrakciou spojenou so zmydelnenim. K analyze boli
pouzité vzorky z produkénych médii o obsahu 100 ml. Identifik4cia bola prevedend pomocou
vysoko-ucinnej kvapalinovej chromatografie so spektrofotometrickou detekciou.

4.5.1 Izolacia karotenoidov zmydelnenim

UloZené vzorky z mraznicky boli rozmrazené v tme a stoené pri 5000 otaCkach po dobu
10 minit. Nasledne boli premyté destilovanou vodou aopit stoené. Sediment, ktory
obsahoval kvasinkové bunky, bol v trecej miske dezintegrovany s50 ml aceténu,
kvantitativne prevedeny na odparovaciu misku a po pridavku 50 ml 10% alkoholického
roztoku KOH bol zmydelfiovany na vodnej 14zni pri 90°C po dobu 30 mindit.

4.5.2 Extrakcia

Zmydelneny odparok bol trikrdt extrahovany pomocou diethyléteru. Spojené étherové
frakcie boli odparené na vakuovej odparke.

4.5.3 Analyza karotenoidov metédou HPLC/UV-VIS

Vysuseny extrakt bol rozpusteny v ethanole pre HPLC, prefiltrovany cez jednordzovy filter
a prevedeny do mikrocentrifuga¢nej skiimavky. Pred samotnou analyzou boli vzorky este
kratko stocené pri 5000 ot/min.
K chromatografickej analyze karotenoidov bola pouzitd zostava HPLC od firmy ECOM spol.
st.0. K spracovaniu analytickych dat achromatogramov bol pouZity chromatograficky
software Clarity.

4.5.4 Podmienky separacie

Analyza karotenoidov a ergosterolu metédou HPLC prebiehala za izokratickych
podmienok pri prietoku mobilnej fazy 1,0 ml/min ateplote 45°C na nerezovej koldne
s predradenou predkolénou, s fotometrickou detekciou pri vlnovej dizke odpovedajiicej
maximu absorbancie prislu$nej analyzovanej latky (450 nm pre karotenoidy a 285 nm pre
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ergosterol). Vzorka bola na kolénu ddvkovana ventilom s ddvkovacou smyckou o objeme 20
ul. Ako mobilna faza bol pouzity methanol pre HPLC.

4.5.5 Identifikacia a kvantifikacia karotenoidov

Analyza bola prevedend na zdklade chromatografickej analyzy Standardov karotenoidov
a ergosterolu pri danych vlnovych diZkach. Stanovenie mnoZstva vybranych karotenoidov
aergosterolu  bolo robené pomocou kalibracie metddou kalibracnej krivky. Ku
kvantitativnemu vyhodnoteniu bola pouzitd zavislost’ plochy pikov jednotlivych Standartov na
koncentracii. Boli pouzité Standarty v koncentratnom rozmedzi B-karotén 10-100 pl/ml,
lykopén 10-100 ul/ml aergosterol 0,1-Img/ml. K spracovaniu analytickych dat
a chromatogramov bol pouZity chromatograficky software Clarity (DataApex).

4.5.6 Optimalizacia chromatografickej analyzy vybranych pigmentov — vyber vhodnej
chromatografickej kolony

Vyber vhodnej chromatografickej kolony je doleZity jednak z hl'adiska d¢innosti separécie,
dostatoc¢nej kvantitativnej odozvy signdlu, jednak z hl'adiska urychlenia analyzy. Koléna musi
obsahovat’ stacionarnu fazu kompatibilni so sledovanymi analytmi. V sti¢asnosti sa objavuji
mechanicky i chemicky stabilné kolény so zrnitostou az pod 2 pum. Tieto vSak vyzaduju
vysoké pracovné tlaky. Analyzy si potom ale podstatne rychlejSie a zvySuje sa aj separana
ucinnost’. Zaroven klesaju aj ndklady na prevadzku.

V préci boli testované 3 rdzne koldny:
Koléna 1, s parametrami: Nucleosil 100-C18, 4,6 x 150 mm, C18, 7 pum (ECOM)
Koléna 2, s parametrami: Zorbax Eclipse Plus C18, 4,6 x 150 mm, C18, 5 um (Agilent)
Koléna 3, s parametrami: Kinetex C18, 4,6 x 150 mm, C18, 2,6 um, 100 A (Phenomenex)
Na kazdd kolénu bola naddvkovand vzorka Standartu B-karoténu o koncentracii 100 pl/ml
a bola sledovand kvantitativna odozva signdlu a rychlost’ analyzy. Rovnaké parametre boli
sledované aj uredlnej vzorky vyizolovanej od kvasinky Cystofilobasidium capitatum a
Rhodotorula aurantiaca kultivovanych na kontrolnom gluk6zovom médiu.

4.5.7 Testovanie metody LC/MS

Standarty B-karotén, lykopén a ergosterol boli podrobené analyze na MS detektore (LCQ

Advantage Max, Thermo Scientific) v reZzime MS full scan. Boli pripravené roztoky latok
o koncentracii 100 pg/ml (lykopén, ergosterol) a 250 pg/ml (B-karotén). Hmotnostny detektor
bol pripojeny on-line ku kvapalinovému chromatogafu s detektorom diodového pola
(HPLC/PDA, Thermo Scientific) a prisluSny Standart o objeme 20 pl bol separovany na
HPLC koléne (kap.4.5.6). Ako mobilna fiza bol pouZity methanol pre LC/MS.
Analyze boli taktiez podrobené vzorky karotenoidov izolované zo 100 ml kontrolnych
produkénych médii od kvasiniek Rhodotorula glutinis, Sporobolomyces roseus a
Cystofilobasidium capitatum. 1zolacia a extrakcia karotenoidov z tychto vzoriek je popisana v
kapitdch 4.5.1 a 4.5.2. VysuSeny extrakt bol rozpusteny v ethanole pre HPLC, prefiltrovany
cez jednordzovy filter aprevedeny do mikrocentrifugacnej skimavky. Pred samotnou
analyzou boli vzorky eSte kratko stocené pri otackach 5000 ot/min.
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Vybrané karotenoidy boli analyzované metédou on-line RP-HPLC/PDA/ESI-MS
(Detektor PDA Finnigan Surveyor, Ms detektor LCQ Advantage Max, Termo Finnigan, SW
SW  Xcalibur). PouzZitd kol6na, mobilnd fdza a chromatografické podmienky sui opisane
vysSie. Analyza prebiehala pri prietoku mobilnej fazy 0,8 ml/min, hmotnostné spektrum bolo
analyzované ESI ionizédciou v negativnom maéde [50].
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5 VYSLEDKY

5.1 Rastova charakteristika

Stanovenie rastovych charakteristik danych mikroorganizmov je dolezité pre analyzu
vybranych metabolitov i pre pochopenie fyzioldgie skimanych kmenov kvasiniek. Rastova
krivka vyjadrujica zdvislost ndrastu biomasy v Case bola prevedend len u kvasinky
Cystofilobasidium capitatum. Pre jednoduchSie stanovenie mnozstva suSiny v jednotlivych
vzorkach, bola najskor zostavend kalibracnd krivka vyjadrujica zavislost medzi mnoZstvom
suSiny a zdkalom rdzne koncentrovanych suspenzii kvasiniek. Rastové charakteristiky
ostatnych pouZzivanych kmenov kvasiniek boli prevzaté z uz prevedenych préc.

5.1.1 Kalibrac¢né zavislosti narastenej biomasy a zakalu

Kultivacia kvasinky Cystofilobasidium capitatum 1 postup stanovenia kalibra¢nych
zavislosti uz boli popisané v kapitole 4.4.9. Kalibrand krivka vCetne regresnej rovnice je
uvedend v grafe 1. Regresné rovnice ostatnych pouzivanych kmefiov si pre porovnanie
uvedené v kapitole 4.4.9. Pomocou tychto regresnych rovnic boli vyjadrené mnoZstvo
vyprodukovanej suSiny jednotlivych kmenov.

5.1.1.1 Rastovd krivka kvasinky Cystofilobasidium capitatum

Tabulka 10: Hodnoty absorbancie a susiny v zdvislosti na dobe kultivdcie u C. capitatum
suSina
hod | A (*10) (g/)
0 0,162 0,130
2 0,172 0,570
16 0,697 2,820
22 0,815 3,370
40 1,236 5,090
46 1,276 5,250
60 1,478 6,900
64 1,352 5,840
72 1,416 6,900
84 1,570 8,100
88 1,630 8,740
92 1,700 9,310
96 1,748 9,400
110 1,818 9,950
115 1,848 10,440
120 1,746 8,720
133 1,742 9,330
139 1,722 9,710
144 1,714 11,130
159 1,788 8,390

164 1,704 —
167 1,770 —
187 1,818 —
233 1,962 —
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281 1,800 —
329 1,920 —

Od 164 hodiny sa uz neodoberalo 10 ml na stanovenie suSiny, ani 100 ml na stanovenie
karotenoidov, len 1 ml na stanovenie zakalu.

kalibra¢na zavislost absorbancie na mnozstve susiny
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Graf 1: Kalibracnd krivka kvasinky Cystofilobasidium capitatum
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Graf 2: Zdvislost absorbancie na dobe kultivdcie kvasinky C. capitatum
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Graf 3: Zdvislost ndrastu biomasy na dobe kultivdcie

Z grafov 2 a 3 vidiet, Ze rastovd krivka Cystofilobasidium capitatum vykazuje
dvojstupniovy ndrast, ako je to typické pre karotenogénne kvasinky [10, 54]
Prvé mierne maximum sa nachddza okolo 60. hodiny, kde karotenogénne kvasinky plynule
prechddzaju do staciondrnej fazy, avSak u Cystofilobasidium capitatum rast pokraCuje
exponencidlne d’alej. Druhé maximum dosahuje okolo 110. hodiny, ndsledne rast prechadza
do staciondrnej fazy. Z grafu je vidiet, Ze C. capitatum ma dlhs$i rast neZ iné karotenogénne
kvasinky Studované v predchddzajuicich pracach [10, 53, 54].

5.1.2 Produkcia karotenoidov v priebehu rastu kvasinky Cystofilobasidium capitatum.

V priebehu rastu kvasinky Cystofilobasidium capitatum bol okrem ndrastu susiny a zakalu
sledovany aj obsah B-karoténu a ergosterolu. Produkcie tychto metabolitov si uvedené v
tabul’ke 11 a grafe 4. Analyza prebiehala metédou HPLC s UV/VIS detekciou (kap. 4.5.3) so
separdciou analytov na koléne Biospher C18 (4,6 x 150 nm, C18, 7 um).

Tabulka 11: MnoZstvd vyprodukovanych metabolitov v case u C. capitatum

B-karotén | ergosterol
hod |suSina (g/1)| (ug/gsus.) | (ug/g sus.)
16 2,82 — 3770,142
19 3,52 — 2549,181
22 3,37 — 2128,130
43 5,57 — 2320,648
60 6,90 146,870 2422,061
72 6,90 45,771 3149,394
84 8,10 225,054 3569,283
88 8,74 158,792 3565,602
92 9,31 75,653 3560,568
110 9,95 248,824 1346,797

45



115 10,44 216,712 2547,687

120 8,72 241,440 3103,956

133 9,33 272,641 2149,793

139 9,71 323,988 3306,030

144 11,13 354,605 1411,059

159 8,39 400,509 3596,887
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Graf 4: Produkcia B-karoténu a ergosterolu v zavislosti na Case u C. capitatum

Hlavnym sledovanym pigmentom je B-karotén s prvym maximom v 60. hodine kultivécie.
Jeho mnoZstvo vyrazne narastd i v 84. a neskor v 110. hodine kultivicie, teda v druhom
maxime sledovaného rastu. ZvysSené mnoZstva B-karoténu mdzeme tieZ pozorovat’ najmi v
staciondrnej fdze rastu. Maximd produkcie pigmentov sa prakticky prekryvaji s maximami
produkcie biomasy. U ergosterolu vidime ndrast produkcie hlavne od 72. do 92. hodiny, teda
v druhej Casti exponencidlnej fazy. Obcasné maxima je mozné vidiet’ aj pocas staciondrnej
fazy rastu.

5.2 Optimalizacia podmienok analyzy karotenoidov - vyber vhodnej
chromatografickej kolony
V rdmci optimalizanych experimentov boli testované tri r6zne kolony Nucleosil, Zorbax
a Kinetex pri chromatografickych podmienkach popisanych v kapitole 4.5.6. Na kazdu z nich
bol naddvkovany Standart P-karoténu aredlna vzorka izolovana z produkéného média
kvasinky Cystofilobasidium capitatum a Rhodotorula aurantiaca.
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Graf 5: Chromatogramy 100 ul/ml S-karoténu nameranych na troch testovanych kolonach

Z grafu vidime, Ze Standart B-karoténu namerany na koléne 2 (ruzovy chromatogram,
koléna Zorbax) mé najdlhsi retencny ¢as a minimélnu kvantitativnu odozvu signélu. Naproti
tomu Standart namerany na koléne 3 (modry chromatogram, koléna Kinetex) ma najkratsi
retenny Cas aodozva signdlu je vyrazne vySSia v porovnani s ostatnymi odozvami
z testovanych chromatografickych kolon.
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Graf 6: Chromatogramy vzorky extraktu karotenoidov od C. capitatum nameranych na troch
testovanych kolonach
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Graf 7: Chromatogramy extraktu karotenoidv od R. aurantiaca nameranych na troch testovanych
kolonach

Z grafu ¢islo 6 a 7 vidime, Ze B-karotén vyizolovany z redlnej vzorky kvasinky
Cystofilobasidium capitatum a Rhodotorula aurantiaca kultivovanych na gluk6zovom médiu
mal najvacSiu odozvu signdlu a najkrat$i retenny Cas opit’ na tretej testovanej koléne —
Kintex C18 (zeleny chromatogram). Téato koléna bola teda vyhodnotend ako najlepSia
z testovanych a pouzitd pri vSetkych d’al§ich analyzach B-karoténu, lykopénu a ergosterolu
z prevedenych naslednych kultivacnych sérii.

Koléna Kinetex C18 (Phenomenex) patri k najnov§im typom chromatografickych kolon
apodla parametrov vyrobcu predstavuje prechod medzi klasickou HPLC a UHPLC. Od
klasickych HPLC kolon sa liSi najmid zrnenim (2,6 pum) akvalitou staciondrnej fazy.
Separa¢né podmienky a identifikdcie jednotlivych pigmentov boli v poslednej cCasti prace
verifikované vo vybranych vzorkach aj metédou on-line LC-MS (kap.5.6).

5.2.1 Kalibraé¢né krivky karotenoidov a ergosterolu

Pred samotnou analyzou B-karoténu, lykopénu a ergosterolu boli na koléne Kinetex C18
najskOr namerané kalibracné krivky. Prislusny Standart (1 mg) bol rozpusteny v 1 ml
methanolu. Z tohto zdsobného roztoku bolanédsledne pripravend koncentracnd rada
a premerand metédou HPLC pri podmienkach opisanych v kapitole 4.5.4. Zo ziskanych ploch
pikov bola zostavena kalibracnd krivka pouZzitd pri vypocte obsahu daného karotenoidu alebo
ergosterolu v analyzovanych vzorkach.

48



kalibracna krivka b-karoténu

5000 -
4000 -
3000 -

2000 -

plocha (mV.s)

—_

o

o

o
1

y = 4,3875x
R? = 0,983

o

0 200 400 600 800

koncentracia (ug/ml)

1000 1200

Graf 8: Kalibracnd krivka p-karoténu
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Graf 9: Kalibracnd krivka lykopénu
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kalibracna krivka ergosterolu
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Graf 10: Kalibracnd krivka ergosterolu

5.3 Morfologické a rastové charakteristiky Studovanych kvasiniek

Pre tito pracu boli pouzité kmene kvasiniek: Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33,
Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1 a Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4.

5.3.1 Pozorovanie morfologickych zmien pouzivanych kmeinov v kultiva¢nych sériach
1-4 na roznych produkénych médiach
V danej kultivdcii boli pozorované morfologické charakteristiky kmenov Rhodotorula
glutinis, Sporobolomyces roseus a Cystofilobasidium capitatum kultivovanych v rovnakych
podmienkach a na rovnakych substrdtoch pouZivanych ako Zivné médid. Kultivdcia prebehla
sucasne so vSetkymi tromi kmefimi a boli testované produk¢éné média, ktoré obsahovali rozne
odpadové materidly.

= (séria 1) Inokulum I zdkladné, inokulum II A s kvasniénym autolyzdtom, inokulum II B s
jabl¢nou vlakninou, rozne produkéné média
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Obrazok 11: Morfologia buniek z prvej série roznych produkcénych médit

Podl'a mikroskopického pozorovania mdZeme vidiet’, ako sa spravali jednotlivé Studované
kvasinkové kmene na rovnakych produkénych médidch. Tvary buniek v kontrolych médidch
A nevykazuji Ziadné zvlaStnosti vo svojich morfologickych tvaroch. AvSak uz v kontrolnych
médidch B, kde inokulum II obsahovalo jablénd vldkninu, mdéZeme pozorovat’ u kvasinky
Sporobolomyces roseus gulaty tvar namiesto obvyklého ovdlneho tvaru, taktieZ u kvasinky
Cystofilobasidium capitatum je zrejma urcitd deformdcia buniek, ¢o bude pravdepodobne
zapri¢inené vplyvom niektorej zloZky z vldkniny, ktord pdsobi ako stresovy faktor. Stresové
prostredie moZeme pozorovat’ takmer vo vSetkych médidch okrem kontroly (jabléné Supky,
hruSkové Supky, jabl¢nd vldknina) u kvasinky Sporobolomyces roseus. Bunky su tu malé az
zakrpatené, v médiu s hruSkovymi Supkami vyzeraji ako stlaeny elipsoid. Kvasinka
Rhodotorula glutinis nevykazuje vyrazné odliSnosti v jednotlivych médidch, zda sa Ze rastla
skoro bezproblémovo v kaZzdom produkénom médiu s pridavkom odpadu. U
Cystofilobasidium capitatum je to podobné, avSak mierne zvrdsnenia buniek pozorujeme v
produkénych médidch s pridavkom jabl¢nej vldkniny a v médidch, kde inokulum II
obsahovalo taktieZ pridavok jabl¢nej vldkniny.
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Obrazok 12: Zmeny v zafarbeni roznych produkénych médii série 1

Na danych obrdazkoch je vidiet odlisSné zafarbenie pridukénych médii. Prevlidda tu
oranZovo-ruzové zafarbenie. Produkéné média s odpadnym substritom sui vyrazne bledSie
oproti kontrolnému médiu najmid u kvasinky Cystofilobasidium capitatum. Médid s
pridavkom jablCnej vldkniny st Casto zafarbené dohneda. Téato tmavé farba zakryva skutocné
zafarbenie médii u vSetkych troch Studovanych kmenov kvasiniek. U Rhodotorula glutinis a
najmid u kvasinky Sporobolomyces roseus si média s obsahom jablénych Supiek jemne
naruzovelé. Farby odpovedaji zrejme pripadnym zmendm v Struktiire a distribticii pigmentov.

= (séria 2) Inokulum I zdkladné, inokulum II zdkladné s kvasniénym autolyzdtom, rdzne
produkéné média:

Obrazok 13: Morfologia buniek 7 druhej série produkcnych médii

NajvyraznejSie zmeny v tvaroch buniek modZeme pozorovat' u kvasinky Sporobolomyces
roseus, kde u vSetkych produkénych médii s pridavkom odpadného substritu si bunky

53



vyrazne stresované. V médiu s upravenou srvitkou a pSeni¢nou kaSou sui bunky uzke,
zmenSené a bledé. V médiu s kukuriénymi klickami dokonca chyba aj charakteristické
zafarbenie obsahu bunky pozorované pod mikroskopom. U kvasinky Rhodotorula glutinis v
médiu s obsahom srvitky vidime okrdhly tvar buniek namiesto mierne ovdlneho
pozorovaného v kontrolnom médiu, ¢o moZe nasvedCovat’ urcitému stresovému prostrediu. V
ostatnych médidch s pridavkom odpadného substrdtu nepozorujeme zrejmé odliSnosti,
rovnako ako ani v médidch u kvasinky Cystofilobasidium capitatum.
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Obrazok 14: Zmeny v zafarbeni roznych produkénych médii série 2

V zafarbeni produkénych médii s pridavkom odpadného substritu prevldda slabé ruzové
zafarbenie, ktoré je vSak bledSie neZ v ruzovo-oranZzovom kontrolnom médiu. V médiédch s
pridavkom srvatky je vidiet zaujimavd vyraznd ruzZovud farbu. Srvitka zrejme pdsobi ako
zloZzka média, ktord je schopnd indukovat’ produkciu pigmentov v kvasinkovych bunkach. V
médidch kvasinky Rhodotorula glutinis vidime bledé oranZzové zafarbenie u vSetkych
produkénych médii odliSujice sa od ostatnych médii so Studovanymi kvasinkami. Této
odli$nost’ je sposobend nepldnovanym vypadkom osvetlenia v nezndmej dobe pocas 80-
hodinovej kultivicie v produkénych médidch prave tohto kmena. Z tychto obrdzkov vyplyva,
aké su doleZité vonkajsie podmienky kultivécie, a Ze akdkol'vek zmena mdze dand kultiviciu
zmenit’ bud’ negativne alebo pozitivne.

= (séria 3) Inokulum I zdkladné, inokulum II zdkladné s kvasniénym autolyzdtom, rdzne
produkéné médid, niektoré s pridavkom enzymového preparatu 1 alebo 2:
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Obrazok 15: Morfologia buniek 7 tretej série produkcnych médii

Rovnako ako aj v druhej sérii, najvicsie stresové prostredie je zrejmé u kvasinky
Sporobolomyces roseus. Bunky v nehydrolyzovanych médidch si malé, tizke, niektoré vel'mi
bledé bez charakterisktického zafarbenia pod mikroskopom. AvSak v produkénych médidch s
pridavkom enzymového preparatu 2 od plesne Fusarium solani, méZeme pozorovat urCité
zlepSenie v tvaroch buniek oproti nehydrolyzovanému médiu. V médidch s enzymovym
preparitom 1 od plesne Alternaria alternata si bunky podobne stresované ako v
nehydrolyzovanych médiach, 1 ked’ v médiich s cestovinami a pSeni¢nou kasou je vidiet’
mierne zlepSenie v morfolégii buniek. U kvasinky Cystofilobasidium capitatum nie sd
pozorobané a7 také vyrazné zmeny v morfoldgii buniek ako u Sporobolomyces roseus, bunky
si gulaté a puciace vo vSetkych médiach. V produkénom médiu s cestovinami su
najvyraznejSie bunky v médiu s pridavkom enzymového preparitu 2  oproti
nehydrolyzovanému médiu, kde st bunky bledé, ovélnejSie, akoby bez spravneho vntitorného
turgoru.
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Obrazok 16: Zmeny v zafarbeni roznych produkénych médii série 3

Zmeny v zafarbeni si viditelné takmer v kaZzdom produkénom médiu, okrem médii s
pridavkom vldkniny, kde hnedé sfarbenie opit prekryva pdvodnud farbu média. Kontrolné
média u vSetkych troch Studovanych kmetiov maji oranzové zafarbenie. V médidch s
pridavkom cestovin a pSeni¢nej kaSe mdZeme pozorovat' naozaj rdznorodé sfarbenie. U
kvasinky Cystofilobasidium capitatum st nehydrolyzované média vZdy o nieCo tmavsie nez
média s pridavkom enzymového prepardtu. U kvasinky Sporobolomyces roseus je to vSak
iné. Tu je tmavSie sfarbenie pozorovatelné v médidch hydrolyzovanych pomocou
enzymového preparatu 2, v ktorych bola pozorovana aj lepSia morfoldgia buniek. V médidch
s pridavkom cestovin, ¢i uz v nehydrolyzovanom alebo v hydrolyzovanych, mala kvasinka
Rhodotorula glutinis bledé ruzové zafarbenie, ako aj v médiu s pSeniCnou kaSou
hydrolyzovanou enzymovym preparditom 2. V médiu s pSenicnou kaSou a kaSou
hydrolyzovanou enzymovym prepardtom 1 pozorujeme najtmavsie zafarbenie oproti ostatnym
médidm s pridavkom odpadnych substrdtov u Rhodotorula glutinis, vynimajic médid s
vlakninou.

= (séria 4) Inokulum I zakladné, inokulum II zdkladné s kvasniénym autolyzatom, rdzne
produkéné médid, niektoré s pridavkom enzymového preparatu 3 alebo 4:
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Obrazok 17: Morfologia buniek zo stvrtej série produkcnych médii

V hydrolyzovanych médidch pomocou enzymového prepardtu 3 od kvasinkového
mikroorganismu Aureobasidium pullulans mdéZzeme pozorovat morfolégiu buniek najviac
podobni kontrolnému médiu u kvasinky Sporobolomyces roseus, a to najmid v
hydrolyzovanych médidch s pridavkom cestovin a pSeni¢nej kaSe. Takdto podobnost’ s
bunkami kontrolného média nebola pozorovand v Ziadnych hydrolyzovanych médidch
pomocou ostatnych pouZivanych enzymovych prepardtov. Uspesnost’ enzymového prepardtu
3 je pozorovatel'nd aj na bunkidch Cystofilobasidium capitatum v médiu s hydrolyzovanou
pSeni¢nou kasou. U kvasinky Rhodotorula glutinis nepozorujeme vyrazné odliSnosti v
morfoldgii buniek v jednotlivych médiach.
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Obrazok 18: Zmeny v zafarbeni produkcnych médii série 4

U vSetkych Studovanych kvasinkovych kmenov v hydrolyzovanych médidch s pridavkom
cestovin a pSenicnej kaSe enzymatickym preparitom 3 je jednoznac¢né tmavSie zafarbenie
média v porovnani s nehydrolyzovanym médiom, ktoré je o poznanie bledSie alebo s
hydrolyzovanym médiom enzymatickym prepardtom 4 s rovnakymi pridavkami odpadnych
substratov. U médii s pridavkom vldkniny sa opét’ nedd urCit’ zmena v zafarbeni v dosledku
prekrytia povodnej farby hnedym sfarbenim vldkniny. M6Zme povedat, Ze enzymaticky
preparét 3 ziskany od plesne Aureobasidium pullulans sa z morfologického hl'adiska javi ako
najvhodnej$i na hydrolyzu odpadnych substrdtov a ndslednd produkciu karotenoidov
kvasinkovymi kmenmi.
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5.4 Charakterizacia produkénych médii s pridavkom odpadnych substratov

5.4.1 Analyza redukujuicich sacharidov

V este nezaockovanych produkénych médiach s pridavkom odpadnych substratov boli pred
sterilaciou, po sterildcii, po 24 hodinovej hydrolyze apo druhej sterildcii stanovené
redukujice sacharidy metédou Somogyiho-Nelsona odpisanej v kapitole 4.4.6. Redukujice
sacharidy boli pre porovnanie stanovené aj v samotnych enzymatickych prepardtoch (v 15
ml). Pre vypofet mnozstva redukujicich sacharidov v médiu bola zostrojend kalibra¢na
krivka zdvislosti koncentracie na absorbancii. Vysledky su uvedené v nasledovnom grafe ¢.11
al2av tabulkdch 12 a 13.

Kalibraéna krivka redukujucich sacharidov
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Graf 11: Kalibracnd krivka zdvislosti koncentrdcie redukujiicich sacharidov na absorbancii

Tabulka 12: MnoZstvo redukujiicich sacharidov v gramoch v 125 ml médiu

red. sacharidy

(g/125 ml) pSeni¢na kasa cestoviny vlaknina
pred sterilaciou 0,002 0,024 0,364
po prvej sterilacii 0,245 0,026 1,321
po hydrolyze s E1 - AA

a naslednej sterilacii 2 0,821 1,686 2,635
po hydrolyze s E2 - FS

a naslednej sterilacii 2 1,047 0,891 2,478
po hydrolyze s E3 - AP

a naslednej sterilacii 2 1,839 1,077 1,529
po hydrolyze s E4 - PCH

a naslednej sterilacii 2 0,303 0,920 1,066
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Mnozstva redukujucich sacharidov v g/125 ml médium
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Graf 12: MnoZstvd redukujiicich sacharidov pred sterildciou, po sterildcii a po hydrolyzach
s ndslednou sterildciou v jednotlivych odpadovych substrdtoch

Z vysledkov uvedenych v tab.12 a grafe 12 je zrejmé, Ze enzymové preparaty zo vSetkych
4 pouzitych kmenov hib vykazovali hydrolytickd aktivitu voci sacharidom, ¢o sa prejavilo
vzostupom hodndt redukujicich cukrov po inkubdcii odpadu s enzymovymi preparatmi.
Nezanedbatelny vplyv na hodnotu redukujicich sacharidov ma v pripade komplexnych
odpadnych substritov aj samotna sterilizicia.

Tabulka 13: MnoZstvo redukujiicich sacharidov v enzymovych prepardtoch

red.sacharidy red.sacharidy
riedenie 1000x (g/15ml) (g/1,5ml)
E1 - AA 0,929 4,069 0,407
E2 - FS 0,409 1,791 0,179
E3 - AP 0,783 3,429 0,343
E4 - PCH 0,236 1,034 0,103

Na hydrolyzu média s odpadnym substratom bol pridany enzymovy prepardt v mnoZstve
1,5 ml. V tabulke 13 tieZ vidime, kol'’ko redukujicich sacharidov sme pridali do média spolu s

tymto preparitom, teda nie vSetky redukujice cukry vznikli hydrolyzou odpadnych
substratov.

5.4.2 Orientacné zastipenie extracelularnych hydrolaz v enzymovych preparatoch

Analyza obsahu hydrolytickych enzymov bola prevedend v paralelnej diplomovej praci
a v sucasnej dobe sui k dispozicii len orientacné tudaje o aktivite protedzy, alfa-amylazy
a celuldzy. Udaje v semikvantitativnej forme st uvedené v nasledujticej tabulke.
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Tabulka 14: Orientacné zastiipenie jednotlivych hydroldz v enzymovych prepardtoch

[preparét proteaza Alfa-amylaza celulaza

El - AA + +++ ++(+)
E2 - FS +++ +(+) ++-+H
E3 - AP ++(+) + ++(+)
E4 - PCH ++ ++(4) ++

5.5 Produkcia karotenoidov na réznych typoch kultivaénych médii

Prica bola zamerand predovsetkym na sledovanie zmien produkcie B-karoténu, pretoze

P

v

karotenoidov tiez najvacsi prakticky vyznam. Z d’alSich metabolitov sa stanovoval lykopén a

ergosterol,

doprovodny metabolit karotenoidov s aktivitou provitaminu D. Analyza

karotenoidov bola prevedend na chromatografickej koléne Kinetex metédou HPLC s UV/VIS
detekciou (kap. 4.5.3). V nasledujicich grafoch su uvedené vysledky kultivacii zo vSetkych
Styroch sérii produkénych médii.

5.5.1 Produkcia karotenoidov pouzivanych kmernov v kultivaénych sériach 1-4 na
roznych produkénych médiach

Tabul’ka 15: Prehl’ad ndrastu biomasy a obsahu karotenoidov v 1. sérii kultivatnych médii

B-karotén ergosterol lykopén
oznaé., Kultiry jsuSina (g/l)konc. (ug/g susiny)konc.(ug/g susiny)konc. (ug/g susiny)
RG A kontrola 9,531 1232,357 2553,423 4945488
A vlaknina 9,815 668,010 1446,863 2607,669
A jablko 5,873 186,633 3457,393 121,754
A hruska 3,928 104,652 2411,006 93,738
B kontrola 7,748 1053,053 2788,229 5868,029
B vlaknina 9,308 319,311 974,119 882,463
B jablko 5,671 157,434 1938,715 143,185
SR A kontrola 3,349 1966,491 4056,228 1779,143
A vlaknina| 4,778 919,605 3280,831 735,934
A hruska 3,143 3419,298 7222,806 1993,149
A jablko 2,622 5110,590 7650,722 2075,986
B kontrola 4,613 2034,619 4849,422 2151,001
B vlaknina 5,200 2975,259 7328,530) 3586,259
B jablko 2,349 4954315 8149,101 2492345
cC A kontrola 5,570 133,314 2749,826 328,618
A hruska 2,334 168,504 4089,002 955,086
A jablko 4,048 847,548 3486,795 103,965
A vlaknina| 4,611 72,920 3000,287 1454,523
B kontrola 4,383 488,375 4136,525 961,501
B vlaknina 5,702 84,275 2516918 1249,392
B jablko 4,048 108,586 1697,932 244,029

64



Rhodotorula glutinis

1400,00 - M susina*100 (g/l)
1200,00 - H b-karotén (ug/g sus) v
M ergosterol/10 (ug/g sus)
1000,00 - O lykopén/10 (ug/g sus)
800,00 -

600,00 -
400,00 -

200,00 -
0,00 -
: 2 )
¢ & & e &
Q ! > ) Q L) e
O F e S @ P oY
v ¥ TR @

Graf 13: Produkcia karotenoidov 1. série produkcnych médii kvasinkou Rhodotorula glutinis
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Graf 14: Produkcia karotenoidov 1. série produkcnych médii kvasinkou Sporobolomyces roseus



Cystofilobasidium capitatum

= susina*100 (g/l)

1600,00 . .

_ W b-karotén (ug/g sus)
1400,00 ~ .

_ @ ergosterol/10 (ug/g sus)
1200,00 7 O lykopén (ug/g sus)
1000,00 _ _
800,00
600,00 -
400,00 -
200,00 ~ L:I:L
0,00 - ‘

Graf 15: Produkcia karotenoidov 1. série produkcnych médii kvasinkou Cystofilobasidium capitatum

Ako mozeme vidiet' z grafov 13-15, vyS$i ndrast biomasy u kvasinky Sporobolomyces
roseus bol pozorovany v médiach s jabl¢nou vldkninou, a to v médiu A a eSte viac v médiu B,
kde inokulum II obsahovalo namiesto kvasni¢ného autolyzdtu taktieZ jabl¢nu vldkninu. V
tychto médiach mozZeme vidiet aj niekol’kondsobne zvySenu produkciu karotenoidov a
ergosterolu oproti kontrolnému médiu. ZvySené produkcie karotenoidov (B-karotén az 5110,6
png/g sus) pozorujeme aj v médiu s obsahom jablénych a hruskovych Supiek s
predchadzajicou kultiviciou na ino IT A s kvasnicnym autolyzitom aj B s jabl¢nou vldkninou.
U kvasinky Rhodotorula glutinis vyS$i narast biomasy oproti kontrolnému médiu nie je. Tu
vSak mdzeme pozorovat’ zvySenu produkciu lykopénu (5868 pg/g sus) v kontrolnom médiu,
kde predchéadzajica kultivicia bola na ino II B s obsahom jabl¢nej vldkniny, a taktiezZ v médiu
s obsahom jabl¢nej vldkniny (2607,7 ng/g sus). Ani u kvasinky Cystofilobasidium capitatum
nie je pozorovany ndrast biomasy oproti kontrole, s vynimkou produkéného média B s
vldkninou. Zvysené produkcie B-karoténu vidime v médidch A s obsahom jabl¢nych (847,5
pg/g sus) a hruskovych Supiek, a v B kontrolnom médiu, kde ino II obsahovalo jabl¢ni
vldkninu. Vyssi ndrast lykopénu vidiet’ v médidch A aj B s pridavkom vldkniny (A: 1454,5 a
B 1249.,4 ug/g sus) a produkcia ergosterolu je vyraznd najmd v B kontrolnom médiu (4136
ug/g sus) a v produkénom médiu A s obsahom jablénych Supiek. Vytazky B-karoténu na
ovocnych odpadoch dosahuji aj pri kultivacidch na trepackach niekol’ko mg/g suSiny, tieto
hodnoty st mimoriadne perspektivne.

Tabul’ka 16: Prehl'ad ndrastu biomasy a obsahu karotenoidov v 2. sérii produkénych médii

B-karotén ergosterol lykopén
oznad.kultiry suSina (g/l)konc. (ug/g sus)konc. (ug/g sus)konc. (ug/g sus)
RG |kontrola 3,584 176,971 2817,693 134,901

cestoviny 6,603 194,330 2042,224 225,972
pSeni¢na kasa 6,198 237,648 3054,597 193,571
kukur. klicky 6,552 257,917 1706,150 269,690
Syrov. upravena 6,502 389,361 2086,312 104,670
Syrov. neupravend 7,778 61,768 1373,557 26,039
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SR  |kontrola 5,935 1139,129 3151,014 1277,557
cestoviny 3,498 3067,110 8907,628 1697,793
Seni¢na kasa 3,803 1244773 5654,334 677,300

kukur. klicky 3,803 1585,094 3029,578 1194,286

Syrov. upravend 2,424 2691,297 6065,045 1800,699

Syrov. neupravend 3,704 3191,235 4494,340 501,889

CC |kontrola 9,536 104,724 3030,681 589,115
cestoviny 2,550 172,927 5496,021 225,369
Seni¢na kasa 4,443 43,272 1378,061 34,918

kukur. klicky 6,313 123,405 2198,878 60,187

Syrov. upravena 7,403 28,521 1601,473 75,597

Syrov. neupravend 8,961 94,274 1536,549 18,975
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Graf 16: Produkcia karotenoidov 2. série produkcénych médii kvasinkou Rhodotorula glutinis
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Graf 17: Produkcia karotenoidov 2. série produkcnych médii kvasinkou Sporobolomyces roseus
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Graf 18: Produkcia karotenoidov 2. série produkcénych médii kvasinkou Cystofilobasidium capitatum

V druhej sérii kultivacnych médii boli testované odpadné substraty — cestoviny, kukuricné
klicky, pSeni¢nd kaSa, upravend a neupravend srviatka. U kvasinky Rhodotorula glutinis
mdzeme pozorovat ndrast biomasy vo vSetkych médidch s odpadnym subtratom oproti
kontrolnému médiu. Rovnako tu pozorujeme aj zvySené produkcie B-karoténu, a to najmi v
médiu s upravenou srvatkou (389,4 ug/g sus). Narast produkcie B-karoténu vSak v pripade
druhej série médii nebol tak vysoky ako u ovocnych odpadov, ceredlne substrity su pre
karotenogénne kvasinky zrejme obtiaznejSie utilizovatelné. ZvySenui produkciu ergosterolu
mdzeme ndjst’ v médiu s obsahom pseni¢nej kase. Kvasinka Sporobolomyces roseus nemala
zvysené produkcie biomasy, pozorujeme tu skor jej pokles. Produkcia B-karoténu bola vSak
zvySend vo vSetkych produkénych médiach, najviac s pridavkom cestovin a neupravenej
srvéitky. V rovnakych médidch pozorujeme aj zvySené produkcie ergosterolu (cestoviny 8907
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pg/g sus). V produkénych médiach s obsahom odpadnych substrdtov bol pozorovany pokles
biomasy aj karotenoidov a v niektorych médach aj ergosterolu u kvasinky Cystofilobasidium
capitatum. Jediny nérast produkcie B-karoténu midZeme vidiet v médiu s obsahom cestovin
(172,9 ng/g sus). V tomto médiu bol aj jedind zvySend produkcia ergosterolu 5496 (ug/g

sus).

Tabulka 17: Prehlad produkcie karotenoidov 3. série produkcnych médii

B-karotén ergosterol lykopén
konc. (ug/g
oznad. kultary suSina (g/1) |konc. (ug/g sus§) |konc. (ug/g sus) sus)

RG  |kontrola 6,643 310,785 1502,558 600,094
vldknina 7,251 64,979 1349,423 59,256
vldknina +E1 7,738 33,977 1537,254 52,607
vldknina +E2 7,099 89,426 1798,950 70,129
cestoviny 7,039 256,960 1575,227 250,535
cestoviny +E1 7,515 98,281 1313,684 153,180,
cestoviny +E2 5,509 284,013 823,634 317,761

Seni¢nd kasa 6,056 110,856 2269,671 187,463
pSeniC. kasa+E1 6,218 309,708 707,599 416,336
pSenic.kasa +E2 5,235 69,159 1589,574 199,395

GR  kontrola 4,679 414,869 3395,450 1776,189
vldknina 3,944 981,812 1882,002, 1018,744
vldknina +E1 4,514 3209,031 2890,642] 3978,704
vldknina +E2 5,158 1300,704 1412,561 1362,201
cestoviny 4,877 3881,464 4007,618 4295,959
cestoviny +E1 4,208 1914,503 3106,162, 2309,845
cestoviny +E2 5,340 3545,198 2562,455 789,826
pSeni¢nd kasa 5,348 1169,061 3533,750 1234,143

Senié. kaSa+E1 3,927 546,716 1676,184 573,012
pSenic.kasa +E2 5,819 594,424 2084,237 824,279

cc |kontrola 6,900 37,592 2576,436 1336,006
vldknina 5,055 35,763 1326,412, 79,131
vldknina +E1 3,688 38,890 780,493 304,354
vldknina +E2 2,730 52,914 586,099 80,076
cestoviny 6,373 22,910 1834,223 99,093
cestoviny +E1 4,959 20,198 1416,771 290,371
cestoviny +E2 5,534 29,111 1538,678 192,441

Seni¢nd kasa 6,373 21,058 679,209 95,161
pSeniC. kasa+E1 4,443 61,924 528,118 185,072
Seni¢.kasa +E2 4,623 183,199 866,249 591,148
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Graf 19: Produkcia karotenoidov 3. série produkcnych médii kvasinkou Rhodotorula glutinis
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Graf 20: Produkcia karotenoidov 3. série produkcnych médii kvasinkou Sporobolomyces roseus
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Graf 21: Produkcia karotenoidov 3. série produkcnych médii kvasinkou Cystofilobasidium capitatum

Produk¢né média v tretej sérii obsahovali okrem kontrolného glukézového média a
kontrolnych médii s vybranym odpadnym substritom aj médid s pridavkom vybranych
hydrolyzovanych odpadnych substratov. Hydrolyzované média mali dobré vyuzitie v
produkcii biomasy najmi u kvasinky Rhodotorula glutinis. ZvySené produkcia bola hlavne v
médidch hydrolyzovanych enzymovym preparitom 1, CiZze ziskanom z plesne Alternaria
alternata. Produkcia -karoténu a lykopénu sa mierne zvySovala alebo znizovala v zavislosti
od daného produkéného média, no vZdy bola nizSia neZ v kontrolnom glukézovom médiu (3-
karotén 310,8 pg/sus., lykopén 600,1 pg/sus.). V produkcii ergosterolu nie je vidiet' velké
odliSnosti, najvyssia produkcia bola zaznamend v nahydrolyzovanom médiu s pSeni¢nou
kaSou.

V produkcii biomasy u kvasinky Sporobolomyces roseus je to opacné. Najvyssie produkcie
st zretelné v médidch hydrolyzovanych enzymovym prepardtom 2 od plesne Fusarium
solani. Ako najlepsSie médid pre produkciu karotenoidov sa osvedCili médid s vlakninou
hydrolyzovanou enzymovym preparitom 1 (B-karotén 3209 pug/su$.), cestoviny
hydrolyzované enzymovym preparatom 2 (B-karotén 3545,2 ug/su§) a médium s
nehydrolyzovanymi cestovinami (B-karotén 3881,5 pg/sus.). Zmeny v produkcii B-karoténu
prrebiehaji rovnakym smerom ako zmeny v produkcii lykopénu. Produkcie ergosterolu st vo
vSetkych médidch pomerne vysoké, najnizsie st vSak v médiu s vldkninou hydrolyzovanou
enzymovym prepardtom 2 a v hydrolyzovanych médiach s pSeni¢nou kasou.

U kvasinky Cystofilobasidium capitatum sa v zvySenej produkcii biomasy neosvedcilo
Ziadne z hydrolyzovanych médii. V produkcii B-karoténu vSak vyrazne vystupuje médium s
pSeni¢nou kaSou hydrolyzované enzymovym preparitom 2 od Fusarium solani (183,2
pg/sus.). V tomto médiu je aj zvySena produkcia lykopénu, najvyssia je vSak v kontrolnom
glukézovom médiu (1336 pg/sus.). Najvyssia produkcia ergosterolu je rovnako v kontrolnom
gluk6zovom médiu.
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Vysledky kultivacii s hydrolyzovanymi odpadmi potvrdzuju selektivitu pdsobenia
enzymov voci jednotlivym typom odpadov aj Specifikd metabolizmu individudlnych druhov
kvasiniek.

Tabul’ka 18: Prehlad produkcie karotenoidov 4. série kultivacnych médii

B-karotén ergosterol lykopén

oznad. [kultary susSina (g/l) [konc. (ug/g sus) konc. (ug/g sus) konc. (ug/g sus)
RG kontrola 7,677 215,862 1640,918 369,717
vldknina 7,383 29,201 2180,454] 51,341
vldknina +E3 7,545 57,093 757,769 64,553
vlaknina +E4 7,160 60,938 1120,287 38,188
cestoviny 7,150 119,320 2255,688 172,280,
cestoviny +E3 7,120 106,204 2321,681 127,213
cestoviny +E4 6,350 139,808 2889,856 246,635
pSeni¢nd kasa 6,643 52,841 1456,076 139,528
pSenic. kaSa+E3 6,745 23,057 606,749 0,966
Seni.kasa +E4 7,454 64,843 2315,782] 155,218
SR lkontrola 3,010 3824,846 5673,551 3738,884
vlaknina 3,514 2782,523 8434249 1152,079
vlaknina +E3 4,043 2544866, 7128,239 1313,393
vlaknina +E4 3,357 3438,451 6494,754] 1466,666
cestoviny 3,704 4776,381 10891,605 2465,362
cestoviny +E3 3,820 2988,287 5188,2006 3148,239
cestoviny +E4 3,803 4319,160, 8890,786 1905,603
Seni¢nd kasa 3,349 3787,805 8445,594] 2203,920
pSenic. kasa+E3 3,969 3736,739 7290,179 1834,071
SeniC.kasa +E4 4,456 2103,394] 6721,833 874,027
CC kontrola 6,493 101,709 1862,765 645,258
vldknina 5,090 26,153 496,002 33,540
vlaknina +E3 3,077 68,811 1136,572 322,075
vldknina +E4 3,820 48,866 891,510 138,391
cestoviny 5,474 35,602 1785,812 190,756
cestoviny +E3 4,635 37,088 1179,139 738,005
cestoviny +E4 3,533 67,068 2868,727 982,718
pSeni¢nd kasa 4,815 331,038 2809,319 158,923
Senié. kasa+E3 4,395 322,579 4138,698 200,992
psSenic.kasa +E4 5,678 47,370, 2607,893 46,096
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Graf 22: Produkcia karotenoidov 4. série produkcnych médii kvasinkou Rhodotorula glutinis
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Graf 23: Produkcia karotenoidov 4. série produkcnych médii kvasinkou Sporobolomyces roseus
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Graf 24: Produkcia karotenoidov 4. série produkcnych médii kvasinkou Cystofilobasidium capitatum

Kultivacnd séria 4 obsahovala rovnaké produkc¢né médid s odpadnymi substratmi ako séria
3. Hydrolyzacia substrdtov vSak bola prevedend s inymi enzymovymi preparatmi. Produkcia
biomasy kvasinky Rhodotorula glutinis sa v jednotlivych médidch nijak vyrazne neliSila.
Najvyssia dosiahnutd produkcia B-karoténu a lykopénu bola v kontrolnom glukézovom médiu
(215,9 ug/g sus.). Urcité zvysené produkcie karotenoidov i ergosterolu vS§ak mdézme vidiet’ v
produkénych médiach s pridavkom cestovin (-karotén 139,8 pg/g sus., lykopén 246,6 ug/g
suS. a ergosterol 2889,9 ug/g sus.). Ani u kvasinky Sporobolomyces roseus sa produkcia
biomasy vyrazne nezvysSila, ¢i neznizila. Mierny ndrast oproti kontrolnym médidam s
pridavkom odpadného substratu je vidiet v ich hydrolyzovanych médidch enzymovym
preparatom 3 od plesne Aureobasidium pullulans. ZvySené produkcie B-karoténu su vyrazné v
médidch s obsahom cestovin (4776 ug/sus.), cestovin hydrolyzovanych enzymovym
prepardatom 4 (4319,2 ug/sus.) a pSenicnej kase (3787 ug/sus.). U kvasinky Cystofilobasidium
capitatum opat nemdzme pozorovat vyrazny ndrast biomasy v niektorom z kultivaénych
médii. V produkcii B-karoténu v§ak m6zme v médiu s pSeni¢nou kasou a v hydrolyzovanom
médiu s pSeni¢nou kaSou enzymovym preparitom 3 vidiet najviacsi ndrast v porovnani
produkcie v ostatnych produkénych médiach. Produkcia tu dosahuje hodnoty 331 a 322,6 ug
B-karoténu/g susiny. V tychto médiach je aj navysSia produkcia ergosterolu (4138,7 ug/g
suS.). ZvySené produkcie lykopénu ndjdeme v produkénych médidch s cestovinami
hydrolyzovanymi enzymovym prepardtom 3 a 4 od plesne Aureobasidium pullulans a
Phanerochaete chrysosporium (738 a 982,7 ug lykopénu/g susiny).

Aj vysledky dalSich kultivacii s hydrolyzovanymi odpadmi potvrdzuji selektivitu
posobenia enzymov voc¢i jednotlivym typom odpadov aj Specifikdi metabolizmu
individudlnych druhov kvasiniek. Pokial’ ide o produkciu biomasy, nevykazuji Studované
kvasinky zdsadné rozdiely, 1iSia se vSak vyznamne v zmenach produkcie pigmentov podla
zloZenia média, typu odpadného substratu a spdsobu jeho spracovania. Dosiahnuté vytazky
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pigmentov predstavuji velmi perspektivnu stratégiu pre pripadnd priemyselnd produkciu
pigmentov pomocou karotenogénnych kvasiniek.

V nasledujicej tabul’ke je zhrnuty prehl’ad najlepSich dosiahnutych produkcii biomasy, -
karoténu a celkovych karotenoidov (suma karoténu + lykopénu) u Studovanych kmenov
a zvySenie v porovnani s kontrolnou kultiviciou daného kmena..

Tabul’ka 19: Porovnanie produkcie karoténov na odpadoch

kmen Zdroj C enzym biomasa (g/1)| B-karotén |3-karotén + Priemerny
(mg/g sus) | lykopén |nasobok —
(mg/g sus) | zvySenie
produkcie
karoténov
R. glutinis kontrola - 7,70 0,21 0,58 -
R. glutinis jablcnd vldknina - 9,80 0.67 3,25 5,6 x
R. glutinis pSenicnd kasa AA 6,20 0,31 0,72 1,2 x
S. roseus kontrola - 3,34 1,97 3,70 -
S. roseus jablcnd vldknina - 5,20 2,98 6,50 2x
S. roseus cestoviny - 3,70 4,77 7,23 2x
S. roseus srvatka - 2,42 2,70 4,54 2x
S. roseus jablcné Supky - 2,60 5,10 7,25 3Ix
S. roseus jablcnd vldknina| PCH 3,36 3,43 4,89 1.8x
S. roseus cestoviny PCH 3,80 4,31 6,45 2x
S. roseus cestoviny AP 3,82 2,99 6,14 1,7 x
S. roseus pSeni¢na kasa AP 3,97 3,74 5,60 2x
S. roseus cestoviny FS 5,30 3,60 4,20 13x
S roseus jablcnd vldknina| AP 4,02 2,54 3,90 1.2x
S. roseus pSeni¢nad kasa PCH 4,46 2,10 2,95 1.1x
S. roseus jablcnd vldknina| AA 4,50 3,21 7,70 2.2x
C. capitatum |kontrola - 5,50 0,13 0.48 -
IC. capitatum  |p3enitnd kasa FS 4,62 0,18 0,77 1,6 x
|C. capitatum |cestoviny PCH 3,50 0,67 1,05 22X

5.6 Testovanie metody LC/MS pre analyzu karotenoidov

Analyza B-karoténu, lykopénu, ergosterolu a vzoriek vyizolovanych z produkénych médii
kvasiniek R. glutinis, S. roseus a C. capitatum bola prevedend v spojeni LC/MS na
chromatografickej koléne Kinetex C18 za izokratickych podmienok s prietokom mobilnej
fazy 0,8 ml/min (kapitola 4.5.7). Zrovnavacie chromatogramy vSetkych kmenov a Standardov
su uvedené v prilohdch 1-4. Typicky chromatogram karotenoidov z kvasinky Rhodotorula
glutinis spolo¢ne s identifikvanymi pikmi je uvedeny na obr. 19.
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Hlavné pigmenty zastipené v chromatogamoch sa daji identifikovat' Ciastocne podla
zhody reten¢nych Casov s dostupnymi Standartmi (B-karotén, lykopén, ergosterol) a d’alej
pomocou kombindcie dat z absorpénych spektier a hmotnostnych spektier. Hmotnostné
spektrd vzoriek Studovanych kvasiniek si uvedené v d’alSom texte (kap.5.6.2).

5.6.1 Separacia karotenoidov metédou HPLC/PDA

Iy
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Obréazok 19: Typicky HPLC chromatogram karotenoidov pritomnych v extrakte Rhodotorula glutinis
po 80-hodinovej kultivdcii v produkcnom médiu [31]

Pomocou HPLC/PDA/ESI-MS boli identifikované nasledujice latky: pik 1 (3.81 min) —
torularhodin alkohol (absorpcné maxima 419, 452, 496 nm; m/z 552.9 ; pik 2 (4.96 min) —
torularhodin (absorpéné maxima 425, 453, 486 nm; m/z 565.97); pik 3 (7.25 min) — torulen
(absorpéné maxima 453, 489, 518 nm; m/z 534.38); pik 4 (12.79 min) — lykopen (absorpcné
maxima 438, 469, 518 nm; m/z 536,63) a pik 5 — B,B-karoten (absorpéné maxima 425, 450,
483 nm; m/z 536.46 ). Kolona Restek C18, prietok 0,5 ml/min.

Chromatogramy ostatnych analyzovanych kvasinek uvedené v prilohdch vykazuju vcelku
podobné profily ako kvasinka Rhodotorula glutinis a vzniknuté pigmenty odpovedaji
prisluSnym vetvdm biosyntetickej drdhy uvedenej v kap. 2.2.2.

Chromatografickd analyza zmesi prirodnych karotenoidov predstavuje pomerne zloZity
problém, najmi pokial’ ide o identifikdciu jednotlivych zastupcov aich derivatov. HPLC je
preferovand metéda, avSak casto neumoziiuje dostatocnd separdciu hlavne polohovych
izomérov. Pokial se pouzije kombindcia detektorov umoZnujica subezni detekciu
absorpénych spektier (obr. 20) a hmotnostnych spektier, je mozné dosiahnit pomerne
uspokojivé identifikdcie aspont hlavnych zastupov karotenoidov aj cez to, Ze rovnako
absorp¢né spektra karotenoidov vykazuji zna¢nd podobnost’.
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Obrazok 20: Absorpcné spektrd Standartov karotenoidov (Helios Alfa, Unicam)

5.6.2 Analyza karotenoidov pomocou on-line LC/MS

Hmotnostnd spektrometria opisand v kap.2.8.2 je absolutnd metéda a umoZnuje
kvalitatnivnu analyzu i takych latok, ku ktorym nie sdi dostupné Standarty. Latky su
identifikované pomocou molekulovej hmotnosti (m/z). Pokial’ je tento udaj porovnany s
polohou piku a absorpnym spektrom, je mozné aspon niekotym derivatom priradit’ pik len na
zéklade ich m/z, u tychto latok vSak nie je mozné previest’ kvalitativnu analyzu.

V predloZenej praci bol k dispozicii ako ioniza¢ny zdroj len elektrosprej. I ked existuje
viacej prac vyuZzivajucich tento sposob ionizacie pri analyze karotenoidov [46], optimalnou
formou ionizacie pre nepoldrne karotenoidy je skor chemickd ionizédcia za atmosferického
tlaku (APCI). V ESI-MS usporiadani sa karotenoidy analyzuji skor v pozitivhom mdde, ale
pokial neobsahuji heteroatém (napriklad kyslik), nemoZno ionizdcie v elektrospreji
dosiahnut’. Ur¢itd moznost’ predstavuje pridavok halogenovaného rozpustadla (chloroform).
Tato varianta bola pouZité pri ziskani hmotnostnych spektier Standartov lykopénu (obr. 21) a
B-karoténu, ktorych HPLC/PDA chromatogramy boli tiez namerané. Priamym ndstrekom
extraktu kvasiniek do MS detektoru bolo ziskané hmotnostné spektrum karotenoidov z
kvasinky Rhodotorula glutinis (obr.22, 23) [55].

Molekuldrny ién lykopénu i B-karoténu, M*, je viditelny pri hodnote m/z = 536. Ciary o

hodnote m/z = 288 a 316 v MS spektre Standartu B-karoténu boli identifikované ako ftalaty a
pochédzaju zrejme z laboratérnych plastov.
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Obrazok 21: Chromatogram HPLC/PDA a hmotnostné spektrum Standartu lykopénu
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Obréazok 22: Hmotnostné spektrum sStandartu f-karoténu v roznej forme zdznamu
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Obrazok 23: Hmotnostné spektrum extraktu R..glutinis [55]

V predlozenej praci boli prevedené analyzy metédou LC/MS okrem Standartov aj u
extraktov kvasiniek Cystofilobasidium capitatum, Rhodotorula glutinis a Sporobolomyces
roseus. lonizdcia a néslednd detekcia pigmentov i ergosterolu neboli u vsetkych kmenov
porovnatel'ne uspeSné, najlepSie vysledky boli dosiahnuté u kvasinky Cystofilobasidium
capitatum. Ako vyplyva z hmotnostného spektra uvedeného na obr. 24 a prisluSného
chromatogramu, je mozné v hmotnostnom spektre ndjst cCiary odpovedajice
torularhodinaldehydu (m/z 550,78) a torulenu (m/z 534,72). Podobne ergosterol je patrny len
u kvasinky Rhodotorula aurantiaca, kde tvori mali odozvu pri m/z 398,54, obr. 25.
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Obrazok 24: Hmotnostné spektrum karotenoidov kvasinky C. capitatum (m/z 534,72 torulen, m/z
550,70 torularhodinaldehyd)
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Obrazok 25: Hmotnostné spektrum ergosterolu od kvasinky R. aurantiaca(m/z 396,54 ergosterol)

Celkovo mdzeme zhrnit, Ze kombinovand technika HPLC/PDA/MS-ESI predstavuje
zlepsenie analyzy, je mozné dosiahnut’ nizsich limitov detekcie, identifikovat” molekuldrne
i6ony karoténov a xantofylov. Na zdklade kombinécie dat boli urCené semikvantitativne
zastupené pigmenty u analyzovanych druhov kvasiniek, tab. 20.

Tabulka 20: Orientacné zastiipenie jednotlivych pigmentov v extraktoch kvasiniek ziskané pomocou
LC/PDA/MS (uvedené aj retencné casy, kolona Kinetex C18)

torularhodin [torularhodin
kvasinka B-karotén lykopén torulén [aldehyd
C.capitatum - + 8,11 +++ 7,8 ++ 7,05 ++ 4.38
R.aurantiaca ++ 8.5 + 8,16 + 715 +/- + 45
R.glutinis +++ 8,29 - + 7,40 - + 4,05
S.roseus +++ 8,57 - + 7,68 - + 4,14
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6 DISKUSIA

Karotenoidy st jedny z najro$irenejSich prirodzenych pidmentov, ktoré si pritomné vo
vStkych typoch Zivych organizmov. Spdsobuju charakteristické ZIté, oranzové az Cervené
zafarbenie buniek. S schopné reagovat’ s kyslikom, ¢im sa 'ahko oxiduji a tym chrénia Zivé
organizmy pred posobenim vol'nych radikdlov.

V poslednych rokoch sa intenzivne Studuje mikrobiologickd produkcia karotenoidov a jej
mozné vyuZitie pred syntetickou vyrobou. Riesi sa vyber vhodnych producentov a moznosti
reguldcie kultivacii za ucelom maximalnej produkcie pigmentov, ktord by nebola na tkor
produkcie samotnej biomasy.

Téato praca bola zamerand na porovanie moznosti reguldcie produkcie karotenoidov
u vybranych kmetiov karotenoidnych kvasiniek. Studované kmene boli kultivované v §tyroch
kultivacnych séridch na r6znych produkénych médidch s vyuzitim odpadnych substratov. V
tretej a Stvrtej sédii boli vybrané druhy odpadov hydrolyzované pomocou enzymovych
prepardatov od Styroch kmenov plesni. A to Alternaria alternata, Fusarium solani,
Aureobasidium pullulans a Phanerochaete chrysosporium. Tieto enzymové preparity
rozlozili polysacharidy obsiahnuté v pouZzitych odpadnych substrdtoch na jednoduchsie cukry,
lepsie vyuziteI'né kvasinkovymi bunkami.

K $tddiu zmien v produkcii karotenoidov a biomasy boli pouZité tri kvasinkové kmene.
Jednalo sa o kmene Rhodotorula glutinis, Sporobolomyces roseus a Cystofilobasidium
capitatum. Ked'Ze v minulych pracach uz boli stanovené rastové charakteristiky R. glutinis
a S. roseus, v tejto praci bola premerand rastova charakteristika len kvasinky C. capitatum.
Rastova krivka vykazovala dvojstupfiovy narast typicky pre karotenogénne kvasinky. Prvé
mierne maximum sa nachddzalo okolo 60. hodiny rastu, druhé okolo 110. hodiny, kde
nasledne rast prechddzal plynule do staciondrnej fazy. Okrem ndrastu biomasy sa sledovali aj
zmeny v produkcii B-karoténu a ergosterolu. Maximd produkcie pigmentov sa prakticky
prekryvaji s maximami produkcie biomasy. U ergosterolu vidime ndrast produkcie hlavne v
druhej Casti exponencidlnej fazy. ObcCasné maxima je mozné vidiet’ aj pocas staciondrnej fazy
rastu.

K analyze pigmentov bola pouZzitdi metéda HPLC s UV/VIS detekciou na vybranej
chromatografickej kolone Kinetex C18. Stanovenie mnozZstva karotenoidov a ergosterolu bolo
prevedené pomocou externej kalibracie metédou kalibracnej krivky. Ku kvantitativnemu
vyhodnoteniu bola pouzita zavislost’ plochy pikov jednotlivych Standartov na koncentracii.

Analyzované kmene kvasiniek kultivované v rovnakych produkénych médidch s
pridavkom odpadnych substratov reagovali na tieto podmienky odliSne.

Kvasinka Rhodotorula glutinis vyprodukovala najviac biomasy zo vSetkych skiimanych
produkénych médii okrem kontrolného gluk6zového média v médiu s jablénou vldkninou, ¢i
uz hydrolyzovanou (najmid enzymovym preparitom 1 a 3) alebo nehydrolyzovanou. V
hydrolyzovanych médiich série 3 a 4 mala zvySené produkcie biomasy oproti kontrole, a to
najmd v médiu s hydrolyzovanou vldkninou enzymovym preparitom 1 (7,738 g/l) a
enzymovym preparatom 3 (7,545 g/l). U kvasinky Sporobolomyces roseus boli najvyssie
dosiahnuté produckie biomasy v hydrolyzovanych médidch s enzymovym prepardtom 2 od
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plesne Fusarium solani. Biomasa tu dosahovala hodnoty 5,819 g/l v médiu s hydrolyzovanou
pSeni¢nou kasou. V médiu s hydrolyzovanou vldkninou produkcia dosahovala 5,158 g/l a s
hydrolyzovanymi cestovinami 5,340 g suSiny/l média. Kvasinka Cystofilobasidium capitatum
mala najvysSie produkcie biomasy v kontrolnych glukézovych médidch (9,536 g/l). Zvysené
produkcie vS§ak ndjdeme aj v médidch s pridavkom lyofilizovanej srvatky (8,961 g/1).

Najvyssie produkcie B-karoténu spomedzi Studovanych kvasiniek ndjdeme u kvasinky
Sporobolomyces roseus. SucCasne vsak tito kvasinka produkuje najmensie mnoZstvo biomasy,
¢o je problematické pre jej potencidlne priemyselné vyuzitie. V médiach s jablénymi Supkami,
ktorym predchdadzali ino II s kvasnicnym autolyzatom i s pridavkom jabl¢nej vldkniny miesto
kvasniéného autolyzdtu, mali najvysSie dosiahnuté produkcie B-karoténu v porovnani s
ostatnymi produkénymi médiami 5110,6 a 4954,3 pg/g suS. ZvySené produkcie oproti
kontrolnym médidm sa pozorujeme aj v hydrolyzovanych médiiach s pridavkom cestovin
(4319,16 pg/g sus.) i v nehydrolyzovanych médiadch s pridavkom cestovin (4776,38 ug/g
su$.). Kvasinka Rhodotorula glutinis mala najvys$Siu produkciu B-karoténu v kontrolnom
gluk6zovom médiu (1232,4 pg/g sus.). V ostatnych produkénych médiach bola produkcia
vzdy niz§ia neZ v kontrolnych médiach. U Cystofilobasidium capitatum nédjdeme najvyssiu
produkciu B-karoténu v médiu s obsahom jabl¢nych Supiek, ktorému predchadzalo ino II s
kvasni¢nym autolyzatom. Z produkénych médii s obsahom odpadnych subtratov sa najlepSie
javilo médium s pSeni¢nou kaSou a s hydrolyzovanou pSeni¢nou kasou enzymovym
preparatom 3 od plesne Aureobasidium pullulans, kde produkcia dosiahla 322,58 pg [3-
karoténu/g sus$. oproti kontronému médiu s produkciou 101,7 pg B-karoténu/g sus.

V produkcii lykopénu sa najviac darilo opit’ kvasinke Sporobolomyces roseus. Najvyssiu
dosiahnutd produkciu nijdeme v médiu s cestovinami (4295,96 pg/g sus.), v médidch s
obsahom hydrolyzovanej vlakniny ndjdeme tieZ zvySené produkcie. U Rhodotorula glutinis je
najvyssia produkcia lykopénu v kontrolnych médiach , ktorym predchadzali ino II s
kvasni€nym autolyzdtom (4945,9 pg/g sus.) aj s jablénou vldkninou (5868 ug/g sus.).
ZvySené predukcie ndjdeme aj v médiu s obsahom vldkniny (2607,7 pg/g sus.). Rovnako aj u
kvasinky Cystofilobasidium capitatum nidjdeme najvyssie produkcie lykopénu v kontrolnych
médiach (1336 pg/g sus.) a v médidch s obsahom vldkniny (1454,5 pg/g sus.). ZvySené
produkcie ndjdeme aj v hydrolyzovanych médidch s obsahom cestovin enzymovymi
preparatmi 3 (738 ng/g sus) a 4 (982,7 ug/g sus.)

Taktiez v produkcii ergosterolu bol zaznamenany najvyS$i ndrast u kvasinky
Sporobolomyces roseus. MoZme teda usudzovat, Ze ako karotenoidy, tak aj ergosterol je
vytvdrany kvasinkou rovnako regulovanou metabolickou drdhou. Kvasinka vykazovala
zvysené hodnoty vo vsetkych produkénych médidch. NajvyssSiu produkciu vSak ndjdeme v
produkénom médiu s obsahom vajecnych cestovin (10891,6 ug/g sus.). Kvasinka
Rhodotorula glutinis produkovala v priemere podobné mnozstva ergosterolu vo vsetkych
produkénych médidch, rovnako ako aj kvasinka Cystofilobasidium capitatum. Tu vSak
obcasné zvysSené produkcie ndjdeme v médidch s obsahom vaje¢nych cestovin (5496 ug/g
sus.).

Celkovo moZme zhrnit’, Ze k najvyraznejsSej indukcii produkcie pigmentov dochddza u
kvasinky Sporobolomyces roseus, niekedy vSak na ukor produkcie biomasy. V niektorych
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hydrolyzovanych produkénych médidch mdZeme pozorovat, Ze ndrast biomasy sa nezniZil,
dokonca sa mierne zvysil (s enzymovym preparitom 2 od Fusarium solani a 3 od
Aureobasidium pullulans) a produkcia karotenoidov bola taktieZ zvySend. Naopak reagovala
na produkéné média s obsahom odpadnych substratov kvasinka Cystofilobasidium capitatum.
Produkcia biomasy sa oproti kontrolym médiam vzdy znizila, produkcia karotenoidov bola
zvySend len v médiu s obsahom pSeni¢nej kase. Kvasinka Rhodotorula glutinis najlepSie
reagovala v produkcii biomasy na médium s obsahom vldkniny, hydrolyzovanej i
nehydrolyzovane;j.

Vhodnymi kombindciami nutricnych zdrojov a stresovych podmienok moézeme docielit
niekol’kondsobné zvysenie produkcie karotenoidov bez vyrazného poklesu produkcie
biomasy. Vyuzivanie odpadovych substritov je ekonomicky vyznamné i ekologicky
prospesné. Takto obohatend biomasa by mohla byt vyuZiteInd napriklad v krmivarskom
priemysle, ziskané pigmenty na vyrobu rdznych farmaceutickych alebo potravinarskych
prepardtov.
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7 ZAVER

Cielom priace koncipovanej ako porovnavacia Stddia bola reguldcia produkcie
karotenoidov a ergosterolu s vyuZzitim odpadnych substrdtov. Vybrané odpadné substrity boli
hydrolyzované pomocou hydrolytickych enzymov produkovanych extracelularne vybranymi
kmenimi plesni. Sledovali sa rozdiely v produkcii biomasy, karotenoidov a ergosterolu
v jednotlivych  produkénych médidch utroch pouzivanych kvasinkovych kmenov
kultivovanych sticasne v Styroch kultiva¢nych séridch.

U kvasinky Cystofilobasidium capitatum bola prevedend kompletnd rastova charakteristika
pozostdvajica zo zostrojenia rastovej krivky, premerania mnozstva vyprodukovanej biomasy i
zdkalu. Dalej bola analyzovand produkcia B-karoténu a ergosterolu behom kultivécie.

Bolo zistené, Ze rast biomasy aj produkcia sledovanych metabolitov si charakteristické
dvojfdzovym prebehom s dvoma lokdlnymi maximami.

VSetky pouZzivané kvasinkové kmene boli kultivované na produkénych médidch s obsahom
odpadnych subtrdtov nehydrolyzovanych alebo hydrolyzovanych pomocou enzymovych
preparatov. Reakcia na tieto médid bola druhovo Specificka. Zatial' ¢o kvasinka Rhodotorula
glutinis mala najvysSie produkcie biomasy a pigmentov v kontrolnych médiach, obc¢as v
médidch s pridavkom hydrolyzovanej 1 nehydrolyzovanej vldkniny, kvasinka Sporobolomyces
roseus mala zvySené produkcie biomasy aj karotenoidov v médidch hydrolyzovanych
enzymovymi prepardtmi, najviac od Fusarium solani a Aureobasidium pullulans.
Hydrolyzované produkéné média najviac nevyhovovali v produkcii biomasy kvasinke
Cystofilobasidium capitatum. Tu vSak bola zaznamenané zvySené produkcie karotenoidov v
hydrolyzovanych médiach enzymovym prepardtom 3 s pridavkom pSeni¢nej kaSe, v
hydrolyzovanom médiu s pridavkom vajeCnych cestovin enzymovym preparitom od
Aureobasidium pullulans a Phanerochaete chrysosporium boli vyprodukované zvySené
mnoZstva ergosterolu. VSetky pouZité enzymové prepardty vykdzali aktivitu protedzy, alfa-
amylazy aj celulazy.

V préaci bola prevedenda optimalizdcia chromatografickej analyzy karotenoidv vyberom
najvhodnejSej chromatografickej kolény. Z pomedzi troch testovanych kolon s odliSnymi
parametrami sa ako najlepSie javila koléna Kinetex C18, ktord dosahovala najniZSie reten¢né
Casy testovanych Standartov a redlnych vzoriek z kultivacie kvasinky C. capitatum, ako aj
najvacsiu kvantitativnu odozvu signdlu. Téato koléna bola vybrand ako najvhodnejSia z
testovanych a boli na nej prevedené kalibracie sledovanych metabolitov pomocou Standartov.

Nakoniec bola testovand novd metdéda chromatografickej analyzy s hmotnostnym
detektorom LC/MS. Na kol6nu boli aplikované vzorky vybranych Standartov aj redlne vzorky
z kultivacii na kontrolnych médidch. Hmotnostné spektra Standartov B-karoténu a lykopénu
boli namerané pomocou ionizicie v elektrospreji. lonizdcia a ndslednd detekcia pigmentov i
ergosterolu v extraktoch vybranych kvasiniek neboli u vSetkych kmenov porovnatel'ne
uspeSné, najlepSie vysledky boli dosiahnuté u kvasinky Cystofilobasidium capitatum.
Testovand kombinovand technika HPLC/PDA/MS-ESI predstavuje zlepSenie analyzy,
umoziuje dosiahndt’ nizsie limity detekcie a identifikovat’ molekuldrne i6ny koroténov a
xantofylov.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

uv
MS
PDA
APCI
ESI
LC
HPLC
UPLC
HMG-CoA
RG
CC
SR
AA
FS
AP
PCH

Ultra-violet = ultrafialové svetlo

Hmotnostné spektrometria

,,Photo-diode array* (detektor diodového pola)
Chemicka ionizacia v atmosférickom tlaku
Ionizécia elektrosprejom

Kvapalinova chromatografia

Vysoko-tc¢inna kvapalinova chromatografia
Ultra vysoko-tlakd kvapalinovéd chromatografia
B-hydroxy-methylglutaryl-CoA

Rhodotorula glutinis

Cystofilobasidium capitatum

Sporobolomyces roseus

Alternaria alternata

Fusarium solani

Aureobasidium pullulans

Phanerochaete chrysosporium
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10 PRILOHY
Priloha 1: standarty namerané metodou RP-HPLC s UV/VIS detekciou, izokratickou eliiciou, mobilnd
fdza methanol, pri prietoku 1,0 ml/min

[mv]
& RB ]
T T £
o 2 3 6 _, ¢ 1o 12 1 i

A: Standart fB-karoténu — koléna Kinetex C18

o

1) 2 1) & . & o 12 s
B: Standart lykopénu — kolona Kinetex C18
L
e
E - 2

C: Standart ergosterolu — koléna Kinetex C18
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Priloha 2:
detekciou,

Chromatogramy extraktu kvasinky C. capitatum namerané metédou RP-HPLC s UV/VIS
izokratickou eliiciou, mobilnd fdza methanol, pri prietoku 1,0 ml/min

Voltage

-20

539 9

65 10

104 14

1098 15

— CiClarity\AH\seria2+ECC kontrola,b-kar

1441 16
159 17

0

Time.

10

15

A: Chromatogram B-karoténu extraktu kvasinky C. capitatum — kolona Kinetex C18

m

=

Voltage

04 1

4an 7

550 8

— CiClarity\AH\seria 1+E\CC kontrola,ergosterol

669 9
730 10
83 1t
930 12

o

2

Time

6

8

B: Chromatogram ergosterolu extraktu kvasinky C. capitatum — kolona Kinetex C18

10
[min. ]
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Priloha 3: Chromatogramy extraktu kvasinky R. glutinis namerané metodou RP-HPLC s UV/VIS

detekciou, izokratickou eliiciou, mobilnd fdza methanol, pri prietoku 1,0 ml/min

80

60

Voltage

40

20

1“4 2

— CiClarity\AH\seria1+E\RG kontrola,b-kar

T T
0 5 10
Time.

A: Chromatogram [-karoténu extraktu kvasinky R. glutinis — kolona Kinetex C18

5

Voltage

55 6
79 7

8% 8

kontrola,erg

943 9

o 2 4 6 8
Time

B: Chromatogram ergosterolu extraktu kvasinky R. glutinis — kolona Kinetex C18

10
[min.]
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Priloha 4: Chromatogramy extraktu kvasinky S. roseus namerané metédou RP-HPLC s UV/VIS
detekciou, izokratickou eliiciou, mobilnd fdza methanol, pri prietoku 1,0 ml/min

— CAClarity\AH3 seria2010\SR kontrola,b-kar

¥ 150
g
s
=
100
504
L S
T T o
0o 3
1) s 10 15
e [rmin.]

A: Chromatogram [-karoténu extraktu kvasinky S. roseus — kolona Kinetex C18

— CiClarity\AH\2 seria2010\SR A kontrola,ergosterol

34 8

Voltage

5 Rg 2 bt 8 €
7 7 7
1 4 6 1 0
Time: [min.]

B: Chromatogram ergosterolu extraktu kvasinky S. roseus — kolona Kinetex C18
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