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ABSTRAKT 

Cílem předloņené bakalářské práce bylo vyuņití lipidických odpadů a odpadního 

glycerolu jako zdrojů uhlíku při kultivaci karotenogenních kvasinek. Celkem bylo 

ke kultivaci pouņito ńest kmenů kvasinek: Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra, 

Rhodotorula aurantiaca, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus a Spo-

robolomyces shibatanus.  

Vńechny studované kmeny kvasinek byly schopny utilizovat jak glycerol, tak řep-

kový olej jako zdroj uhlíku. Kultivace na oleji byla u větńiny kmenů doprovázená sní-

ņenou produkcí karotenoidů a pouze v některých případech zvýńenou produkcí ergoste-

rolu, lykopenu a biomasy. Větńina kmenů kvasinek kultivovaná na glycerolu 

produkovala zvýńené mnoņství karotenoidů i biomasy. Jako nejlepńí producent karote-

noidů i biomasy byl prokázán kmen Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4, kultivovaný 

na médiu obsahujícím glukózu a glycerol v poměru 1:1. 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Karotenoidy, Rhodotorula sp., Cystofilobasidium sp., Sporobolomyces sp., glycerol, 

olej. 

ABSTRACT 

The aim of this study was use of lipid waste substrates and waste glycerol as car-

bon sources for red yeasts. Six yeast strains, namely Rhodotorula glutinis, Rhodotorula 

rubra, Rhodotorula aurantiaca, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus 

and Sporobolomyces shibatanus were used for cultivation. 

All studied yeast strains were able to utilize glycerol and rapeseed oil as a carbon 

source. Cultivation in oil medium was in most of strains accompanied by decreased 

production of carotenoids. Increased production of ergosterol, lycopene and biomass 

was observed in some strains only. Most of yeast strains cultivated in glycerol medium 

produced increased amount of biomass as well as carotenoids. The best producer of bi-

omass and pigments was yeast strain Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4 grown in 

medium containing glucose and glycerol in a 1:1 ratio. 

KEYWORDS 

Carotenoids, Rhodotorula sp., Cystofilobasidium sp., Sporobolomyces sp.,glycerol, oil. 
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1 ÚVOD 

 

Karotenoidy slouņí v lidském organismu jako významné biologické antioxidanty, 

jako regulátory imunitního systému a jsou proto předmětem intenzivního zkoumání. 

Mnohé studie předpokládají, ņe antioxidační aktivita karotenoidů je klíčovým faktorem 

při sniņování výskytu mnoha nemocí. Lidský organismus ale není schopen syntézy ka-

rotenoidů a musí je proto přijímat stravou. Farmaceutický průmysl produkuje nejrůzněj-

ńí vitamínové preparáty, potravinové doplňky a barviva. 

Výskyt karotenoidů byl prokázán u větńiny rostlin, kde jsou součástí fotosyntetic-

kého aparátu, a také byly prokázány u některých druhů kvasinek, kde jsou součástí bu-

něčné membrány a plní zde funkci fotoprotekce. V současné době je získávání karote-

noidů extrakcí z rostlinných materiálů poměrně náročná a drahá záleņitost, z tohoto 

důvodu jsou zkoumány moņnosti optimalizace mikrobiologické produkce karotenoidů 

na různých odpadních substrátech. 

Těmito odpadními substráty mohou být různé sekundární produkty zemědělství, 

potravinářství a dalńích odvětví. Mohou to být i rostlinné oleje, které ńpatným sklado-

váním ņlukly, nebo byly jiņ pouņity k tepelné úpravě pokrmů a stávají se tedy odpadem, 

jeņ je ekologickou zátěņí pro ņivotní prostředí. Tyto odpadní látky bývají v dneńní době 

zpracovávány na bionaftu, a nebo také mohou slouņit jako levný zdroj uhlíku a nenasy-

cených mastných kyselin pro kultivaci mikroorganismů. Dalńím odpadním produktem 

dneńní doby je surový glycerol, který vzniká jako odpad v průběhu stále se zvyńující 

produkce bionafty. Obsahuje mnoho nečistot jako je například voda, anorganické a or-

ganické soli, stopy glyceridů, mýdel a zeleninových pigmentů a jeho přečińtění na čistý 

glycerol je velmi nákladné, ale z hlediska biotechnologického představuje i surový gly-

cerol vyuņitelný zdroj uhlíku pro kultivaci mikroorganismů.  

Předloņená bakalářská práce se zabývá optimalizací metod kultivací karotenogen-

ních kvasinek na odpadních lipidických substrátech a glycerolu. Jako lipidický odpadní 

substrát byl vyuņit řepkový olej, jenņ byl jediným zdrojem uhlíku v médiích. Obdobně 

tomu bylo i v případě glycerolových médií s tím, ņe typy těchto médiích byly dva a dru-

hé médium obsahovalo glycerol spolu s glukosou v poměru 1:1. Na těchto médiích byly 

kultivovány následující kmeny karotenogenních kvasinek: Rhodotorula glutinis, Rho-

dotorula rubra (nyní Rhodotorula mucilaginosa), Rhodotorula aurantiaca, Cystofilo-

basidium capitatum, Sporobolomyces roseus a Sporobolomyces shibatanus. Cílem kul-

tivací jednotlivých kmenů bylo stanovit podmínky kultivace a médium, jehoņ sloņení by 

vedlo ke zvýńené produkci karotenoidů a zároveň negativně neovlivnilo nárůst biomasy.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Karotenoidy 

Karotenoidy jsou rozńířenými ņlutými a oranņovými pigmenty bakterií, řas, kvasi-

nek, rostlin a zvířat. Doposud bylo zjińtěno celkem 750 přírodně se vyskytujících druhů 

karotenoidů. Karotenoidy hrají významnou roli fotoprotektivní, schopnost inaktivace 

reaktivních forem kyslíku, pohlcování záření krátkých vlnových délek záření a účastní 

se regulace fyzikálních vlastností biomembrán v lidském i zvířecím organismu. Lidé ani 

zvířata nejsou schopni biosyntézy karotenoidů a jsou tedy zcela závislí na jejich příjmu 

potravou [1].  

Tyto sloučeniny jsou také přítomny ve vńech fotosyntetizujících organismech, jako 

jsou bakterie, sinice, řasy a vyńńí rostliny, kde slouņí jako pomocné anténní systémy 

fotosyntetického aparátu. U rostlin se vyskytují v květech, ovoci a také v kořenech 

a způsobují ņluté aņ červené zbarvení např.: mrkve, rajčat a paprik. U rostlin slouņí jako 

hormony, pigmenty a vonné látky [2].  

2.1.1 Struktura karotenoidů 

Větńina karotenoidních látek se řadí mezi tetraterpeny, tedy mezi terpenoidy for-

málně obsahující osm izoprenových jednotek. Jejich barevnost je způsobena řetězcem 

konjugovaných dvojných vazeb, který se vyskytuje v několika základních strukturách 

a jejich kombinacích. Karotenoidy se dělí na dvě hlavní skupiny [3]: 

2.1.1.1 Uhlovodíky nazývané karoteny 

Nejjednoduńńím typem karotenů je acyklický polynenasycený uhlovodík fytoen. 

Acyklické karoteny se, s výjimkou lykopenu, nacházejí v potravinářských materiálech 

jen v malém mnoņství. Doprovázejí zde alicyklické karoteny a xantofyly. Alicyklické 

karoteny vznikají enzymově katalyzovanou cyklizací na jednom nebo obou koncích 

acyklických ψ-karotenů, kdy se tvoří β-jononové struktury v β-karotenech 

a  α-jononové struktury v ε-karotenech. α-karoten, β-karoten a γ-karoten jsou prekurzo-

ry retinolu. Řadí se proto mezi provitaminy A. Konverzí jedné molekuly β-karotenu 

vznikají dvě molekuly vitamínu A [3, 4]. 
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Obrázek 1: Acyklické karoteny lykopen a fytoen [3]. 
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Obrázek 2: Obrázek strukturních vzorců vitamínu A, β-karotenu a α-karotenu [3, 4]. 

2.1.1.2 Kyslíkaté sloučeniny odvozené od karotenů, které se nazývají xan-

tofyly. 

Primárně vznikají jako produkty biochemické oxidace karotenů. V potravinách se 

v malém mnoņství vyskytují xantofyly odvozené od acyklických karotenů, jako jsou 

např.: 1,2-epoxylykopen, coņ je pigment přítomný v rajčatech. Kryptoxanthiny jsou 

monohydroxysubstituované deriváty alicyklických karotenů. Vyskytují se mnohem čas-

těji, neņ xanthofyly. Nacházejí se např.: v rostlinných pletivech (α-kryptoxanthin). 

Obecně jsou xanthofyly hlavními karotenoidy rostlin [3].  
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Obrázek 3: Hydroxysubstituovaní a dihydroxysubstituovnané karotenoidy [3]. 

Oxidací těchto sloučenin vznikají tzv alleny (dieny s kumulovanými dvojnými 

vazbami), které se vzácně vyskytují v přírodě. Jsou to např.: Neoxanthin a foliaxanthin. 

Přesmykem 5,6-epoxidů vzniká dalńí skupina xantofylů označovaná jako cyklopen-

tylketony nebo také κ-karoteny např.: kapsanthin a kapsorubin. [3].  

Významnou avńak malou skupinou xanthofylů jsou apokarotenoidy.  Jsou to slou-

čeniny, které obsahují v molekule méně neņ 40 atomů uhlíku. Vznikají ńtěpením mole-

kuly karotenoidů. Tyto sloučeniny vykazují různé biologické funkce. Nejvýznamnějńím 

apokarotenoidem je vitamin A1 [3]. 

2.1.2 Vlastnosti karotenoidů 

Karotenoidy jsou extrémně hydrofobní molekuly s malou nebo ņádnou rozpustností 

ve vodě. Dalo by se tedy očekávat, ņe budou omezeny na hydrofobní oblasti v buňce, 

jako je hydrofobní jádro biomembrán, kromě případů, kdy se nacházejí společně 

s proteiny, coņ jim umoņňuje přístup k vodnímu prostředí. Polární funkční skupiny sa-

mozřejmě mohou změnit polaritu karotenoidů a umoņňují jejich interakce s jinými mo-

lekulami [5]. 

Celková velikost a tvar molekuly jsou velmi důleņité ve vztahu k vlastnostem 

i funkcím karotenoidů. Vńechny barevné karotenoidy v trans konfiguraci mají konjugo-

vaný systém dvojných vazeb a jsou to lineární molekuly. Cis izomery vńak jiņ nejsou 

jednoduché lineární molekuly. Tendence cis-izomerů krystalizovat nebo agregovat je 

obvykle velmi malá, a proto cis-izomery mohou být snadněji rozloņitelné, absorbova-

telné, a transportované neņ trans-izomery [5]. 
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Obrázek 4: A – cis a trans konfigurace jednoduchých vazeb polyenového řetězce, 

B - cis a trans konfigurace dvojných vazeb polyenového řetězce [4]. 

Karotenoidy mají v buňkách velkou schopnost fotoprotekce, která je realizována 

prostřednictvím zháńení singletového kyslíku, inaktivací volných radikálů kyslíku 

a zháńení excitovaných tripletových stavů molekul. Hydrofobní jádro biomembrán se 

skládá z polynenasycených mastných kyselin a je potenciálním terčem útoku volných 

kyslíkových radikálů, které mohou přímo vést k degradaci membrán. Kromě vńech fy-

zikálních mechanismů zapojených do fotoprotektivního účinku karotenoidů ovlivňují 

karotenoidní pigmenty lipidové membrány, zejména jejich strukturní a dynamické 

vlastnosti a také sniņují jejich oxidační degradaci. Přítomnost polárních karotenoidů 

v lipidické vrstvě fosfolipidů má vliv na fyzikální vlastnosti membrány, modulaci 

membránové fluidity a mění bariérové vlastnosti pro průnik malých molekul včetně 

kyslíku [1]. 

2.1.3 Vyuţití karotenoidů 

Karotenoidy jsou od nepaměti pouņívané v potravinářském průmyslu jako barviva 

potravin. K tomuto účelu se pouņívají čerstvé i suńené části rostlin a palmový olej, který 

také obsahuje karotenoidní pigmenty. Přidávají se do krmiva dojnic i drůbeņe pro zajiń-

tění ņádoucí pigmentace mléka, vajec a masa. Pouņívají se k barvení mnoha potravin 

např.: margarínů, sýrů, jogurtů, zmrzlin, ovocných dņusů, dresingů, mouky, těstovin atd. 

[3]. 

Karotenoidy působí jako biologické antioxidanty a jako regulátory imunitního sys-

tému, které jsou předmětem intenzivního zkoumání. Mnohé studie předpokládají, ņe 

antioxidační aktivita karotenoidů je klíčovým faktorem při sniņování výskytu mnoha 

nemocí, ale je třeba také poznamenat, ņe v některých vysoce rizikových skupinách 

(např. kuřáci), mohou mít vysoké dávky karotenoidů neņádoucí účinky. Také bylo zjiń-

těno, ņe karotenoidy indukují apoptózu T-lymfocytů buněčné linie a mohou chránit sta-

bilitu genomu [6]. 
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2.2 Kvasinky 

České slovo kvasinky a jeho ekvivalenty v mnoha jiných jazycích jsou zaloņeny na 

fermentačních schopnostech kvasinek zkvańovat sacharidy na ethanol a oxid uhličitý. 

Slovo kvasinka je tedy často spojováno se schopností kvasit. Ve skutečnosti, to není 

neobvyklé, v některých oblastech molekulární biologie jsou slova "kvasnice" 

a "Saccharomyces" chápána jako synonyma. Objev, ņe některé taxony patří do čeledi  

Basidiomycetes, rozńířila vnímání přírody kvasinek. Důsledkem tohoto zjińtění bylo 

zařazení těchto heterotrofních eukaryotických organismů mezi houby [7, 9]. 

2.2.1 Cytologie kvasinek 

Vegetativní kvasinková buňka se skládá ze silné a pevné buněčné stěny, cytoplaz-

my, jeņ obsahuje mnoho membránových struktur a jádro, které je od cytoplazmy oddě-

leno dvojitou jadernou membránou. Pohybové orgány, jako jsou bičíky, kvasinky nema-

jí [7].  

2.2.1.1 Buněčná stěna 

Buněčná stěna udává buňce tvar a chrání ji před mechanickými vlivy prostředí. Ob-

sahuje velké póry, jimiņ mohou procházet pouze nízkomolekulární látky. Hlavní sloņ-

kou buněčné stěny je síť polysacharidů (glukany), která je vyplněna bílkovinami. Obsa-

huje malé mnoņství lipidů a fosfolipidů a dále fosforečnany vázané esterovými vazbami 

na polysacharidy.  Tyto fosfátové zbytky spolu se skupinami –COOH bílkovin udávají 

buňkám kvasinek negativní náboj. Tento náboj ovlivňuje adsorpci látek z ņivného pro-

středí. Na povrchu stěny kvasinek mohou být patrné jizvy po pučení, nazývané jizvy 

zrodu [7]. 

2.2.1.2 Cytoplazmatická membrána  

Cytoplazmatická membrána často nazývaná plazmalema je poměrně tenká mem-

brána o tlouńťce 7,5-8 nm. Skládá se z lipidů a proteinů. Je sídlem transportních mecha-

nismů a umoņňuje příjem, či transport látek z buňky do prostředí. Je volně propustná 

pouze pro malé molekuly bez náboje, čímņ tvoří osmotické rozhraní mezi buňkou 

a vnějńím prostředím [7].  

2.2.1.3 Cytoplasma 

Je u mladých buněk průhledná homogenní hmota, obsahující membránové útvary, 

jakými jsou endoplasmatické retikulum, mitochondrie, vakuoly, Golgiho aparát a jádro. 

Endoplasmatické retikulum je tvořeno systémem dvojitých membrán s poměrně velký-

mi póry, na jejichņ povrchu se nacházejí zrníčka polynomů, v nichņ se syntetizují bílko-

viny. Mitochondrie jsou sídlem dýchacích enzymů a probíhá zde syntéza některých mi-

tochondriálních bílkovin. Jsou nositeli mimojaderné dědičnosti, protoņe obsahují vlastní 

DNA i RNA. Vnitřní membrána tvoří vchlípeniny směrem dovnitř, neboli kristy. Sklá-

dají se hlavně z fosfolipidů, lipidů a bílkovin.  

Vakuola je kulovitý útvar obklopený jednoduchou membránou. Uvnitř vakuol se 

nacházejí hydrolytické enzymy, jako proteinasy, ribonukleasa a esterása. Jsou tedy mís-

tem, kde dochází k rozkladu těch struktur buněk, které mají krátký poločas rozpadu 

(RNA a některé enzymy apod.). Dále obsahují polyfosfáty a velkou zásobu draselných 
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iontů, aminokyselin a purinů.  

Golgiho aparát je membránový útvar připomínající několik propojených měchýřků 

nebo cisteren uloņených rovnoběņně vedle sebe. Funkcí tohoto aparátu je nejspíńe 

transport prekurzorů buněčné membrány z cytoplasmy přes cytoplasmatickou membrá-

nu. Jádro je od cytoplasmy odděleno dvojitou membránou s velkými póry. Jádro se na-

chází přibliņně ve středu buňky a nacházejí se v něm chromozomy, jadérko a pólové 

tělísko [7]. 

 

Obrázek 5: Buňka kvasinky [7]  

2.2.2 Rozmnoţování kvasinek 

2.2.2.1 Vegetativní rozmnoņování 

Nejčastějńím způsobem vegetativního rozmnoņování kvasinek je pučení. Samotné 

pučení začíná v mateřské buňce, která jiņ dosáhla kritické velikosti a dochází v ní 

k syntéze DNA a buněčných organel. Poté dochází k lokálnímu zeslabení buněčné stě-

ny. Vlivem pnutí a turgoru dochází k vytlačování cytoplasmy v oblasti ohraničené no-

vou buněčnou stěnou, která je syntetizována glukan- a chitinsyntetázou. Chitin, (poly-

mer N-acetylglukosamin), vytváří prstenec pro spojení mezi mateřskou a dceřinou 

buňkou. Tento chitinový prstenec nakonec vytvoří charakteristickou jizvu zrodu po bu-

něčném dělení. Nejprve do pupenu vstoupí drobné vakuoly a mitochondrie. Současně 

dojde k mitotickému dělení jádra a jeho migrace k pupenu. S jádrem přecházejí do buň-

ky nově vytvořeného pupenu také dalńí sloņky cytoplasmy. Po uzavření spojení mezi 

dorostlou dceřinou buňkou a mateřskou buňkou větńinou dochází k jejich oddělení, ale 

v některých případech buňky zůstávají spojeny i po několikerém dělení. Celý proces 

buněčného dělení trvá za optimálních podmínek kolem dvou hodin [7].  

1-buněčná stěna 

2-jizva zrodu 

3-cytoplasmatická membrána 

4-jádro 

5-jaderná membrána 

6-vakuola 

7-endoplasmatická membrána 

8- mitochondrie 

9-glykogen 

10- volutin 

11- lipidy 

12-Golgiho aparát 
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Obrázek 6: Pučící buňka kvasinky (vlevo), jizva zrodu zachycená elektronovým mi-

kroskopem (vpravo) [8]  

2.2.2.2 Pohlavní rozmnoņování 

Mnohé kvasinky mají schopnost mnoņit se pohlavně. Výsledkem tohoto rozmno-

ņováni jsou pohlavní spory. Na základě umístění pohlavních spor jsou kvasinky rozdě-

leny na Ascomycotina, u nichņ jsou spory uloņeny v asku (askospory) a Basidiomycoti-

na, u nichņ jsou spory umístěné vně sporotvorných buněk (exospory) [7].  

Při pohlavním rozmnoņování dochází ke spájení dvou haploidních buněk (konjuga-

ce). Následnou karyogamií vzniká diploidní jádro, které se dále dělí meiózou ve čtyři 

haploidní jádra, která jsou základem pohlavních spor, nebo se dělí dalńí mitózou a pak 

teprve vznikají spory. V ņivotním cyklu kvasinek se pravidelně střídají haploidní a di-

ploidní fáze buněk [7]. 

U askosporogenních kvasinek dochází při spájení dvou haploidních buněk ihned 

také ke karyogamii, čímņ vzniká diploidní buňka,  neboli zygota. Spájení můņe probíhat 

buď mezi stejně velkými buňkami, kdy se jedná o izogamní spájení, nebo mezi velkými 

a malými buňkami, coņ je příznačné pro heterogamní spájení. K heterogamnímu spájení 

můņe docházet mezi mateřskou a dceřinou buňkou. Spájení mezi buňkou a jejím potom-

stvem je moņné pouze u tzv. homothalických kmenů. Heterothalické kmeny, jsou po-

hlavně rozlińené kmeny kvasinek, u nichņ ke spájení dochází mezi buňkami opačného 

párovacího typu [7]. 

Druhy kvasinek tvořící exospory, zvané sporidie, byly zařazeny do rodů Leucospo-

ridium a Rhodosporidium. Při spájení opačných párovacích typů dochází k tvorbě dvou-

jaderné micelární fáze, protoņe nedochází ke karyogamii. Po mitóze obou jader je kaņdá 

buňka heterokaryotická. Po určité době dochází ke spájení jader v teliospoře, coņ je 

koncový, nebo interkalární kulovitý tmavý útvar se silnou stěnou. Teliospora pak klíčí 

ve formě protomycelia, v němņ nastává meióza. Pučením se následně z protomycelia 

oddělují jednobuněčné sporidie [7].  
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2.2.3 Kvasinky produkující karotenoidy 

Kvasinky produkující karotenoidy náleņí mezi rody tvořící bazidiospory, tedy mezi 

Basidiomycotina. Basidiomycotina jsou dále děleny na perfektní a imperfektní stádia. 

Mezi perfektní stádia karotenogenních kvasinek náleņí čeledi Sporidiobolaceae, kam 

náleņí rody Rhodosporidium a Sporidiobolus, a rody Cystofilobasidium, Xantho-

phyllomyces, které náleņí do čeledi Filobasidiaceae . Mezi imperfektní stádia karoteno-

genních kvasinek náleņí rody Rhodotorula a Sporobolomyces, náležící do čeledi Sporo-

bolomycetacea a rody Cryptococcus a Phaffia, patřící do čeledi Cryptococcaeae [8]. 

2.2.3.1 Cystofilobasidium 

Díky přítomnosti karotenoidů tvoří oranņové, lososově aņ skořicově zbarvené ko-

lonie. Tvar buněk je vejcovitě protáhlý. Nepohlavně se rozmnoņují polárním nebo bipo-

lárním pučením. Netvoří ballistokonidie. Některé druhy mohou vytvářet pseudohyfy. 

Při pohlavního rozmnoņováním vytváří pravá mycelia a tmavě pigmentované teliospo-

ry, které klíčí v přisedlé basidiospory. Vytvářejí koenzymy Q9 a Q10 a obsahují xylu-

lósu. Jednotlivé druhy karotenogenních kvasinek jsou Cystofilobasidium bisporii, 

Cystofilobasidium capitatum a Cystofilobasidium infirmominiatum. Tyto druhy nejsou 

schopny zkvańovat glukósu a mají přísně aerobní metabolismus. Cystofilobasidium ca-

pitatum je kultivováno pro jeho vysokou produktivitu koenzymu Q 10, β-karotenu, toru-

lenu a torularhodinu [9, 10]. 

 

 

Obrázek 7: Zleva Cystofilobasidium bisporii a Cystofilobasidium capitatum [9] 

2.2.3.2 Xanthophyllomyces 

Rod Xanthophyllomyces se vegetativně rozmnoņuje pučením. Buňky mohou být 

zapouzdřeny. Nevytváří pravé mycelium. Pohlavně se mohou rozmnoņovat heterogam-

ním spájemím mateřské a dceřinné buňky. Syntetizují karotenoidní pigmenty, vlivem 

nichņ se kolonie zbarvují oranņově aņ lososově. Obsahují extracelulární sacharidy jako 

jsou  xylózy a rhamnosy a produkují koenzym Q10. Za určitých podmínek jsou schopny 

asimilovat glukuronát. Druhem syntetizujícím karotenoidy je Xanthophyllomyces den-

drorhou. Bylo zjińtěno, ņe kmeny Xanthophyllomyces dendrorhous izolované z různých 

částí světa vykazuje jistou druhovou fungicidní aktivitu, která je smrtící pro kmeny Klo-

eckera apiculata, Rhodotorula sloffiae a R. minuta [9, 11]. 
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Obrázek 8: Zleva bipolární pučeni a multilaterální pučení Xanthophyllomyces den-

drorhou [12]. 

2.2.3.3 Rhodosporidium  

Barva kolonií na pevných médiích zahrnuje odstíny ņluté, oranņové aņ červené. 

Rody Rhodosporidium tvoří karotenogenní pigmenty, obsahují koenzymy Q9 a Q10 

a mohou také produkovat aminokyseliny a lipidy. Tvar kvasinek je vejčitý. Vegetativně 

se rozmnoņují pučením. Nejsou schopny zkvańovat cukry. Jako zdroje energie mohou 

vyuņívat galaktósu, trehalosu a glycerol, ale nedokáņí jiņ asimilovat laktosu, 

D-glucosamin, erythritol a inositol. Mezi rody Rhodosporidium náleņí druhy Rhodospo-

ridium habjeuae, Rhodosporidium dacryoideum, Rhodosporidium fluviale, Rhodospo-

ridium kratochvilouae, Rhodosporidium lusitaniae,, Rhodosporidium paludigenum,. 

Rhodosporidium sphaerocarpum, Rhodosporidium toruloides. V dneńní době je druh 

Rhodosporidium toruloides průmyslově kultivován jako zdroj povrchově aktivních lá-

tek, triacylglycerolů a nenasycených mastných kyselin [9, 13]. 

 

 

Obrázek 9: Zleva tvorba teliospor Rhodosporidium kratochvilouae a Rhodosporidium 

toruloides [9]. 

2.2.3.4 Sporidiobolus 

Rod Sporidiobolus nezkvańuje ņádné cukry. Buňky tvoří růņové aņ červené kolo-

nie. Zbarvení kvasinek je dáno přítomností karotenoidů v buňkách a je zde také příto-

men koenzym Q10. Vegetativně se rozmnoņuje pučením, kdy mohou vznikat jak pseu-
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domycelia, tak i pravá mycelia. Pohlavní rozmnoņování můņe být homothalické i hete-

rothalické. Jednotlivé druhy rodu Sporidiobolus produkující karotenoidy jsou Sporidio-

bolus johnsonii, Sporidiobolus pararoseus, Sporidiobolus ruineniae. Sporidiobolus 

salmonicolor. Nacházejí se v ņábrech, ņaludcích a vnitřnostech krevet ņijících v moři 

v oblasti Zhanjiang v Číně [9, 14]. 

 

 

Obrázek 10: Sporidiobolus johnsonii [9] 

2.2.3.5 Rhodotorula 

Buňky mají kulovitý aņ vejcovitý tvar. Vegetativně se rozmnoņují multilaterálním 

nebo polárním pučením. Mohou vytvářet pseudomycelia i pravá mycelia. Některé kme-

ny jsou schopny syntetizovat červené nebo ņluté pigmenty na sladinových agarech. Vět-

ńina druhů postrádá schopnost asimilovat inositol. Druhy, které jsou naopak schopny 

asimilovat inositol nejsou schopny asimilovat D-glukuronát. Nejsou schopny kvasit 

sacharidy. Vytvářejí koenzymy Q-10 a Q-9. Některé druhy mohou představovat per-

fektní stádia Rhodosporidium a Leucosporidium. Druhy schopné syntetizovat karoteno-

idy jsou Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra, Rhodotorula aurantiaca, Rhodotoru-

la lactosa, Rhodotorula mucilaogiusa, Rhodotorula diffluens a Rhodotorula acuta. 

Kvasinky druhu Rhodosporidium toruloides jsou schopny kumulovat lipidy, které tvoří 

aņ 20 % suńiny. Z toho důvodu jsou vyuņívány jako zdroj triacylglycerolů, povrchově 

aktivních látek, nebo jako zdroj nenasycených mastných kyselin [9, 13].  

 

Obrázek 11: Zleva Rhodotorula mucilaogiusa a Rhodotorula diffluens [9, 14] 
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2.2.3.6 Sporobolomyces 

Kolonie jsou zbarveny lososově-růņovou barvou, oranņově, červeně i ņluto-

hnědě v důsledku tvorby karotenoidů. Tvar buněk je elipsoidní, vřetenovitý aņ cylin-

drický. Nedokáņí zkvańovat cukry a obsahují ubichinon. Kolonie jsou větńinou silně 

zvrásněny. Vedle pučících buněk vytvářejí také bohaté mycelium. Vyskytují se často na 

listí stromů a na jiných rostlinách odkud se dostávají do tekoucích i stojatých vod. Karo-

tenogenní druhy jsou Sporobolomyces roseus, Sporobolomyces ruber, Sporobolomyces 

salicinus, Sporobolomyces salmonicolor, Sporobolomyces sasicola, Sporobolomyces 

shibatanus, Sporobolomyces singularis, Sporobolomyces subbrunneus a Sporobolomy-

ces xanthus [9]. 

 

Obrázek 12: Kříņový roztěr kmene Sporobolomyces roseus [16] 

2.2.3.7 Phaffia 

Vegetativně se tento rod rozmnoņuje pučením. Buňky mají elipsoidní tvar a vysky-

tují se jednotlivě, ve dvojicích, občas mohou tvořit krátké řetězce. Syntetizují karoteno-

genní pigmenty zejména astaxanthin a v menńí míře β-karoten. Kolonie jsou červené aņ 

losově-červené barvy. Nevytvářejí pravá mycelia, ale mohou vytvářet pseudomycelia. 

Mají schopnost zkvańovat cukry. Jako jiné zdroje uhlíku nejsou schopny asimilovat 

inositol. Produkují koenzym Q10 a jejich buňky obsahují xylulósu. Nejvýznamnějńím 

druhem produkujícím karotenoidy je Phaffia rhodozyma [8]. V dneńní době jsou vyuņí-

vány mutantní kmeny Phaffia rhodozyma pro produkci astaxanthinu, protoņe divoké 

kmeny produkují astaxanthin v malé míře a jsou proto ekonomicky nevýhodné [17]. 

 

Obrázek 13: Kříņový roztěr druhu Phaffia rhodozyma [16] 
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2.2.4 Metabolity karotenogenních kvasinek 

Mezi hlavní metabolity karotenogenních kvasinek patří karotenoidy, jimiņ jsou ly-

kopen, α-karoten, β-karoten, astaxanthin a zeaxanthin. V buňkách kvasinek plní karote-

noidy důleņitou funkci fotoprotekce [18].  

Důleņitými látkami obsaņených zejména v cytoplasmatické membráně kvasinek 

jsou lipidy. Lipidy tvoří chemicky rozmanitou skupinu triacylglycerolů, vosků, glykoli-

pidů a fosfolipidů. Fosfolipidy jsou důleņitou sloņkou buněčných membrán, která zlep-

ńuje jejich prostupnost a elasticitu. Obsah neutrálních triacylglycerolů a fosfolipidů zá-

visí na sloņení ņivného média a podmínkách kultivace. Kvasinky běņně obsahují 5 - 15 

% tuku v suńině, ovńem karotenogenní kvasinky jsou schopny dosáhnout aņ několikaná-

sobku (cca 60 % tuku v suńině) [8,18]. 

Významným metabolitem, který má ve spojení s fosfolipidy funkci při tvorbě lipi-

dové dvojvrstvy membrán je ergosterol. Ergosterol je provitaminem D2. Působením UV 

záření dochází ke vzniku vitamínu D [8, 19]. 
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Obrázek 14: Hlavní metabolity karotenogenních kvasinek [2, 3, 4] 
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2.2.4.1 Biosyntéza karotenoidů 

Biosyntéza karotenoidů probíhá obdobným způsobem jako syntéza látek terpeno-

idní povahy, tedy metabolickými drahami kyseliny mevalonové. Vstupní komponentou 

je acetyl koenzym A, který je produktem glykolýzy a β-oxidace mastných kyselin [18]. 

 Kyselina mevalonová je vytvářena kondenzací tří molekul acetylu koenzymu A, 

kde první dvě molekuly acetyl-CoA jsou spojeny v acetoacetyl-CoA. Acetoacetyl-CoA 

reaguje s acetyl-CoA. Produktem této reakce je (S)-3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA za 

účasti hydroxymethylglutaryl-CoA-synthásy. Poté dochází k redukci na (R)-

mevaldovou kyselinu za účasti hydroxymethylglutaryl-CoA reduktázy. (R)-mevaldová 

kyselina je u kvasinek redukována pomocí NADH-dependentní mevaldátreduktásy na 

kyselinu mevalonovou. Dvěma po sobě jdoucími reakcemi kyseliny mevalonové a ATP 

vzniká isopentenyldifosfát za současné eliminace oxidu uhličitého a vody. Isopentenyl-

difosfát podléhá vratné isomeraci, čímņ vzniká dimethylallyldifosfát. Prodlouņení řetěz-

ce isopentenyldifosfátu o řetězec dimethylallyldifosfátu za účasti dimethylallyltrans-

ferázy vzniká geranyldifosfát. Tato reakce uvolňuje allylový kationt, který následně 

podléhá adici na dvojnou vazbu  isopentenyldifosfátu za uvolnění protonu. Obdobně 

reaguje geranyldifosfát s isopentenyldifosfátem za vzniku farnesyldifosfátu, který rea-

guje podobným způsobem reaguje s isopentenyldifosfátem, čímņ vzniká geranylgera-

nyldifosfát [2, 4, 20]. 

Následnou kondenzací dvou molekul geranylgeranyldifosfátu vzniká molekula fy-

toenu. Této kondenzace se účastní enzym fytoensyntáza. Fytoen je přímým prekurzo-

rem karotenoidů, je bezbarvý a podléhá řadě desaturačních a cyklizačních reakcí. Pro-

duktem těchto reakcí je u kvasinek neurosporen, následně vzniká lykopen, který 

podléhá cyklizačním reakcím, kdy vznikají dva typy jononových struktur a to 

β-jononové struktury a α-jononové struktury (biosyntéza karotenoidů je uvedena 

v obrázku č.11 a obrázku č.12 (vlevo)) [2, 20]. 

2.2.4.2 Biosyntéza ergosterolu 

Ergosterol náleņí mezi terpenoidy, proto je jejich biosyntéza z počátku obdobná ja-

ko u karotenoidů, tedy metabolismem kyseliny mevalonové. Mezním produktem odliń-

nosti je farnesyldifosfát. Poté následují kondenzační reakce, které vedou squalen k la-

nosterolu. Konverzí lanosterolu vzniká zymosterol, který je transportován do 

mitochondrií, kde je methylován a vzniká fekosterol. Finální konverze fekosterolu na 

ergosterol probíhá v endoplasmatickém retikulu. Za anaerobních podmínek kvasinky 

nedokáņí syntetizovat a nejsou schopny růst, pokud není ergosterol do média přidán. 

Tato situace nastává z toho důvodu, ņe kyslík je nezbytný pro cyklizaci squalenu (bio-

syntéza ergosterolu je uvedena v obrázku č.12 (vpravo), kde přeruńované ńipky vyjadřu-

jí několik reakčních kroků) [2, 8, 20, 21].  
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Obrázek 15: (vlevo) biosyntéza karotenoidů do reaktantu isopentenyldifosfátu (vpravo nahoře), který dále reaguje na geranyldifosfát      

[2, 4, 18] 
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Obrázek 16: vlevo biosyntéza karotenoidů, vpravo biosyntéza ergosterolu od reaktantu farnesyldifosfátu [2,17,18,19] 
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2.2.5 Nutriční zdroje aktuálně vyuţívané k produkci karotenoidů  

Faktory, které ovlivňující efektivní produkci karotenoidů, nebo ovlivňují druh 

akumulovaného karotenoidu, jsou velmi důleņité pro komerční aplikaci v průmyslu. 

Existuje několik moņností, jak ovlivnit mikrobiální produkci karotenoidů. Jednou 

z moņností je změna kultivačních podmínek, čímņ můņe být změna substrátů vyuņíva-

ných jako nutričních zdrojů [22].  

2.2.5.1 Potenciální vyuņití kvasinky Rhodotorula glutinis pro biokonverzi 

surového glycerolu z bionafty na lipidy a karotenoidy 

Saengea a kol. zkouńeli vyuņívat surový glycerol získaný jako vedlejńí produkt bi-

onafty k produkci lipidů a karotenoidů. K tomuto účelu byla pouņita kvasinka rodu 

Rhodotorula glutinis TISTR 5159. Jako zdroj dusíku byla pouņita povrchově aktivní 

látka Tween 20, která zvyńuje akumulaci lipidů a karotenoidů. Pomocí metody HPLC 

bylo zjińtěno, ņe určitý poměr koncentrace uhlíku ku koncentraci dusíku měl příznivý 

vliv na biomasu, obsah lipidů i produkci karotenoidů. Optimální podmínky pro růst bi-

omasy bylo sloņení média o 8,5% koncentraci glycerolu a poměru uhlíku k dusíku 60. 

Pro obsah lipidů a karotenoidů byla optimální koncentrace glycerolu 9,5% a poměr 

zdrojů uhlíku k dusíku 85 a pro dosáhnutí vyńńích výtěņků bylo pH v bioreaktoru upra-

veno na hodnotu 6. Nejvyńńí produkce lipidů 6,05 g∙l
-1

 a karotenoidů 132,25 mg∙l
-1

 bylo 

dosaņeno při fed batch fermentaci. Odpadní produkty z výroby bionafty jsou tedy vhod-

nou surovinou pro získání kvalitních produktů, jakými jsou lipidy a karotenoidy [23].  

 

Obrázek 17: Vrstevnicové grafy vyjadřující vliv koncentrace glycerolu (x1) a poměru  

C / N (x2) na biomasu (A), obsah tuků (B) a karotenoidů (C), kde byla kon-

centrace Tween 20 stanovena na 1,5 g∙l
-1

 [23]. 
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2.2.5.2 Produkce karotenoidů kultivací kvasinky kmene Rhodotorula glu-

tinis na glukóse, melase a syrovátce jako zdrojů uhlíku 

 

Kvasinky kmene Rhodotorula glutinis byly izolovány z odpadních vod rafinérie 

IPRAS. Aksu a kol. kultivovali tyto kvasinky vsádkovou fermentací. Jako zdroje uhlíku 

byly pouņity glukósa, melasa a syrovátka. Pro aktivaci byly přidány bavlníkový olej a 

Tween 80. Optimální pH kultivace bylo stanoveno na hodnotu 6 a optimální teplota na 

30 °C. Výtěņnost karotenoidů se výrazně zvyńuje s rostoucí rychlostí provzduńňování, 

která dosahuje aņ 2,4 vvm. Pozitivní vliv na koncentraci karotenoidů má také počáteční 

koncentrace síranu amonného. Obecně platí, ņe zvýńení počáteční koncentrace glukózy 

a melasy zvyńuje růst kvasinek a produkci karotenoidů, zatímco zvýńení počáteční kon-

centrace syrovátky nevykazuje stejný efekt. Nejvyńńí koncentrace karotenoidů (125,0 

mg∙l
-1

) byla získána za pouņití melasy jako zdroje uhlíku o počáteční koncentraci 20 g∙l
-

1
, zatímco nejvyńńí výnos produktu na základě maximální koncentrace buněk (35,5 mg 

karotenoidů na gram suńiny buněk) bylo dosaņeno při pouņití syrovátky jako zdroje 

uhlíku v médiu, kde byla koncentrace syrovátky 13,2 g∙l
-1

 [24]. 

 

 

Obrázek 18: Křivky produkce karotenoidů a růstu biomasy v závislosti na druhu zdroje 

uhlíku v médiích (počáteční pH: 6, t: 30 ° C, AR: 0 VVM; SR: 100 ot / min) 

[24].  
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2.2.5.3 Produkce lipidů a karotenoidů pomocí kvasinky Rhodotorula glu-

tinis kultivované v palmovém oleji  

Kvasinky Rhodotorula glutinis TISTR 5159 byly kultivovány na palmovém oleji 

z odpadních jádrových vod pouze s přídavkem síranu amonného a Tween 20 jako vhod-

ného zdroje dusíku a povrchově aktivní látky. Poměr koncentrací zdrojů uhlíku k dusíku 

má významný vliv na metabolismus lipidů a produkci karotenoidů a jeho optimální po-

měr byl pro nárůst biomasy stanoven na 140, pro vyńńí obsah tuků a karotenoidů byl 

poměr stanoven na 180. Vysoká koncentrace dusíku s nízkým poměrem uhlíku k dusíku 

vede k nárůstu biomasy, coņ je pro tvorbu lipidů a karotenoidů nepříznivé. Proto byl 

zaveden dvoustupňový proces, jehoņ první fáze byla zaměřena na nárůst biomasy a dru-

há fáze tohoto procesu byla zaměřena na produkci lipidů a karotenoidů. Výsledkem 

dvoustupňové kultivace byla vyńńí koncentrace lipidů a karotenoidů, neņ u jednostup-

ňové kultivace [25].    

 

Obrázek 19: Vrstevnicové grafy znázorňující účinky chemické spotřeby kyslíku (COD) 

(x1) a poměr C / N (x2) a jejich účinky na biomasu (A), obsah tuků (B) a ob-

sah karotenoidů (C), koncentrace Tween 20 byla stanovena na 1,5 g∙l
-1

 [25]. 
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3 CÍLE PRÁCE 

Cílem předloņené bakalářské práce zaměřené na produkci karotenoidních pigmentů 

s vyuņitím odpadních lipidických substrátů a glycerolu je řeńení následujících dílčích 

úloh: 

 

 Přehled kvasinkovitých producentů karotenoidů a přehled vyuņitelných typů sub-

strátů jako nutričních zdrojů. 

 Optimalizace metod kultivace karotenogenních kvasinek na odpadních lipidic-

kých substrátech a glycerolu, stanovení aktivit lipázy. 

 Sledování produkce karotenoidů kvasinkami s vyuņitím odpadních lipidů a glyce-

rolu jako zdroje uhlíku 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Pouţité chemikálie 

Tabulka 1: Chemikálie pouņité ke kultivaci kvasinek  

Kultivace kvasinek 

chemikálie výrobce 

Kvasničný autolyzát Himedia (India) 

D-glukóza monohydrát p.a Lach-Ner s. r.o. (ČR) 

Síran amonný p.a.,  Lachema (ČR) 

Dihydrogenfosforečnan draselný p.a.  Lachema (ČR) 

Síran horečnatý heptahydrát p.a. Chemapol (ČR) 

Chlorid sodný p.a. Lachema (ČR) 

Glycerin p.a. Lach-Ner s. r.o. (ČR) 

Řepkový olej Sk-oil 

 

Tabulka 2: Chemikálie pouņité pro izolaci karotenoidů 

Izolace karotenoidů 

chemikálie výrobce 

Aceton p.a.,  Lachema (ČR) 

Hydroxid draselný p.a. Lachema (ČR) 

Diethyléter p.a. Lachema (ČR) 

Ethanol pro UV-VIS Lachema (ČR) 

 

Tabulka 3: Chemikálie pouņité pro HPLC stanovení 

HPLC 

chemikálie výrobce 

Methanol pro HPLC Gradient Grade, Sigma  Aldrich (SRN) 

Ethanol pro HPLC Gradient Grade, Sigma  Aldrich (SRN) 
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4.2 Přístroje a pomůcky 

Tabulka 4: Přístroje a pomůcky pouņité při kultivaci kvasinek 

Kultivace kvasinek 

Přístroje a pomůcky výrobce 

Spektrofotometer VIS, Helios δ,  Unicam (UK) 

Mikroskop L II ooA,  Intraco Micro (SRN) 

GKB Color Digital CCD kamera 

(Taiwan) 

GKB Color Digital (Taiwan) 

Lucia Image active 5.0,  Laboratory Imaging spol. s r.o. (ČR) 

Třepačka IKA Yellow Line, (SRN) Yellow Line (SRN) 

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen 

(SRN) 

Laborzentrifugen (SRN) 

Analytické váhy Boeco (SRN) Boeco (SRN) 

 

Tabulka 5: Pouņité přístroje a pomůcky k izolaci a stanovení karotenoidů 

Izolace a analýza karotenoidů 

Přístroje a pomůcky výrobce 

Filtry pro HPLC, PRE-CUT Alltech (GB) 

Vakuová odparka RV 06 IKA (SRN) 

Vodní lázeň EL-20 Merci a.s. (ČR) 

Soustava HPLC/UV-VIS  ECOM spol. s r.o. (ČR) 

Programátor gradientu GR 5 ECOM spol. s r.o. (ČR) 

Vysokotlaké čerpadlo typ P 4020 ECOM spol. s r.o. (ČR) 

Dávkovací ventil typ C ECOM spol. s r.o. (ČR) 

Termostat kolony typ LCO 101 ECOM spol. s r.o. (ČR) 

UV-VIS procesorový detektor, typ LCD 2084 ECOM spol. s r.o. (ČR) 

Software Clarity – chromatography SW Data apex 2006 

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

Drņák předkolony - KJO - 4282 Supelco 

Tabulka 6: Kvasinkovité kmeny 

Kvasinkovité kmeny 

Rhodotorula glutinis - CCY 20-2-33 Cystofilobasidium capitatum - CCY 10-1-1 

Rhodotorula rubra - CCY 20-7-31 Sporobolomyces roseus - CCY 19-6-4 

Rhodotorula aurantiaca - CCY 20-9-7 Sporobolomyces shibatanus - CCY 19-20-3 
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4.3 Postupy práce 

4.3.1 Kultivace mikroorganismů 

4.3.1.1 Kultivace karotenogenních kmenů 

Karotenogenní kvasinky patří mezi mezofilní aerobní mikroorganismy, které mají 

ve větńině případů podobné nároky. Kmeny kvasinek Rhodotorula glutinis, Rhodotorula 

rubra, Rhodotorula aurantiaca, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus 

a Sporobolomyces shibatanus byly kultivovány v tekutém médiu při teplotě 28 °C, 

za stálého osvětlení a protřepávání. Média byla sterilizována v tlakovém hrnci 

s otevřeným ventilem po dobu 30 minut. Kultivace probíhaly na olejovém nebo glycero-

lovém substrátu. 

4.3.2 Kultivace na oleji 

4.3.2.1 Inokulum I 

Pro kaņdý druh kvasinek bylo připraveno jedno inokulum I o sloņení uvedeném 

v tabulce 7. Vysterilované inokulum bylo zaočkováno třemi kličkami zásobní kultury 

uchovávané na Petriho miskách. Kultivace probíhala 24 hodin v 50 ml inokula I. 

Tabulka 7: Sloņení inokula I 

Inokulum I 

Sloţka mnoţství (g) 

glukóza  40  

(NH4)2SO4  5  

KH2PO4  5  

MgSO4  0,34  

Kvasničný autolyzát  7  

Vodovodní voda  1000 (ml) 

 

4.3.2.2 Inokulum II 

Pro kaņdý druh kvasinky byly po kultivaci v inokulu I připraveny dvě série inoku-

la II, lińící se ve sloņení, které je uvedeno v tabulce 8. Do sterilního inokula II (125 ml) 

byly přeočkované kultury kultivované v inokulu I. Následná kultivace na sériích A a B 

inokula II probíhala 24 hodin. 
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Tabulka 8: Tabulka udávající sloņení dvou sérií inokula II - sérii A i B 

Inokulum II série A/kontrola série B 

Sloţka mnoţství (g) mnoţství (g) 

glukóza 40  20 

řepkový olej  20 

(NH4)2SO4 5  5  

KH2PO4 5  5  

MgSO4 0,34 0,34 

Kvasničný autolyzát 7  7  

Vodovodní voda 1000 (ml) 1000 (ml) 

 

4.3.2.3 Produkční médium 

Pro kaņdou sérii inokula II byly připraveny dvě série sterilních produkčních médií, 

kam byly přeočkovány kultury z obou sérií inokula II. Sloņení dvou sérií A a B pro-

dukčního média je uvedeno v tabulce 9. Kultivace probíhala následujících 80 hodin 

ve 125 ml  tohoto média.   

Tabulka 9: sloņení produkčního média série A i B 

Produkční médium kontrola série A /série B 

Sloţka mnoţství (g) mnoţství (g) 

glukóza  30   

řepkový olej  30 

(NH4)2SO4  4 4 

KH2PO4  4  4  

MgSO4  0,34 0,34 

Vodovodní voda  1000 (ml) 1000 (ml) 

 

4.3.3 Kultivace na glycerolu 

4.3.3.1 Inokulum I 

Inokulum I bylo připraveno obdobně jako inokulum I (50 ml) v kultivaci na oleji a 

taktéņ byly stejným způsoben zaočkovány vńechny zmíněné kmeny kvasinek. Sloņení 

inokula I (50 ml) je uvedeno v tabulce 7. Kultivace probíhala 24 hodin. 

4.3.3.2 Inokulum II 

Pro kaņdý druh kvasinek byly připraveny dvě série inokula II - série A a B, jejichņ 

sloņení je uvedeno v tabulce 10. Do kaņdé série inokula II (250 ml) byly přeočkovány 

za sterilních podmínek druhy kvasinek z inokula I. Následná kultivace probíhala 24 

hodin. 
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Tabulka 10: sloņení dvou sérií inokula II 

Inokulum II série A série B 

Sloţka mnoţství (g) mnoţství (g) 

glukóza  40  20 

glycerol  20 

(NH4)2SO4  5  5  

KH2PO4  5  5  

MgSO4  0,34  0,34  

Kvasničný autolyzát  7  7  

Vodovodní voda  1000 (ml) 1000 (ml) 

 

4.3.3.3 Produkční médium 

Produkční médium bylo připraveno tak, ņe pro kaņdou sérii A a B byly připraveny 

tři různá produkční média o sloņení uvedeném v tabulce 11. Produkční média jsou 

shodná v sérii A i v sérii B. Do těchto tří médií v kaņdé sérii A a B byly za sterilních 

podmínek přeočkovány vńechny kmeny kvasinek a jejich následná kultivace trvala 80 

hodin. Objem produkčního média činil 125 ml. 

Tabulka 11: sloņení tří typů produkčních médií série A i B 

Produkční médium 
série A/ série B 

glukósové glukosa/glycerol glycerol 

Sloţka mnoţství (g) mnoţství (g) mnoţství (g) 

glukóza  30 15  

glycerol  15 30 

(NH4)2SO4  4 4 4 

KH2PO4  4 4 4 

MgSO4  0,34  0,34  0,34  

Vodovodní voda  1000 (ml) 1000 (ml) 1000 (ml) 

 



 33 

 

4.3.4 Stanovení mnoţství biomasy 

Mnoņství biomasy bylo stanoveno na základě kalibračních křivek, které vyjadřují 

závislost mezi mnoņstvím suńiny a zákalu různě koncentrovaných suspenzí kvasinek. 

Pro výpočet mnoņství biomasy byly pouņity kalibrační křivky uvedené v rovnicích 

(1-6): 

: 0,197 4 0,023 4Rhodotorula glutinis y x   (1) 

: 0,204 7 0,018 4Rhodotorula aurantiaca y x   (2) 

: 0,229 0 0,000 0Rhodotorula rubra y x   (3) 

: 0,166 9 0,188 4Cystofilobasidium capitatum y x   (4) 

: 0,2421 0,0488Sporobolomyces roseus y x   (5) 

: 0,204 7 0,018 4Sporobolomyces shibatanus y x   (6) 

Kde x je mnoņství suńiny g∙dm
-3

 a y vyjadřuje naměřenou absorbanci. 

1 cm
3
 vzorku byl naředěn destilovanou vodou tak, aby nepřekročil rozsah spektro-

fotometru. Absorbance byla měřena při vlnové délce 630 nm [26, 27]. 

4.3.5 Stanovení aktivity lipázy 

Stanovení aktivity lipázy bylo provedeno spektrofotometricky. Jako substrát byl 

pouņit p-nitrofenyllaurát. Stanovení lipázy bylo provedeno na médiích kvasinek kulti-

vovaných na oleji. 

Lipázový substrát byl připraven ve 100 ml baňce, kde bylo rozpuńtěno 0,017 g SDS 

(dodecyl sulfonát sodný), 1 g Tritonu X-100 a 0,013 5 g p-nitrofenol laurátu. Vzniklá 

směs byla následně zahřívána po dobu 15 minut při 65 °C. 

Vzorky pro měření lipázové aktivity byly připraveny smícháním 2,5 ml fosfátové-

ho pufru, 2,5 ml p-nitrofenolu a 1 ml supernatantu (médium zbavené buněk). Ihned po 

přidání média jako supernatantu byla měřena absorbance při vlnové délce 410 nm po 

uplynutí 30 minut bylo měření opakováno. Na základě rozdílů konečných a počátečních 

hodnot absorbancí, byl zjińtěn rozdíl koncentrací substrátu podle kalibrační křivky uve-

dené v rovnici (7): 

12,330 3 0,0017y x   (7) 

kde y je změna naměřené absorbance ΔA a x je koncentrací substrátu. 

Aktivita lipázy byla vypočítána podle vztahu uvedeného v rovnici (8): 

 
c

EA R
t


 


 (8) 

kde EA je aktivita lipásy (μmol ∙ cm
-3

∙ min
-1

), Δc je koncentrací substrátu 

(μmol ∙ cm
-3

), Δt je změna času (v minutách) a R je koeficient ředění vzorku [28]. 
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4.3.6 Mikroskopické pozorování buněk 

Pro posouzení morfologie buněk a pro případné vyloučení neņádoucí kontaminace 

kvasinek byly kultury pozorovány pod mikroskopem. Kapka buněčné suspenze byla 

přenesena na podloņní sklíčko, překryta krycím sklíčkem a kvasinky byly následně po-

zorovány pod mikroskopem při zvětńení 400x. Výsledky byly zachyceny digitální ka-

merou a zpracovány pomocí počítačového softwaru Lucia. 

4.3.7 Zpracování biomasy 

Celý objem produkčního média byl centrifugovaný při 5000 otáčkách za minutu po 

dobu 10 minut. Následně byly buňky promyty destilovanou vodou a opětovně stáčeny 

stejným způsobem jako prvně. Na závěr byla biomasa rozsuspendovaná ve fyziologic-

kém roztoku a uloņena v mrazničce. 

4.3.8 Izolace karotenoidů a ergosterolu zmýdelněním 

Součástí lipidické frakce kvasinkovitých buněk jsou jak karotenoidy, tak i ergoste-

rol. Z tohoto důvodu je moņné je izolovat zmýdelněním a posléze několikanásobnou 

extrakcí. Vzorky uloņené v mrazáku byly po tmě rozmraņené a zcentrifugované při 

5000 otáčkách za minutu po dobu 10 minut. Po promytí destilovanou vodou byly kva-

sinky opět stejným způsobem odstředěné a izolovaný sediment kvasinkových buněk byl 

dezintegrovaný ve třecí misce v 50 ml acetonu. Po kvantitativním převodu suspenze na 

odpařovací misku. K suspenzi v odpařovací misce bylo přidáno 50 ml 10% alkoholic-

kého roztoku KOH.  Takto připravená suspenze byla zmýdelněna na vodní lázni při 

90 °C po dobu 30 minut. 

4.3.9 Extrakce 

Zmýdelněná suspenze byla třikrát extrahovaná v diethylétheru. Spojené étherové 

frakce byly odpařené na vakuové odparce. 

4.3.10   Úprava vzorků pro HPLC 

Odparky vzorků, získané po extrakci byly rozpuńtěny ve 2 ml etanolu pro HPLC, 

přefiltrovány přes jednorázový filtr a převedeny do mikrocentrifugační zkumavky. Ná-

sledně byly vzorky odstředěny na mikrocentrifuze po dobu 15 minut při 15000. Po puri-

fikaci byly vzorky uchovávány v mrazničce ve tmě při -20 °C pro případné dalńí analý-

zy. 

4.3.11  Analýza karotenoidů pomocí HPLC  

Analýza karotenoidů a ergosterolu metodou HPLC probíhala za izokratických 

podmínek při průtoku 1 cm
3
 ∙ min

-1
 mobilní fáze a teplotě 45 °C na nerezové koloně 

s předkolonou. Současně probíhala fotometrická detekce při vlnové délce 450 nm, coņ 

je vlnová délka odpovídající maximu absorbance karotenoidů a při vlnové délce 

285 nm, odpovídající maximu absorbance ergosterolu. Vzorek o objemu 10-20 µl byl 

dávkován přes dávkovací ventil. Jako mobilní fáze byl pouņit methanol pro HPLC. Ka-

rotenoidy i ergosterol byly analyzovány na soustavě HPLC od firmy ECOM spol. s r.o.. 
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Pro vyhodnocení analytických dat byl pouņit program, který snímal odezvu fotometric-

kého detektoru Clarity – Chromatography SW, Data Apex 2006. 

4.3.12 Identifikace a kvantifikace karotenoidů 

Na základě chromatografické analýzy standardů karotenoidů a ergosterolu při jiņ 

zmíněných vlnových délkách (viz předchozí) byla provedena identifikace a kvantifikace 

obsahu jednotlivých vzorků. Stanovení mnoņství vybraných karotenoidů a ergosterolu 

bylo provedeno na základě kalibračních křivek uvedených v rovnicích (9-11): 

β-karoten : 4,387 5y x  (9) 

lykopen : 1,024 8y x  (10) 

ergosterol : 31,642 0y x  (11)  

Ke kvantitativnímu vyhodnocení byla pouņita závislost plochy píku jednotlivých 

standardů na koncentraci [26]. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE  

5.1.1 Kultivace na oleji 

5.1.1.1 Pozorování morfologických změn pouņívaných kmenů v závislosti 

na sloņení médií  

Kultivace na řepkovém oleji proběhla u kmenů Rhodotorula glutinis, Rhodotorula 

rubra, Rhodotorula aurantiaca, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus 

a Sporobolomyces shibatanus. Vńechny kmeny byly kultivovány za stejných podmínek 

a jako zdroj ņivin vyuņívaly substráty o stejném sloņení, tedy kontrolní médium obsa-

hovalo glukosu a média v sériích A a B obsahovaly olej jako zdroj uhlíku. Tyto série se 

lińí na základě sloņení inokula II, které v sérii A obsahovalo jako zdroj uhlíku glukósu a 

v sérii B byly jako zdroje uhlíku zastoupeny jak glukosa, tak olej v poměru 1:1. 

 

Obrázek 20: morfologie kmene Rhodotorula glutinis kultivované na gluko-

se (RG kontrola) ve srovnání sérií A a B kultivovaných na oleji 

 

Obrázek 21: Morfologie kmene Rhodotorula aurantiaca kultivované na gluko-

se (RA kontrola) ve srovnání sérií A a B kultivovaných na oleji 

 

Obrázek 22: Morfologie kmene Rhodotorula rubra kultivované na gluko-
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se (RR kontrola) ve srovnání sérií A a B kultivovaných na oleji 

 

Obrázek 23: Morfologie kmene Cystofilobasidium capitatum kultivované na gluko-

se (CC kontrola) ve srovnání sérií A a B kultivovaných na oleji 

 

Obrázek 24: Morfologie kmene Sporobolomyces roseus kultivované na gluko-

se (SR kontrola) ve srovnání sérií A a B kultivovaných na oleji 

 

Obrázek 25: Morfologie kmene Sporobolomyces Shibatanus kultivované na gluko-

se (SSc kontrola) ve srovnání sérií A a B kultivovaných na oleji 

Na základě mikroskopického pozorování lze vidět reakci buněk na sloņení média. 

Tvary buněk ve vńech kmenech a větńině sérií nevykazovaly ņádné morfologické 

zvláńtnosti. U kmene Rhodotorula glutinis  v sérii B vykazovaly buňky spíńe oválný 

tvar. (viz obrázek 20). U kmene Rhotorula aurantiaca byly změny ve tvaru buněk pou-

ze v sérii B, kde nabývaly kulatého aņ mírně oválného tvaru. Obrázek 22 znázorňuje 

tvar buněk kmene Rhodotorula rubra v sérii A, B a v kontrole, kde byl tvar buněk spíńe 

kulovitý, v sérii A oválný aņ kulovitý a v sérii B měly buňky opět tvar spíńe kulovitý. 

V kultuře kontroly a v kultuře série B jsou také mírně patrné pigmenty nacházející se na 

vnitřní straně cytoplasmatické membrány. Obrázek 23 zachycuje tvar buněk kmene 

Cystofilobasidium capitatum v sérii A, B a v kontrole. Tvar buněk jak v kontrolním 

médiu, tak v sériích byl A a B kulovitý. Na obrázku 24 je viditelné, ņe buňky kmene 

Sporobolomyces roseus mají na glukosovém médiu vejcovitě protáhlý tvar. Tvary kva-

sinkovitých buněk série A a B mají spíńe citrónovitý tvar a je zde patrné, ņe kultivace na 

olejovém médiu v sérii A i B byla pro tento kmen jistým stresujícím prostředím. Kmen 

 

 

 



 38 

Sporobolomyces shibatanus nereagoval na olejové médium z pohledu změny tvaru bu-

něk a jeho buňky měly tvar buněk v sériích A a B stejný, tedy kulovitý tvar jako na 

glukósovém médiu. 

 

Obrázek 26: Změny zbarvení kmene Rhodotorula glutinis kultivovaného na gluko-

se (RG kontrola) ve srovnání se sérií A a B kultivovaných na oleji.  

 

 

Obrázek 27: Změny zbarvení kmene Rhodotorula aurantiaca kultivovaného na gluko-

se (RA kontrola) ve srovnání se sérií A a B kultivovaných na oleji. 

 

Obrázek 28: Změny zbarvení kmene Rhodotorula rubra kultivovaného na gluko-

se (RR kontrola) ve srovnání se sérií A a B kultivovaných na oleji. 
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Obrázek 29: Změny zbarvení kmene Cystofilobasidium capitatum kultivovaného 

na glukose (RA kontrola) ve srovnání se sérií A a B kultivovaných na oleji. 

 

Obrázek 30: Změny zbarvení kmene Sporobolomyces roseus kultivovaného na gluko-

se (RA kontrola) ve srovnání se sérií A a B kultivovaných na oleji. 

 

Obrázek 31: Změny zbarvení kmene Sporobolomyces shibatanus kultivovaného na 

glukose (RA kontrola) ve srovnání se sérií A a B kultivovaných na oleji. 

Zbarvení jednotlivých kmenů na pouņitých médiích bylo zachyceno na obrázcích 

26 -31.  U větńiny kmenů bylo zbarveni sérií A a B spíńe růņovo-oranņové ve srovnání 

s kontrolní kulturou, která byla zbarvena ve větńině případů oranņově. Výrazné změny 

zbarvení mezi sériemi A a B lze vidět u kmene Rhodotorula rubra, u kterého je série B 

zbarvena velmi světle oranņově (viz obrázek 28) a u kmene Sporobolomyces shibatanus 

měl naopak zbarvení série A světle oranņové (viz obrázek 30). 

5.1.1.2 Produkce karotenoidů kultivovanými kmeny v závislosti na sloņe-

ní média  

U kaņdého kmene byla provedena identifikace a kvantifikace karotenoidů pomocí 

metody HPLC jejíņ vyhodnocení je patrné v grafech u kaņdého kmene - viz následující. 

Přehled naměřených dat nárůstu biomasy, obsahu karotenoidů a ergosterolu je uveden 

v tabulce 12. 
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Obrázek 32: Graf znázorňující mnoņství suńiny, kvantifikaci karotenoidů a ergosterolu 

v buňkách kmene Rhodotorula glutinis v jednotlivých sériích ve srovnání 

s kontrolou.  

 

Obrázek 33: Graf znázorňující mnoņství suńiny, kvantifikaci karotenoidů a ergosterolu 

v buňkách kmene Rhodotorula aurantiaca v jednotlivých sériích ve srovnání 

s kontrolou. 
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Obrázek 34: Graf znázorňující mnoņství suńiny, kvantifikaci karotenoidů a ergosterolu 

v buňkách kmene Rhodotorula rubra v jednotlivých sériích ve srovnání 

s kontrolou. 

 

Obrázek 35: Graf znázorňující mnoņství suńiny, kvantifikaci karotenoidů a ergosterolu 

v buňkách kmene Cytofilobasidium capitatum v jednotlivých sériích ve srov-

nání s kontrolou. 
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Obrázek 36: Graf znázorňující mnoņství suńiny, kvantifikaci karotenoidů a ergosterolu 

v buňkách kmene Sporobolomyces roseus v jednotlivých sériích ve srovnání 

s kontrolou. 

 

Obrázek 37: Graf znázorňující mnoņství suńiny, kvantifikaci karotenoidů a ergosterolu 

v buňkách kmene Sporobolomyces shibatanus v jednotlivých sériích ve srov-

nání s kontrolou. 
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Z grafů je patrné, ņe nejvyńńí nárůst biomasy v porovnání s kontrolní kulturou byl 

u kmene Rhodotorula aurantiaca v sérii A (9,469 g∙l
-1

), kde byla tato koncentrace téměř 

o 9 % vyńńí neņ u kontroly. Ergosterol byl nejvíce produkovaný kmeny kvasinek Spo-

robolomyces roseus, který vykazoval největńí produkci ergosterolu ze vńech kmenů a to 

v sérii A, kde byla produkce aņ téměř 2,5x vyńńí (3 961,661 µg∙l
-1

) a také v sérii B, kdy 

byla produkce ergosterolu téměř dvojnásobná vůči kontrole (2 799.863 µg∙l
-1

). Z hledis-

ka produkce lykopenu byl jako nejlepńí producent shledán kmen Cystofilobasidium ca-

pitatum u něhoņ byla zaznamenána 70 % nadprodukce vůči kontrole (210,835 µg∙l
-1

).  U 

produkce β-karotenu bylo zaznamenáno nejvyńńí mnoņství u kmene Sporobolomyces 

roseus, avńak vůči kontrole byla tato hodnota téměř 2x menńí.  

Z hlediska produkce karotenoidů je pouņití olejového substrátu významné pouze u  

kmene Cystofilobasidium capitatum. Z hlediska výtěņnosti ergosterolu je vńak tato me-

toda velmi účinná. Jako nejlepńí producent ergosterolu, lykopenu i β-karotenu byl shle-

dán kmen Sporobolomyces roseus, dále byla nadprodukce ergosterolu zaznamenána 

také u kmenů Rhodotorula glutinis (séria A), Rhodotorula aurantiaca (série B), Rho-

dotorula rubra (série B), Cystofilobasidium capitatum (série B). Výsledky jsou uvedeny 

v tabulce 12. 

Je třeba doplnit, ņe v předloņené práci nebyly hodnoceny vńechny hlavní karoteno-

idní pigmenty kvasinek, a to z důvodu nedostupnosti standardů. Je moņné, ņe s lykope-

nem dochází i ke koeluci torulenu, podle tvaru chromatoramů lze předpokládat i pro-

dukci torularhodinu a jeho derivátů (retenční časy 3,3 – 6 min). Při kultivaci na 

olejovém médiu dońlo rovněņ k významné změně produkce atypických oxidovaných 

pigmentů neznámé struktury, které byly eluovány v průběhu prvních 2-3 minut a které 

zřejmě ovlivňovaly výsledné neobvyklé zbarvení kultur. Identifikace by vyņadovala 

detailní analýzu pomocí LC/MS technik. 
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5.1.1.3 Stanovení aktivity lipázy 

Aktivita lipázy byla sledována u vńech kvasinkovitých kmenů kultivovaných na 

oleji. Z naměřených dat uvedených v tabulce 12 vyplývá, ņe nejvyńńí aktivitu lipázy 

prokázal kmen Rhodotorula aurantiaca v sérii A, dále Rhodotorula rubra a Rhodotoru-

la glutinis u ostatních kmenů byla také prokázána aktivita lipázy, ale u některých kme-

nů, některých sérií bylo měření neprůkazné. Výsledky jsou graficky zpracovány v ná-

sledujícím grafu (viz obrázek 38). 

 

Obrázek 38: Graf zaznamenávající aktivity jednotlivých kmenů v sériích médií A a B. 

 

Aktivita lipázy byla u větńiny kmenů poměrně nízká a její produkce poměrně dobře 

odpovídá schopnosti jednotlivých kmenů růst a produkovat pigmenty na olejovém mé-

diu. Za pouņitých kultivačních podmínek ve výńe popsaných screeningových experi-

mentech byly jako kmeny potenciálně pouņitelné ke kultivaci na lipidech označeny 

Cystofilobasidium capitatum a v menńí míře vńechny kmeny rodu Rhodotorula. Kulti-

vační podmínky by se vńak musely dále optimalizovat. 
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5.1.2 Kultivace na glycerolu 

5.1.2.1 Pozorování změny morfologických vlastností 

Kultivace na glycerolu byla provedena u kmenů Rhodotorula glutinis, Rhodotorula 

rubra, Rhodotorula aurantiaca, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus a 

Sporobolomyces shibatanus. Vńechny kmeny byly kultivovány za stejných podmínek a 

jako zdroj ņivin vyuņívaly substráty o stejném sloņení, tedy kontrolní médium obsaho-

valo vņdy glukosu, a to v sériích A i B. Tyto série se lińí ve sloņení inokula II, které 

v sérii A obsahovalo jako zdroj uhlíku glukósu a v sérii B byly jako zdroje uhlíku za-

stoupeny jak glukosa, tak glycerol v poměru 1:1. Dále byla provedena kultivace obou 

sérií na médiu s obsahem glukosy a glycerolu v poměru 1:1 a na médiu s čistým glyce-

rolem. 

 

Obrázek 39: Obrázek buněk kmene Rhodotorula glutinis srovnání sérií A a B kultivo-

vaného na glukose (RG A/B kontrola) na směsi glukosy a glycerolu a glyce-

rolu. 
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Obrázek 40: Obrázek buněk kmene Rhodotorula aurantiaca srovnání sérií A a B kulti-

vovaného na glukose (RA A/B kontrola) na směsi glukosy a glycerolu a gly-

cerolu. 

 

Obrázek 41: Obrázek buněk kmene Rhodotorula rubra srovnání sérií A a B kultivova-

ného na glukose (RR A/B kontrola) na směsi glukosy a glycerolu a glycerolu. 
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Obrázek 42: Obrázek buněk kmene Cystofilobasidium capitatum srovnání sérií A a B 

kultivovaného na glukose (CC A/B kontrola) na směsi glukosy a glycerolu a 

glycerolu. 

 

Obrázek 43: Obrázek buněk kmene Sporobolomyces roseus srovnání sérií A a B kulti-

vovaného na glukose (SR A/B kontrola) na směsi glukosy a glycerolu a gly-

cerolu. 
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Obrázek 44: Obrázek buněk kmene Sporobolomyces roseus srovnání sérií A a B kulti-

vovaného na glukose (SSc A/B  kontrola) na směsi glukosy a glycerolu a 

glycerolu. 

Reakce buněk kvasinek na glycerolové médim a médium obsahující glukosu a gly-

cerol v poměru 1:1 nebyla nijak významné, pokud jde o změny morfologie buněk. Na 

obrázcích 39-44 je vidět, ņe větńina kmenů v sérii A a B nabývala podobného tvaru jako 

kontrola A i B. Některé kmeny reagovaly na glycerolové médium v sérii A i B mírným 

zplońtěním buněk a nabývaly oválného tvaru, coņ je patrné u kmenů Rhodotorula 

aurantiaca a Rhodotorula rubra. K zajímavým morfologickým změnám dońlo zejména 

u kmene Sporobolomyces roseus. Buňky tohoto kmene reagovaly na médium obsahující 

glukosu a glycerol v poměru 1:1 kulovitějńím tvarem vůči citronovitému tvaru kontroly 

a také viditelným hromaděním pigmentů na vnitřní straně cytoplasmatické membrány. 

Obdobným způsobem reagoval tento kmen i na čistě glycerolové médium. Viditelné 

pigmenty nacházející se na vnitřní straně cytoplasmatické membrány byly také v menńí 

míře zaznamenány u kmene Cystofilobasidium capitatum. 
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Obrázek 45: Změny zbarvení kmene Rhodotorula glutinis srovnání sérií A a B kultivo-

vaného na glukose (RG kontrola) na směsi glukosy a glycerolu a glycerolu. 

 

 

Obrázek 46: Změny zbarvení kmene Rhodotorula aurantiaca srovnání sérií A a B kul-

tivovaného na glukose (RA kontrola) na směsi glukosy a glycerolu a glycero-

lu. 
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Obrázek 47: Změny zbarvení kmene Rhodotorula rubra srovnání sérií A a B kultivo-

vaného na glukose (RR kontrola) na směsi glukosy a glycerolu a glycerolu. 

 

 

 

Obrázek 48: Změny zbarvení kmene Cystofilobasidium capitatum srovnání sérií A a B 

kultivovaného na glukose (CC kontrola A/B) na směsi glukosy a glycerolu a 

glycerolu. 
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Obrázek 49: Změny zbarvení kmene Sporobolomyces roseus srovnání sérií A a B kul-

tivovaného na glukose (SR kontrola A/B) na směsi glukosy a glycerolu a gly-

cerolu. 

 

 

 

Obrázek 50: Změny zbarvení kmene Sporobolomyces shibatanus srovnání sérií A a B 

kultivovaného na glukose (SSc kontrola A/B) na směsi glukosy a glycerolu a 

glycerolu. 

Jednotlivých kultury kvasinek v médiích s obsahem glukosy a glycerolu 1:1 měly 

téměř ve vńech případech oranņové zbarvení podobné zbarvení kultur na kontrolních 

médiích sérií A i B. Kultury pěstované na glycerolu nabývaly ve větńině případů růņo-

vě-oranņového zbarvení. Zbarvení kultivovaných kultur je zaznamenáno na obrázcích 

41-46. Nejmarkantnějńí rozdíly ve zbarvení kultur kultivovaných na glycerolovém mé-

diu je vidět na obrázcích 45 – 47 a 50. 
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5.1.2.2 Produkce karotenoidů kultivovanými kmeny v závislosti na sloņe-

ní média  

U kaņdého kmene byla provedena identifikace a kvantifikace karotenoidů pomocí 

metody HPLC (kap. 4.3.11) jejíņ vyhodnocení je patrné v grafech u kaņdého kmene - 

viz následující. Přehled naměřených dat nárůstu biomasy, obsahu karotenoidů a 

ergosterolu je uveden v tabulce 13. 

 

 

 

Obrázek 51: Graf znázorňující mnoņství suńiny, karotenoidů a ergosterolu v buňkách 

kmene Rhodotorula glutinis v jednotlivých sériích ve srovnání s kontrolou. 
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Obrázek 52: Graf znázorňující mnoņství suńiny, kvantifikaci karotenoidů a ergosterolu 

v buňkách kmene Rhodotorula aurantiaca v jednotlivých sériích ve srovnání 

s kontrolou. 

 

Obrázek 53: Graf znázorňující mnoņství suńiny, kvantifikaci karotenoidů a ergosterolu 

v buňkách kmene Rhodotorula rubra v jednotlivých sériích ve srovnání 

s kontrolou. 
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Obrázek 54: Graf znázorňující mnoņství suńiny, kvantifikaci karotenoidů a ergosterolu 

v buňkách kmene Cystofilobasidium capitatum v jednotlivých sériích ve 

srovnání s kontrolou. 

 

Obrázek 55: Graf znázorňující mnoņství suńiny, kvantifikaci karotenoidů a ergosterolu 

v buňkách kmene Sporobolomyces roseus v jednotlivých sériích ve srovnání 

s kontrolou. 
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Obrázek 56: Graf znázorňující mnoņství suńiny, kvantifikaci karotenoidů a ergosterolu 

v buňkách kmene Sporobolomyces shibatanus v jednotlivých sériích ve srov-

nání s kontrolou. 

Ņádný z kultivovaných kmenů nevykazoval výrazně zhorńený nárůst biomasy a da-

lo by se říct, ņe ve srovnání s kontrolami v sériích A i B byly naměřené hodnoty bioma-

sy v médiích obsahujících glukosu i glycerol a v médiích obsahujících pouze glycerol 

téměř shodné u větńiny kmenů, a v některých případech dokonce byla mírně zvýńená 

produkce biomasy. Zvýńené hodnoty nárůstu biomasy byly nejvíce viditelné u kmene 

Rhodotorula aurantiaca v sérii B na médiu se směsí glukosy a glycerolu, kde tyto hod-

noty byly o 27 % vyńńí neņ u kontroly. Dalńí nadprodukce biomasy, ale jiņ ne tak mar-

kantní, byly zaznamenány u kmenů Rhodotorula rubra v sériích A i B na médiu se smě-

sí glukosy a glycerolu a Rhodotorula glutinis v sériích A i B na médiu se směsí glukosy 

a glycerolu.  

U vńech kultivovaných kmenů byly naměřeny vysoké hodnoty koncentrace ergo-

sterolu, z nichņ nejvyńńí produkci ergosterolu měl kmen Sporobolomyces roseus v obou 

sériích a na médiu s obsahem glukosy i glycerolu. Tento kmen vykazoval zvýńenou 

produkci ergosterolu vůči kontrole A o 23 % a v sérii B dokonce o 78 % vůči kontro-

lám. Vyńńí produkci ergosterolu měly také kmeny Rhodotorula glutinis v sérii B na 

obou typech médií, Rhodotorula rubra v sérii A na médiu s glukosou a glycerolu. Pozo-

ruhodný obsah lykopenu i β-karotenu obsahoval kmen Sporobolomces roseus. Ve srov-

nání s kontrolami v sériích A i B byl obsah lykopenu kultury z glycerolového média o 

34 % vyńńí neņ u kontroly B. Obsah β-karotenu v buňkách toho kmene byl u série A i B 

na směsném médiu glukosy a glycerolu aņ dvojnásobný ve srovnání s kontrolou. 

Obecně lze kultivaci na glycerolu vyuņít k produkci ergosterolu i karotenoidů pou-

ņitými kmeny kvasinek.  Nejvhodnějńím médiem byla směs glukosy a glycerolu. Na 

této směsi byly hodnoty měřených metabolitů vyńńí neņ na samotném glycerolovém 
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médiu a v určitých případech byly hodnoty metabolitů na směsném médiu vyńńí vůči 

kontrolám.  Z pouņitých kmenů je na základě získaných hodnot nejvhodnějńí pro kulti-

vaci na glycerolu kmen Sporobolomyces roseus jehoņ produkce ergosterolu, lykopenu i 

β-karotenu byla nejvyńńí. 

Z výsledků kultivace karotenogenních kvasinek na glycerolu je patrné, ņe vńechny 

studované kmeny jsou schopny utilizovat jej jako zdroj uhlíku a energie pro růst a pro-

dukci pigmentů. Sestava produkovaných pigmentů na glycerolovém médiu se nijak vý-

znamně nelińila od sestavy pigmentů produkovaných na kontrolním glukózovém médiu. 

Přestoņe nejlepńí výsledky byly dosaņeny na směsném médiu obsahujícím glukózu i 

glycerol, pro případnou utilizaci odpadního glycerolu z produkce biopaliv je důleņité 

zjińtění, ņe kvasinky jsou schopny jej vyuņívat, i kdyņ s poněkud niņńím výtěņkem. 

Zhodnocení odpadní suroviny za účelem produkce průmyslově významných metabolitů 

je jistě perspektivní a efektivní strategií. Z hlediska celkových produkčních vlastností i 

stability se jako velmi zajímavý z hlediska potenciálního uplatnění jeví druh Cystofilo-

basidium capitatum, případně některé druhy rodu Rhodotorula.  
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Tabulka 12: Tabulka naměřených hodnot koncentrace suńiny, lykopenu, β-karotenu, ergosterolu a naměřené hodnoty aktivity lipázy 

Kultivace na oleji 

kmen série A/B 
Mnoţství sušiny        

(g∙dm
-3

) 

Aktivita lipázy       

(µmol∙cm
-3

∙min
-1

) 

Lykopen      

(µg∙g
-1

sušiny) 

Ergosterol   

(µg∙g
-1

sušiny) 

β-karoten                 

(µg∙g
-1

sušiny) 

RG 

kontrola 4,090   330,057 2887,247 432,073 

A olej 4,050 1,93E-03 40,419 1721,911 10,234 

B olej 4,404 neprůkazné 0,000 780,478 0,000 

RA 

kontrola 8,424   46,768 504,176 56,083 

A olej 9,469 1,00E-02 0,000 456,364 4,872 

B olej 5,727 6,38E-04 89,772 1309,359 6,138 

RR 

kontrola 8,210   50,742 750,721 151,663 

A olej 4,943 3,55E-03 0,000 810,129 20,176 

B olej 2,349 1,64E-05 0,000 1866,874 57,755 

CC 

kontrola 7,811   123,117 623,547 62,923 

A olej 6,996 5,89E-04 210,835 568,714 0,000 

B olej 6,205 3,92E-04 79,973 1241,323 6,168 

SR 

kontrola 5,935   211,700 1569,185 1660,727 

A olej 2,713 neprůkazné 79,584 3961,661 728,187 

B olej 2,159 neprůkazné 144,827 2799,863 276,247 

SSc 

kontrola 8,698   18,553 562,961 33,385 

A olej 3,060 1,64E-05 0,000 1025,277 11,533 

B olej 2,405 neprůkazné 0,000 2106,560 0,000 

 

5
7
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Tabulka 13: Tabulka naměřených hodnot koncentrace suńiny, lykopenu, β-karotenu a ergosterolu 

Kultivace na glycerolu 

kmen série A/B 

Mnoţství sušiny  

(g∙dm
-3

) 

Lykopen 

 (µg∙g
-1

sušiny) 

Ergosterol 

(µg∙g
-1

sušiny) 

β-karoten  

(µg∙g
-1

sušiny) 

A B A B A B A B 

RG 

kontrola 7,190 7,829 164,766 94,513 1993,974 718,800 293,323 146,733 

glu + gly 9,257 8,133 164,639 134,705 1435,880 1803,295 238,350 215,237 

glycerol 6,643 7,758 66,648 9,963 1666,456 1934,018 119,158 31,345 

RA 

kontrola 8,766 7,408 311,077 57,874 1726,963 519,345 224,085 42,316 

glu + gly 9,049 9,430 62,818 127,257 1254,556 901,578 93,850 72,818 

glycerol 7,769 9,088 82,667 182,192 456,816 823,291 17,185 49,519 

RR 

kontrola 8,052 7,432 258,820 57,684 1230,005 742,826 94,484 39,250 

glu + gly 6,952 8,585 197,817 89,694 2904,965 866,953 150,696 45,294 

glycerol 6,061 9,004 88,353 74,942 1498,992 720,233 59,890 28,647 

CC 

kontrola 10,028 10,339 486,792 177,260 1945,955 1217,018 2,775 55,014 

glu + gly 9,165 10,147 367,402 685,462 982,534 1009,867 16,202 30,643 

glycerol 9,488 9,285 317,941 205,214 2509,422 799,691 34,096 14,043 

SR 

kontrola 4,192 5,489 723,152 654,840 4525,956 3024,186 2826,386 2817,839 

glu + gly 4,869 5,398 1398,453 1311,607 5596,780 5388,722 6498,329 5788,448 

glycerol 3,341 4,192 578,703 1766,923 3022,437 4165,438 3298,056 3640,395 

SSc 

kontrola 9,000 6,714 290,772 119,801 1848,788 8612,812 213,368 92,177 

glu + gly 7,564 7,916 147,615 287,114 890,757 2846,876 140,426 518,701 

glycerol 8,766 7,252 36,240 128,070 1951,934 1212,521 41,726 49,201 

5
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6 ZÁVĚR 

Cílem práce byla optimalizace metod kultivace karotenogenních kvasinek na od-

padních lipidických substrátech a glycerolu. Kultivace byla prováděna v kontrolních 

médiích s glukózou, v médiích obsahující směs těchto substrátů a glukosy 1:1 a v médi-

ích obsahujících jako jediný zdroj uhlíku buď řepkový olej nebo glycerol. V případě 

řepkového oleje byly pouņity dvě série médií (série A, B) lińící se ve sloņení inokula II 

(série A – glukosa, série B- glukosa a řepkový olej 1:1). V případě glycerolu byly také 

pouņity dvě série médií A a B s odlińným sloņením inokula II (A – glukózy, B- směs 

glukózy a glycerolu 1:1). Jako produkční média byly v případě glycerolu pouņity média 

obsahující samotnou glukózu, směs glukózy a glycerolu a média obsahující pouze gly-

cerol jako zdroj uhlíku. Tato média byla pouņita v obou sériích - A i B.  

V průběhu kultivace na oleji byla z hlediska produkce karotenoidů u větńiny kmenů 

výhodnějńí série A, kde nebyly kmeny vystaveny působení oleje jiņ od inokula II. Je 

moņné, ņe příznivý vliv by mohl mít přídavek detergentů do kultivačních médií, coņ 

bude předmětem navazujících experimentů. Nejlepńím producentem karotenoidů a er-

gosterolu na oleji byl kmen Sporobolomyces roseus, avńak ve srovnání s kontrolou ne-

byl obsah karotenoidů výrazně zvýńený. U větńiny ostatních kmenů dońlo k významně 

sníņené produkci lykopenu a β-karotenu ve srovnání s kontrolou. Při kultivaci na olejo-

vém médiu dońlo rovněņ k významné změně sestavy produkovaných pigmentů – kromě 

charakteristických zástupců (lykopen, beta-karoten, torulen) byl zaznamenán vznik aty-

pických oxidovaných pigmentů neznámé struktury, které byly eluovány v průběhu prv-

ních 2-3 minut a které zřejmě ovlivňovaly výsledné neobvyklé zbarvení kultur. Identifi-

kace by vyņadovala detailní analýzu pomocí LC/MS technik. Dále byla stanovena 

aktivita lipázy u jednotlivých kmenů. Aktivita lipázy byla u větńiny kmenů poměrně 

nízká a její produkce poměrně dobře odpovídá schopnosti jednotlivých kmenů růst a 

produkovat pigmenty na olejovém médiu. Za pouņitých kultivačních podmínek ve výńe 

popsaných screeningových experimentech byly jako kmeny potenciálně pouņitelné ke 

kultivaci na lipidech označeny Cystofilobasidium capitatum a v menńí míře vńechny 

kmeny rodu Rhodotorula. Kultivační podmínky by se vńak musely dále optimalizovat. 

V kultivaci na glycerolu je těņké jednoznačně určit sérii, ve které kmeny produko-

valy více karotenoidů, protoņe výsledky jsou specifické pro kaņdý kmen. Obecně ale lze 

říci, ņe médium, na kterém kmeny produkovaly ve větńině případů více karotenoidů 

obsahovalo směs glukosy a glycerolu 1:1. Nejvíce karotenoidů i ergosterolu produkoval 

opět kmen Sporobolomyces roseus, u něhoņ byla zaznamenána aņ 2,5-násobná produkce 

pigmentů i ergosterolu. Z výsledků kultivace karotenogenních kvasinek na glycerolu je 

patrné, ņe vńechny studované kmeny jsou schopny utilizovat jej jako zdroj uhlíku a 

energie pro růst a produkci pigmentů. Sestava produkovaných pigmentů na glycerolo-

vém médiu se nelińila od tradiční sestavy pigmentů produkovaných na kontrolním 

glukózovém médiu. Přestoņe nejlepńí výsledky byly dosaņeny na směsném médiu obsa-

hujícím glukózu i glycerol, pro případnou utilizaci odpadního glycerolu z produkce bio-

paliv je důleņité zjińtění, ņe kvasinky jsou schopny vyuņívat i samotný glycerol, i kdyņ 

s poněkud niņńím výtěņkem. Z hlediska celkových produkčních vlastností i stability se 

jako velmi zajímavý z hlediska potenciálního průmyslového uplatnění jeví druh Cystofi-

lobasidium capitatum, případně některé druhy rodu Rhodotorula.  
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SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK 

UV  Ultrafialové světlo 

HPLC  Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

RG  Rhodotorula glutinis 

RA  Rhodotorula aurantiaca 

RR  Rhodotorula rubra 

CC  Cystofilobasidium capitatum 

SR  Sporobolomyces roseus 

SSc  Sporobolomyces shibatanus 

glu+gly médium obsahující glukosu i glycerol 1:1 

gly  médium obsahující glycerol 

kontrola kontrolní médium obsahující glukosu 
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SEZNAM PŘÍLOH 

A Chromatogram RG  -  OLEJ Série A  

B Chromatogram RG  -  OLEJ Série B  

C Chromatogram RR – OLEJ KONTROLA  

D Chromatogram RR – OLEJ Série B  

E Chromatogram RA – OLEJ KONTROLA  

F Chromatogram RA – OLEJ A  

G Chromatogram CC – OLEJ B  

H Chromatogram SR – OLEJ A  

I Chromatogram SR – OLEJ B  

J Chromatogram SR – GLYCEROL A  

K Chromatogram SSC – KONTROLA  

L Chromatogram SSC – OLEJ A  

M Chromatogram SSC – OLEJ B  

N Chromatogram SR – GLYCEROL KONTROLA A  

O Chromatogram SR – GLUKOSA-GLYCEROL 1:1  

 

 



 

A CHROMATOGRAM RG  -  OLEJ SÉRIE A  

 

Obrázek P1: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Rhodotorula glutinis na olejovém médiu série A HPLC s UV/VIS detekcí, 

isokratickou elucí (mobilní fáze methanol) o průtoku 1cm
3
∙min

-1
 pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

B CHROMATOGRAM RG  -  OLEJ SÉRIE B 

 

Obrázek P2: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Rhodotorula glutinis na olejovém médiu série B HPLC s UV/VIS detekcí, 

isokratickou elucí (mobilní fáze methanol) o průtoku 1cm
3
∙min

-1
 pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

C CHROMATOGRAM RR – OLEJ KONTROLA 

 

Obrázek P3: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Rhodotorula rubra na glukosovém médiu metodou HPLC s UV/VIS detekcí, 

isokratickou elucí (mobilní fáze methanol) o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

D CHROMATOGRAM RR – OLEJ SÉRIE B 

 

Obrázek P 4: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Rhodotorula rubra na olejovém médiu série B metodou HPLC s UV/VIS detek-

cí, isokratickou elucí (mobilní fáze methanol) o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

E CHROMATOGRAM RA – OLEJ KONTROLA 

 

Obrázek P 5: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Rhodotorula aurantiaca na glukózovém médiu metodou HPLC s UV/VIS de-

tekcí, isokratickou elucí (mobilní fáze methanol) o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

F CHROMATOGRAM RA – OLEJ SÉRIE A 

 

Obrázek P6: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Rhodotorula aurantiaca na olejovém médiu série A metodou HPLC s UV/VIS 

detekcí, isokratickou elucí (mobilní fáze methanol)  o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

G CHROMATOGRAM CC – OLEJ SÉRIE B 

 

 

Obrázek P7: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Cystofilobasidium capitatum na olejovém médiu série B metodou HPLC s 

UV/VIS detekcí, isokratickou elucí (mobilní fáze methanol)  o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

H CHROMATOGRAM SR – OLEJ SÉRIE A 

 

Obrázek P8: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces roseus na olejovém médiu série A metodou HPLC s UV/VIS 

detekcí, isokratickou elucí (mobilní fáze methanol)  o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

I CHROMATOGRAM SR – OLEJ SÉRIE B 

 

Obrázek P9: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces roseus na olejovém médiu série B metodou HPLC s UV/VIS 

detekcí, isokratickou elucí (mobilní fáze methanol)  o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

J CHROMATOGRAM SR – GLYCEROL SÉRIE A 

 

Obrázek P10: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces roseus na glycerolu série A metodou HPLC s UV/VIS detek-

cí, isokratickou elucí (mobilní fáze methanol)  o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

K CHROMATOGRAM SSC – KONTROLA 

 

Obrázek P11: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces shibatanus na glukozovém médiu (kontrola) metodou HPLC s 

UV/VIS detekcí, isokratickou elucí (mobilní fáze methanol) o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

L CHROMATOGRAM SSC – OLEJ SÉRIE A 

 

Obrázek P12: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces shibatanus na olojevém médiu série A metodou HPLC s 

UV/VIS detekcí, isokratickou elucí (mobilní fáze methanol) o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

M CHROMATOGRAM SSC – OLEJ SÉRIE B 

 

Obrázek P13: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces shibatanus na olojevém médiu série B metodou HPLC s 

UV/VIS detekcí, isokratickou elucí (mobilní fáze methanol) o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu β-karotenu. 



 

N CHROMATOGRAM SR – GLYCEROL KONTROLA SÉRIE A 

 

Obrázek P14: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces roseus na glukozovém médiu - kontrola A metodou HPLC s 

UV/VIS detekcí, isokratickou elucí (mobilní fáze methanol) o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu ergosterolu. 



 

O CHROMATOGRAM SR – GLUKOSA-GLYCEROL 1:1 SÉRIE B 

 

Obrázek P15: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces roseus na médiu glukoza-glycerol 1:1 metodou HPLC s 

UV/VIS detekcí, isokratickou elucí (mobilní fáze methanol)  o průtoku 1cm
3
∙min

-1
, pro zjińtění obsahu ergosterolu. 
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