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ABSTRAKT

Cilem predlozené bakalarské prace bylo vyuziti lipidickych odpadii a odpadniho
glycerolu jako zdroji uhliku pii kultivaci karotenogennich kvasinek. Celkem bylo
ke kultivaci pouzito Sest kment kvasinek: Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra,
Rhodotorula aurantiaca, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus a Spo-
robolomyces shibatanus.

Vsechny studované kmeny kvasinek byly schopny utilizovat jak glycerol, tak fep-
kovy olej jako zdroj uhliku. Kultivace na oleji byla u vétsiny kmenti doprovazena sni-
zenou produkei karotenoidli a pouze v nékterych ptipadech zvySenou produkei ergoste-
rolu, lykopenu a biomasy. VétSina kmend kvasinek kultivovand na glycerolu
produkovala zvySené mnozstvi karotenoidii 1 biomasy. Jako nejlepsi producent karote-
noidd i biomasy byl prokazan kmen Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4, kultivovany
na médiu obsahujicim glukozu a glycerol v poméru 1:1.

KLIiCOVA 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 UVOD

Karotenoidy slouzi v lidském organismu jako vyznamné biologické antioxidanty,
jako regulatory imunitniho systému a jsou proto predmétem intenzivniho zkoumani.
Mnohé studie piedpokladaji, Ze antioxidaéni aktivita karotenoida je kli¢ovym faktorem
pfi snizovani vyskytu mnoha nemoci. Lidsky organismus ale neni schopen syntézy ka-
rotenoidd a musi je proto pfijimat stravou. Farmaceuticky pramysl produkuje nejriznéj-
§i vitaminové preparaty, potravinové dopliky a barviva.

Vyskyt karotenoidii byl prokazan u vétsiny rostlin, kde jsou soucasti fotosyntetic-
kého aparatu, a také byly prokézany u nékterych druhti kvasinek, kde jsou soucésti bu-
nééné Membrany a plni zde funkci fotoprotekce. V soucasné dobé je ziskavani karote-
noidd extrakci z rostlinnych materiald pomérné narocna a draha zalezitost, z tohoto
duvodu jsou zkoumany moznosti optimalizace mikrobiologické produkce karotenoidu
na riznych odpadnich substratech.

Témito odpadnimi substraty mohou byt riizné sekundarni produkty zemédélstvi,
potravinafstvi a dalSich odvétvi. Mohou to byt i rostlinné oleje, které Spatnym sklado-
vanim zlukly, nebo byly jiz pouzity k tepelné tipravé pokrmu a stavaji se tedy odpadem,
jez je ekologickou zatézi pro zivotni prostiedi. Tyto odpadni latky byvaji v dnesni dob&
zpracovavany na bionaftu, a nebo také mohou slouzit jako levny zdroj uhliku a nenasy-
cenych mastnych kyselin pro kultivaci mikroorganismti. Dal$im odpadnim produktem
dnedni doby je surovy glycerol, ktery vznika jako odpad v prubchu stdle se zvySujici
produkce bionafty. Obsahuje mnoho necistot jako je naptiklad voda, anorganické a or-
ganické soli, stopy glyceridli, mydel a zeleninovych pigmentl a jeho piecisténi na Cisty
glycerol je velmi nakladné, ale z hlediska biotechnologického piedstavuje i surovy gly-
cerol vyuzitelny zdroj uhliku pro kultivaci mikroorganisma.

Ptedlozena bakalafska prace se zabyva optimalizaci metod kultivaci karotenogen-
nich kvasinek na odpadnich lipidickych substratech a glycerolu. Jako lipidicky odpadni
substrat byl vyuzit fepkovy olej, jenz byl jedinym zdrojem uhliku v médiich. Obdobné
tomu bylo i v ptipadé glycerolovych médii s tim, Ze typy téchto médiich byly dva a dru-
hé médium obsahovalo glycerol spolu s glukosou v poméru 1:1. Na téchto médiich byly
kultivovany nasledujici kmeny karotenogennich kvasinek: Rhodotorula glutinis, Rho-
dotorula rubra (nyni Rhodotorula mucilaginosa), Rhodotorula aurantiaca, Cystofilo-
basidium capitatum, Sporobolomyces roseus a Sporobolomyces shibatanus. Cilem kul-
tivaci jednotlivych kment bylo stanovit podminky kultivace a médium, jehoz slozeni by
vedlo ke zvySené produkci karotenoidll a zaroven negativné neovlivnilo narast biomasy.



2 TEORETICKA CAST

2.1  Karotenoidy

Karotenoidy jsou rozsifenymi zlutymi a oranzovymi pigmenty bakterii, fas, kvasi-
nek, rostlin a zvitat. Doposud bylo zjisténo celkem 750 piirodné se vyskytujicich druhi
karotenoidi. Karotenoidy hraji vyznamnou roli fotoprotektivni, schopnost inaktivace
reaktivnich forem kysliku, pohlcovani zafeni kratkych vilnovych délek zareni a ticastni
se regulace fyzikalnich vlastnosti biomembran v lidském i zvifecim organismu. Lidé ani
zvitata nejsou schopni biosyntézy karotenoidi a jsou tedy zcela zavisli na jejich piijmu
potravou [1].

Tyto slouceniny jsou také pritomny ve vSech fotosyntetizujicich organismech, jako
jsou bakterie, sinice, fasy a vyssi rostliny, kde slouzi jako pomocné anténni systémy
fotosyntetického aparatu. U rostlin se vyskytuji v kvétech, ovoci a také v kofenech
a zpusobuji zluté az Cervené zbarveni napi.: mrkve, rajéat a paprik. U rostlin slouzi jako
hormony, pigmenty a vonné latky [2].

2.1.1 Struktura karotenoida

VétSina karotenoidnich latek se fadi mezi tetraterpeny, tedy mezi terpenoidy for-
malné obsahujici osm izoprenovych jednotek. Jejich barevnost je zplsobena fetézcem
konjugovanych dvojnych vazeb, ktery se vyskytuje v né€kolika zékladnich strukturach
a jejich kombinacich. Karotenoidy se déli na dvé hlavni skupiny [3]:

2.1.1.1 Uhlovodiky nazyvané karoteny

Nejjednodussim typem karotent je acyklicky polynenasyceny uhlovodik fytoen.
Acyklické karoteny se, s vyjimkou lykopenu, nachdzeji v potravindiskych materidlech
jen v malém mnozstvi. Doprovazeji zde alicyklické karoteny a xantofyly. Alicyklické
karoteny vznikaji enzymové katalyzovanou cyklizaci na jednom nebo obou koncich
acyklickych wy-karotend, kdy se tvofi [P-jononové struktury v B-karotenech
a o-jononové struktury v e-karotenech. a-karoten, B-karoten a y-karoten jsou prekurzo-
ry retinolu. Radi se proto mezi provitaminy A. Konverzi jedné molekuly B-karotenu
vznikaji dvé molekuly vitaminu A [3, 4].
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Obrazek 1: Acyklické karoteny lykopen a fytoen [3].
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Obrazek 2: Obrazek strukturnich vzorct vitaminu A, B-karotenu a a-karotenu [3, 4].

2.1.1.2 Kyslikaté slou¢eniny odvozené od karotend, které se nazyvaji xan-

tofyly.

Priméarné€ vznikaji jako produkty biochemické oxidace karotend. V potravinach se
v malém mnozstvi vyskytuji xantofyly odvozené od acyklickych karotent, jako jsou
napt.: 1,2-epoxylykopen, coz je pigment pfitomny V rajéatech. Kryptoxanthiny jsou
monohydroxysubstituované derivaty alicyklickych karotent. Vyskytuji se mnohem ¢as-
t&ji, nez xanthofyly. Nachazeji se napf.: Vrostlinnych pletivech (a-kryptoxanthin).
Obecné jsou xanthofyly hlavnimi karotenoidy rostlin [3].
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Obrazek 3: Hydroxysubstituovani a dihydroxysubstituovnané karotenoidy [3].

Oxidaci téchto sloucenin vznikaji tzv alleny (dieny s kumulovanymi dvojnymi
vazbami), které se vzacné vyskytuji v pfirod€. Jsou to napt.: Neoxanthin a foliaxanthin.
Presmykem 5,6-epoxidi vznika dal$i skupina xantofyli oznacovana jako cyklopen-
tylketony nebo také k-karoteny napi.: kapsanthin a kapsorubin. [3].

Vyznamnou av$ak malou skupinou xanthofylt jsou apokarotenoidy. Jsou to slou-
¢eniny, které obsahuji v molekule méné nez 40 atomi uhliku. Vznikaji $t€penim mole-
kuly karotenoidt. Tyto slou¢eniny vykazuji riizné biologické funkce. NejvyznamnéjSim
apokarotenoidem je vitamin A [3].

2.1.2 Vlastnosti karotenoidu

Karotenoidy jsou extrémné hydrofobni molekuly s malou nebo Zadnou rozpustnosti
ve vodé. Dalo by se tedy oCekavat, Ze budou omezeny na hydrofobni oblasti v burice,
jako je hydrofobni jadro biomembran, kromé ptipadli, kdy se nachazeji spolecné
S proteiny, coZ jim umoziuje piistup k vodnimu prostiedi. Polarni funk¢ni skupiny sa-
moziejme¢ mohou zmenit polaritu karotenoidi a umoziuji jejich interakce s jinymi mo-
lekulami [5].

Celkova velikost a tvar molekuly jsou velmi dulezité ve vztahu k vlastnostem
I funkcim karotenoidd. Vsechny barevné karotenoidy v trans konfiguraci maji konjugo-
vany systém dvojnych vazeb a jsou to linearni molekuly. Cis izomery vSak jiz nejsou
jednoduché linearni molekuly. Tendence cis-izomert krystalizovat nebo agregovat je
obvykle velmi mala, a proto cis-izomery mohou byt snadnéji rozlozitelné, absorbova-
telné, a transportované nez trans-izomery [5].

11
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Obrazek 4. A — cis a trans konfigurace jednoduchych vazeb polyenového fetézce,
B - cis a trans konfigurace dvojnych vazeb polyenového fetézce [4].

Karotenoidy maji v bunikach velkou schopnost fotoprotekce, ktera je realizovana
prostfednictvim zhaseni singletového Kysliku, inaktivaci volnych radikalt kysliku
a zhaseni excitovanych tripletovych stavi molekul. Hydrofobni jadro biomembran se
sklada z polynenasycenych mastnych kyselin a je potencidlnim ter¢em Utoku volnych
kyslikovych radikalt, které mohou piimo vést k degradaci membran. Kromé& vsech fy-
zikalnich mechanismt zapojenych do fotoprotektivniho G¢inku karotenoidd ovliviuji
karotenoidni pigmenty lipidové membrany, zejména jejich strukturni a dynamické
vlastnosti a také snizuji jejich oxida¢ni degradaci. Pfitomnost polarnich karotenoida
Vv lipidické vrstvé fosfolipidi ma vliv na fyzikalni vlastnosti membrany, modulaci
membranové fluidity a méni bariérové vlastnosti pro priinik malych molekul vcetné
kysliku [1].

2.1.3 Vyuziti karotenoidii

Karotenoidy jsou od nepaméti pouzivané V potravinarském primyslu jako barviva
potravin. K tomuto ucelu se pouzivaji Cerstvé i susené Casti rostlin a palmovy olej, ktery
také obsahuje karotenoidni pigmenty. Pfidavaji se do krmiva dojnic i dribeze pro zajis-
téni zadouci pigmentace mléka, vajec a masa. Pouzivaji se k barveni mnoha potravin
napf.: margarind, syrd, jogurtdl, zmrzlin, ovocnych dzusi, dresingi, mouky, téstovin atd.
[3].

Karotenoidy plisobi jako biologické antioxidanty a jako reguldtory imunitniho sys-
tému, které jsou pfedmétem intenzivniho zkoumani. Mnohé studie predpokladaji, ze
antioxidacni aktivita karotenoidi je kliCovym faktorem pii snizovani vyskytu mnoha
nemoci, ale je tfeba také poznamenat, ze v nékterych vysoce rizikovych skupinach
(napft. kuraci), mohou mit vysoké davky karotenoidl nezadouci G¢inky. Také bylo zjis-
téno, Ze karotenoidy indukuji apoptdézu T-lymfocytii bunécné linie a mohou chranit sta-
bilitu genomu [6].
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2.2  Kvasinky

Ceské slovo kvasinky a jeho ekvivalenty v mnoha jinych jazycich jsou zalozeny na
fermentacnich schopnostech kvasinek zkvaSovat sacharidy na ethanol a oxid uhliéity.
Slovo kvasinka je tedy Casto spojovano se schopnosti kvasit. Ve skuteCnosti, to neni
neobvyklé, v nékterych oblastech molekularni biologie jsou slova "kvasnice™
a "Saccharomyces” chapana jako synonyma. Objev, Ze nékteré taxony patii do Celedi
Basidiomycetes, rozsitila vnimani piirody kvasinek. Dusledkem tohoto zjisténi bylo
zatazeni téchto heterotrofnich eukaryotickych organismi mezi houby [7, 9].

2.2.1 Cytologie kvasinek

Vegetativni kvasinkova builka se sklada ze silné a pevné bunécné stény, cytoplaz-
my, jez obsahuje mnoho membranovych struktur a jadro, které je od cytoplazmy oddé-
leno dvojitou jadernou membranou. Pohybové organy, jako jsou bi¢iky, kvasinky nema-

Jilr].

2.2.1.1 Bunécna sténa

Buné¢na sténa udava bunice tvar a chrani ji pfed mechanickymi vlivy prostiedi. Ob-
sahuje velké pory, jimiz mohou prochdzet pouze nizkomolekularni latky. Hlavni sloz-
kou bunécné stény je sit’ polysacharidi (glukany), ktera je vyplnéna bilkovinami. Obsa-
huje malé mnozstvi lipidl a fosfolipidu a dale fosfore¢nany vazané esterovymi vazbami
na polysacharidy. Tyto fosfatové zbytky spolu se skupinami —COOH bilkovin udavaji
bunkam kvasinek negativni naboj. Tento naboj ovliviiuje adsorpci latek z Zivného pro-
sttedi. Na povrchu stény kvasinek mohou byt patrné jizvy po puceni, nazyvané jizvy
zrodu [7].

2.2.1.2 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membrana Casto nazyvand plazmalema je pomérné tenka mem-
brana o tlouStce 7,5-8 nm. Sklada se z lipidii a proteinti. Je sidlem transportnich mecha-
nismi a umoziuje piijem, ¢i transport latek z buniky do prostedi. Je volné propustna
pouze pro malé molekuly bez naboje, ¢imZ tvofi osmotické rozhrani mezi bunkou
a vné&j$im prostiedim [7].

2.2.1.3 Cytoplasma

Je u mladych bunék priihlednd homogenni hmota, obsahujici membranové utvary,
jakymi jsou endoplasmatické retikulum, mitochondrie, vakuoly, Golgiho aparat a jadro.
Endoplasmatické retikulum je tvofeno systémem dvojitych membran s pomérmné velky-
mi pory, na jejichz povrchu se nachazeji zrnicka polynomt, v nichZ se syntetizuji bilko-
viny. Mitochondrie jsou sidlem dychacich enzymt a probiha zde syntéza n¢kterych mi-
tochondrialnich bilkovin. Jsou nositeli mimojaderné dédi¢nosti, protoze obsahuji vlastni
DNA i RNA. Vnitini membrana tvoii vchlipeniny smérem dovnitf, neboli kristy. Skla-
daji se hlavné z fosfolipidd, lipidd a bilkovin.

Vakuola je kulovity utvar obklopeny jednoduchou membranou. Uvniti vakuol se
nachdzeji hydrolytické enzymy, jako proteinasy, ribonukleasa a esterasa. Jsou tedy mis-
tem, kde dochazi k rozkladu téch struktur buné€k, které maji kratky polocas rozpadu
(RNA a nékteré enzymy apod.). Dale obsahuji polyfosfaty a velkou zasobu draselnych
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iontl, aminokyselin a purind.

Golgiho aparat je membranovy utvar ptipominajici nékolik propojenych méchyikt
nebo cisteren ulozenych rovnobézné vedle sebe. Funkci tohoto aparatu je nejspiSe
transport prekurzorii bunééné membrany z cytoplasmy pies cytoplasmatickou membra-
nu. Jadro je od cytoplasmy oddé€leno dvojitou membranou s velkymi pory. Jadro se na-
chazi ptiblizné¢ ve stfedu bunky a nachdzeji se v ném chromozomy, jadérko a polové
télisko [7].
1-bunécna sténa
2-jizva zrodu
3-cytoplasmaticka membrana
4-jadro
5-jadernd membrana
6-vakuola
7-endoplasmaticka membrana
8- mitochondrie
9-glykogen
10- volutin
11- lipidy

12-Golgiho aparat
Obrazek 5: Bunka kvasinky [7]

2.2.2 Rozmnozovani kvasinek

2.2.2.1 Vegetativni rozmnoZovani

Nejcastéjsim zptisobem vegetativniho rozmnozovani kvasinek je puceni. Samotné
puceni zacina v matetské buice, kterd jiz dosahla kritické velikosti a dochazi v ni
k syntéze DNA a bunécnych organel. Poté dochazi k lokalnimu zeslabeni bunécné steé-
ny. Vlivem pnuti a turgoru dochazi k vytlatovani cytoplasmy v oblasti ohrani¢ené no-
vou bunéénou sténou, kterd je syntetizovana glukan- a chitinsyntetazou. Chitin, (poly-
mer N-acetylglukosamin), vytvaii prstenec pro spojeni mezi mateiskou a dcefinou
bunkou. Tento chitinovy prstenec nakonec vytvofi charakteristickou jizvu zrodu po bu-
nééném déleni. Nejprve do pupenu vstoupi drobné vakuoly a mitochondrie. Soucasné
dojde k mitotickému dé€leni jadra a jeho migrace k pupenu. S jadrem piechazeji do bun-
ky nové vytvotfeného pupenu také dalsi slozky cytoplasmy. Po uzavieni spojeni mezi
dorostlou dcefinou bunkou a matefskou buiikou vétSinou dochazi k jejich oddéleni, ale
v nékterych ptipadech buiiky zlstavaji spojeny 1 po nékolikerém déleni. Cely proces
bunécného déleni trva za optimalnich podminek kolem dvou hodin [7].
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Obrazek 6: Pucici buika kvasinky (vlevo), jizva zrodu zachycena elektronovym mi-
kroskopem (vpravo) [8]

2.2.2.2 Pohlavni rozmnozovani

Mnohé kvasinky maji schopnost mnozit se pohlavné. Vysledkem tohoto rozmno-
Zovani jsou pohlavni spory. Na zaklad¢ umisténi pohlavnich spor jsou kvasinky rozdé-
leny na Ascomycotina, u nichz jsou spory ulozeny v asku (askospory) a Basidiomycoti-
na, u nichz jsou spory umisténé vné sporotvornych bun¢k (exospory) [7].

Pfi pohlavnim rozmnoZovani dochazi ke spajeni dvou haploidnich bunék (konjuga-
ce). Naslednou karyogamii vznikéd diploidni jadro, které se dale d€li meidzou ve Ctyfi
haploidni jadra, ktera jsou zakladem pohlavnich spor, nebo se déli dalsi mitozou a pak
teprve vznikaji spory. V zivotnim cyklu kvasinek se pravidelné sttidaji haploidni a di-
ploidni faze bunék [7].

U askosporogennich kvasinek dochazi pii spdjeni dvou haploidnich bun€k ihned
také ke karyogamii, ¢imz vznika diploidni butika, neboli zygota. Spajeni miize probihat
bud’ mezi stejn¢ velkymi bunikami, kdy se jedna o izogamni spéjeni, nebo mezi velkymi
a malymi bunkami, coZ je ptiznacné pro heterogamni spéjeni. K heterogamnimu spéjeni
muze dochazet mezi matefskou a deefinou buiikou. Spajeni mezi buiikou a jejim potom-
stvem je mozné pouze u tzv. homothalickych kment. Heterothalické kmeny, jsou po-
hlavné rozlisené kmeny kvasinek, u nichz ke spajeni dochdzi mezi buiikami opa¢ného
parovaciho typu [7].

Druhy kvasinek tvotici exospory, zvané sporidie, byly zafazeny do roda Leucospo-
ridium a Rhodosporidium. Pfi spajeni opa¢nych parovacich typt dochazi k tvorbé dvou-
jaderné micelarni faze, protoZe nedochazi ke karyogamii. Po mitdze obou jader je kazda
buiika heterokaryoticka. Po urcité dobé dochézi ke spajeni jader v teliospoie, coz je
koncovy, nebo interkaldrni kulovity tmavy utvar se silnou sténou. Teliospora pak klici
ve formé& protomycelia, v némz nastdva meidza. Pucenim se nasledné z protomycelia
oddéluji jednobunécné sporidie [7].
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2.2.3 Kvasinky produkujici karotenoidy

Kvasinky produkujici karotenoidy nalezi mezi rody tvotici bazidiospory, tedy mezi
Basidiomycotina. Basidiomycotina jsou dale déleny na perfektni a imperfektni stadia.
Mezi perfektni stadia karotenogennich kvasinek nalezi ¢eledi Sporidiobolaceae, kam
nalezi rody Rhodosporidium a Sporidiobolus, a rody Cystofilobasidium, Xantho-
phyllomyces, které nalezi do ¢eledi Filobasidiaceae . Mezi imperfektni stadia karoteno-
gennich kvasinek nalezi rody Rhodotorula a Sporobolomyces, ndlezici do celedi Sporo-
bolomycetacea a rody Cryptococcus a Phaffia, patfici do ¢eledi Cryptococcaeae [8].

2.2.3.1 Cystofilobasidium

Diky piitomnosti karotenoidii tvofi oranzové, lososove az skotficové zbarvené ko-
lonie. Tvar bungk je vejcovité protahly. Nepohlavné se rozmnozuji polarnim nebo bipo-
larnim pucenim. Netvofi ballistokonidie. Nékteré druhy mohou vytvaret pseudohyfy.
Pti pohlavniho rozmnoZovanim vytvaii prava mycelia a tmavé pigmentované teliospo-
ry, které kli¢i v pfisedlé basidiospory. Vytvaieji koenzymy Q9 a Q10 a obsahuji xylu-
16su. Jednotlivé druhy karotenogennich kvasinek jsou Cystofilobasidium bisporii,
Cystofilobasidium capitatum a Cystofilobasidium infirmominiatum. Tyto druhy nejsou
schopny zkvaSovat glukosu a maji ptisné aerobni metabolismus. Cystofilobasidium ca-
pitatum je kultivovano pro jeho vysokou produktivitu koenzymu Q 10, -karotenu, toru-
lenu a torularhodinu [9, 10].

9%

-

/ u
Obrazek 7: Zleva Cystofilobasidium bisporii a Cystofilobasidium capitatum [9]

2.2.3.2 Xanthophyllomyces

Rod Xanthophyllomyces se vegetativné rozmnozuje pucenim. Buiiky mohou byt
zapouzdieny. Nevytvaii pravé mycelium. Pohlavné se mohou rozmnoZovat heterogam-
nim spajemim matefské a dcefinné buniky. Syntetizuji karotenoidni pigmenty, vlivem
nichZ se kolonie zbarvuji oranzovée az lososove. Obsahuji extracelularni sacharidy jako
jsou xyldézy a rhamnosy a produkuji koenzym Q10. Za uréitych podminek jsou schopny
asimilovat glukuronat. Druhem syntetizujicim karotenoidy je Xanthophyllomyces den-
drorhou. Bylo zjisténo, ze kmeny Xanthophyllomyces dendrorhous izolované z riznych
Casti svéta vykazuje jistou druhovou fungicidni aktivitu, ktera je smrtici pro kmeny Klo-
eckera apiculata, Rhodotorula sloffiae a R. minuta [9, 11].
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Obrazek 8: Zleva bipolarni puceni a multilateralni puceni Xanthophyllomyces den-
drorhou [12].

2.2.3.3 Rhodosporidium

Barva kolonii na pevnych médiich zahrnuje odstiny Zluté, oranZové aZz cervené.
Rody Rhodosporidium tvofi karotenogenni pigmenty, obsahuji koenzymy Q9 a Q10
a mohou také produkovat aminokyseliny a lipidy. Tvar kvasinek je vejcity. Vegetativné
se rozmnozuji pu¢enim. Nejsou schopny zkvasovat cukry. Jako zdroje energie mohou
vyuzivat galaktosu, trehalosu a glycerol, ale nedokazi jiz asimilovat laktosu,
D-glucosamin, erythritol a inositol. Mezi rody Rhodosporidium nalezi druhy Rhodospo-
ridium habjeuae, Rhodosporidium dacryoideum, Rhodosporidium fluviale, Rhodospo-
ridium kratochvilouae, Rhodosporidium lusitaniae,, Rhodosporidium paludigenum,.
Rhodosporidium sphaerocarpum, Rhodosporidium toruloides. V dne$ni dobé je druh
Rhodosporidium toruloides pramyslové kultivovan jako zdroj povrchové aktivnich la-
tek, triacylglycerolll a nenasycenych mastnych kyselin [9, 13].

Obrazek 9: Zleva tvorba teliospor Rhodosporidium kratochvilouae a Rhodosporidium
toruloides [9].

2.2.3.4 Sporidiobolus

Rod Sporidiobolus nezkvasuje zadné cukry. Buiky tvoii rizové az Cervené kolo-
nie. Zbarveni kvasinek je dano pfitomnosti karotenoidii v bunkéch a je zde také pftito-
men koenzym Q10. Vegetativné se rozmnozuje pucenim, kdy mohou vznikat jak pseu-

17



domycelia, tak i prava mycelia. Pohlavni rozmnozovani mize byt homothalické i hete-
rothalické. Jednotlivé druhy rodu Sporidiobolus produkujici karotenoidy jsou Sporidio-
bolus johnsonii, Sporidiobolus pararoseus, Sporidiobolus ruineniae. Sporidiobolus

salmonicolor. Nachazeji se v zabrech, zaludcich a vnitinostech krevet zijicich v mofi
v oblasti Zhanjiang v Cing [9, 14].

Obrazek 10: Sporidiobolus johnsonii [9]

2.2.3.5 Rhodotorula

Bunky maji kulovity az vejcovity tvar. Vegetativné se rozmnozuji multilateralnim
nebo polarnim pucenim. Mohou vytvaret pseudomycelia i prava mycelia. N&které¢ kme-
ny jsou schopny syntetizovat ¢ervené nebo zluté pigmenty na sladinovych agarech. Vét-
Sina druhl postrad4 schopnost asimilovat inositol. Druhy, které jsou naopak schopny
asimilovat inositol nejsou schopny asimilovat D-glukuronat. Nejsou schopny kvasit
sacharidy. Vytvareji koenzymy Q-10 a Q-9. Nékteré druhy mohou ptfedstavovat per-
fektni stadia 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 tvofti
az 20 % susiny. Z toho divodu jsou vyuzivany jako zdroj triacylglycerolii, povrchové
aktivnich latek, nebo jako zdroj nenasycenych mastnych kyselin [9, 13].

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

Kolonie jsou zbarveny lososové-rizovou barvou, oranzové, Cervené i zluto-
hnéd¢ v dusledku tvorby karotenoidl. Tvar bun¢k je elipsoidni, vietenovity az cylin-
dricky. Nedokazi zkvasovat cukry a obsahuji ubichinon. Kolonie jsou vétSinou silné
zvrasnény. Vedle pucicich bunék vytvareji také bohaté mycelium. Vyskytuji se ¢asto na
listi stromt a na jinych rostlindch odkud se dostavaji do tekoucich i stojatych vod. Karo-
tenogenni druhy jsou Sporobolomyces roseus, Sporobolomyces ruber, Sporobolomyces
salicinus, Sporobolomyces salmonicolor, Sporobolomyces sasicola, Sporobolomyces
shibatanus, Sporobolomyces singularis, Sporobolomyces subbrunneus a Sporobolomy-
ces xanthus [9].

Obrazek 12: Kiizovy roztér kmene Sporobolomyces roseus [16]

2.2.3.7 Phaffia

Vegetativné se tento rod rozmnoZuje pu¢enim. Buiiky maji elipsoidni tvar a vysky-
tuji se jednotlivé, ve dvojicich, obcas mohou tvotit kratké fetézce. Syntetizuji karoteno-
genni pigmenty zejména astaxanthin a v mensi mife p-karoten. Kolonie jsou ¢ervené az
losové-Cervené barvy. Nevytvaieji prava mycelia, ale mohou vytvafet pseudomycelia.
Maji schopnost zkvaSovat cukry. Jako jiné zdroje uhliku nejsou schopny asimilovat
inositol. Produkuji koenzym Q10 a jejich buiiky obsahuji xylulosu. NejvyznamnéjSim
druhem produkujicim karotenoidy je Phaffia rhodozyma [8]. V dnesni dobé jsou vyuzi-
vany mutantni kmeny Phaffia rhodozyma pro produkci astaxanthinu, protoze divoké
kmeny produkuji astaxanthin v malé mife a jsou proto ekonomicky nevyhodné [17].

Obrazek 13: Kfizovy roztér druhu Phaffia rhodozyma [16]
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2.2.4 Metabolity karotenogennich kvasinek

Mezi hlavni metabolity karotenogennich kvasinek patii karotenoidy, jimiz jsou ly-
kopen, a-karoten, 3-karoten, astaxanthin a zeaxanthin. V bunkach kvasinek plni karote-
noidy dulezitou funkci fotoprotekce [18].

Dulezitymi latkami obsazenych zejména v cytoplasmatické membrané kvasinek
jsou lipidy. Lipidy tvoii chemicky rozmanitou skupinu triacylglycerold, voska, glykoli-
pida a fosfolipida. Fosfolipidy jsou dilezitou slozkou bunécnych membran, ktera zlep-
Suje jejich prostupnost a elasticitu. Obsah neutralnich triacylglycerolt a fosfolipida za-
visi na slozeni zivného média a podminkach kultivace. Kvasinky bézn¢ obsahuji 5 - 15
% tuku v su$ing, ovSem karotenogenni kvasinky jsou schopny dosdhnout az nékolikana-
sobku (cca 60 % tuku v susing) [8,18].

Vyznamnym metabolitem, ktery ma ve spojeni s fosfolipidy funkci pii tvorbé lipi-
dové dvojvrstvy membran je ergosterol. Ergosterol je provitaminem D,. Pisobenim UV
zatreni dochazi ke vzniku vitaminu D [8, 19].

CH; CH3 CH3 CHs

CH
H3c\ A Y 20 720 % Y Y Y S W XNy T3

lykopen CH; CH; CH; CHj

CHj 3
o—karoten

O
Il
HyCCH; CHz  CHy on
S NGNS NS
AN AN ~N NY NN
HO™ N CHy CHy CHy HsCCH;
(0]

astaxanthin

Obrazek 14: Hlavni metabolity karotenogennich kvasinek [2, 3, 4]
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2.2.4.1 Biosyntéza karotenoidil

Biosyntéza karotenoidli probiha obdobnym zplsobem jako syntéza latek terpeno-
idni povahy, tedy metabolickymi drahami kyseliny mevalonové. Vstupni komponentou
je acetyl koenzym A, ktery je produktem glykolyzy a 3-oxidace mastnych kyselin [18].

Kyselina mevalonova je vytvarena kondenzaci tfi molekul acetylu koenzymu A,
kde prvni dvé molekuly acetyl-CoA jsou spojeny Vv acetoacetyl-CoA. Acetoacetyl-CoA
reaguje s acetyl-CoA. Produktem této reakce je (S)-3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA za
ucasti  hydroxymethylglutaryl-CoA-synthasy. Poté dochazi kredukci na (R)-
mevaldovou kyselinu za ucasti hydroxymethylglutaryl-CoA reduktazy. (R)-mevaldova
kyselina je u kvasinek redukovana pomoci NADH-dependentni mevaldatreduktasy na
kyselinu mevalonovou. Dvéma po sob& jdoucimi reakcemi kyseliny mevalonové a ATP
vznika isopentenyldifosfat za soucasné eliminace oxidu uhli¢itého a vody. Isopentenyl-
difosfat podléha vratné isomeraci, ¢imz vznika dimethylallyldifosfat. Prodlouzeni fetéz-
ce isopentenyldifosfatu o fetézec dimethylallyldifosfatu za Gcasti dimethylallyltrans-
ferazy vznika geranyldifosfat. Tato reakce uvoliuje allylovy kationt, ktery nasledné
podléha adici na dvojnou vazbu isopentenyldifosfatu za uvolnéni protonu. Obdobné
reaguje geranyldifosfat s isopentenyldifosfatem za vzniku farnesyldifosfatu, ktery rea-
guje podobnym zplisobem reaguje s isopentenyldifosfatem, ¢imz vznikd geranylgera-
nyldifosfat [2, 4, 20].

Néslednou kondenzaci dvou molekul geranylgeranyldifosfatu vznika molekula fy-
toenu. Této kondenzace se ucastni enzym fytoensyntaza. Fytoen je ptimym prekurzo-
rem karotenoidu, je bezbarvy a podléhd fadé desaturacnich a cyklizacnich reakei. Pro-
duktem téchto reakci je u kvasinek neurosporen, nasledné¢ vznikd lykopen, ktery
podléha cyklizaénim reakcim, kdy vznikaji dva typy jononovych struktur a to
B-jononové struktury a a-jononové struktury (biosyntéza karotenoidd je uvedena
Vv obrazku ¢.11 a obrazku ¢.12 (vlevo)) [2, 20].

2.2.4.2 Biosyntéza ergosterolu

Ergosterol nalezi mezi terpenoidy, proto je jejich biosyntéza z pocatku obdobna ja-
ko u karotenoidi, tedy metabolismem kyseliny mevalonové. Meznim produktem odlis-
nosti je farnesyldifosfat. Poté néasleduji kondenzacni reakce, které vedou squalen k la-
nosterolu. Konverzi lanosterolu vznika zymosterol, ktery je transportovan do
mitochondrii, kde je methylovan a vznika fekosterol. Findlni konverze fekosterolu na
ergosterol probihd v endoplasmatickém retikulu. Za anaerobnich podminek kvasinky
nedokazi syntetizovat a nejsou schopny rist, pokud neni ergosterol do média ptidan.
Tato situace nastava z toho divodu, ze kyslik je nezbytny pro cyklizaci squalenu (bio-
syntéza ergosterolu je uvedena v obrazku ¢.12 (vpravo), kde pierusované Sipky vyjadiu-
ji n€kolik reakénich krokd) [2, 8, 20, 21].
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Obrazek 15: (vlevo) biosyntéza karotenoidti do reaktantu isopentenyldifosfatu (vpravo nahote), ktery dale reaguje na geranyldifosfat
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Obrazek 16: vlevo biosyntéza karotenoidii, vpravo biosyntéza ergosterolu od reaktantu farnesyldifosfatu [2,17,18,19]
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2.2.5 Nutri¢ni zdroje aktualné vyuZivané k produkci karotenoidi

Faktory, které ovliviiujici efektivni produkci karotenoidi, nebo ovliviiuji druh
akumulovaného karotenoidu, jsou velmi dualezité pro komercni aplikaci v primyslu.
Existuje nékolik moznosti, jak ovlivnit mikrobialni produkci karotenoidd. Jednou
Z moznosti je zména kultivanich podminek, ¢imz miize byt zména substrati vyuziva-
nych jako nutri¢nich zdroju [22].

2.2.5.1 Potencialni vyuziti kvasinky Rhodotorula glutinis pro biokonverzi
surového glycerolu z bionafty na lipidy a karotenoidy

Saengea a kol. zkouseli vyuzivat surovy glycerol ziskany jako vedlejsi produkt bi-
onafty Kk produkci lipidd a karotenoidi. K tomuto ucelu byla pouzita kvasinka rodu
Rhodotorula glutinis TISTR 5159. Jako zdroj dusiku byla pouzita povrchové aktivni
latka Tween 20, ktera zvysuje akumulaci lipid a karotenoidd. Pomoci metody HPLC
bylo zjisténo, ze urcity pomér koncentrace uhliku ku koncentraci dusiku mél ptiznivy
vliv na biomasu, obsah lipidu i produkci karotenoidt. Optimalni podminky pro rust bi-
omasy bylo sloZeni média o 8,5% koncentraci glycerolu a poméru uhliku k dusiku 60.
Pro obsah lipidi a karotenoidii byla optimalni koncentrace glycerolu 9,5% a pomér
zdroju uhliku k dusiku 85 a pro dosahnuti vyssich vytézkt bylo pH v bioreaktoru upra-
veno na hodnotu 6. Nejvyssi produkee lipidi 6,05 g1 a karotenoidt 132,25 mg1™ bylo
dosazeno pii fed batch fermentaci. Odpadni produkty z vyroby bionafty jsou tedy vhod-
nou surovinou pro ziskani kvalitnich produkti, jakymi jsou lipidy a karotenoidy [23].
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Obrazek 17: Vrstevnicové grafy vyjadiujici vliv koncentrace glycerolu (x1) a poméru
C/ N (X2) na biomasu (A), obsah tukt (B) a karotenoidi (C), kde byla kon-
centrace Tween 20 stanovena na 1,5 g1 [23].
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2.2.5.2 Produkce karotenoidii kultivaci kvasinky kmene Rhodotorula glu-
tinis na glukose, melase a syrovatce jako zdroja uhliku

Kvasinky kmene Rhodotorula glutinis byly izolovany z odpadnich vod rafinérie
IPRAS. Aksu a kol. kultivovali tyto kvasinky vsadkovou fermentaci. Jako zdroje uhliku
byly pouzity glukosa, melasa a syrovatka. Pro aktivaci byly ptfidany bavinikovy olej a
Tween 80. Optimalni pH kultivace bylo stanoveno na hodnotu 6 a optimalni teplota na
30 °C. Vytéznost karotenoidd se vyrazné zvysuje S rostouci rychlosti provzdusinovani,
ktera dosahuje az 2,4 vvm. Pozitivni vliv na koncentraci karotenoidi ma také pocatecni
koncentrace siranu amonného. Obecné plati, ze zvySeni pocateéni koncentrace glukdzy
a melasy zvysuje rist kvasinek a produkci karotenoidl, zatimco zvyseni pocateéni kon-
centrace syrovatky nevykazuje stejny efekt. Nejvyssi koncentrace karotenoidt (125,0
mg1™) byla ziskéna za pouZiti melasy jako zdroje uhliku 0 pocatecni koncentraci 20 g-1
!, zatimco nejvyssi vynos produktu na zdkladé maximalni koncentrace bun&k (35,5 mg
karotenoidi na gram suSiny bun€k) bylo dosazeno pii pouziti syrovatky jako zdroje
uhliku v médiu, kde byla koncentrace syrovatky 13,2 g™ [24].
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Obriazek 18: Kiivky produkce karotenoidil a rlistu biomasy v zavislosti na druhu zdroje
uhliku v médiich (poc¢atec¢ni pH: 6, t: 30 °© C, AR: 0 VVM; SR: 100 ot / min)
[24].
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2.2.5.3 Produkce lipidi a karotenoidi pomoci kvasinky Rhodotorula glu-
tinis kultivované v palmovém oleji

Kvasinky Rhodotorula glutinis TISTR 5159 byly kultivovany na palmovém oleji
Z odpadnich jadrovych vod pouze s pfidavkem siranu amonného a Tween 20 jako vhod-
ného zdroje dusiku a povrchove aktivni latky. Pomér koncentraci zdroju uhliku k dusiku
ma vyznamny vliv na metabolismus lipid a produkci karotenoidl a jeho optimalni po-
mér byl pro narist biomasy stanoven na 140, pro vyssi obsah tukl a karotenoidli byl
pomér stanoven na 180. Vysoka koncentrace dusiku s nizkym pomérem uhliku k dusiku
vede K nartistu biomasy, coz je pro tvorbu lipidd a karotenoidd neptiznivé. Proto byl
zaveden dvoustupiiovy proces, jehoz prvni faze byla zamétrena na nartist biomasy a dru-
ha faze tohoto procesu byla zaméfena na produkci lipidi a karotenoidi. Vysledkem

dvoustupniové kultivace byla vyssi koncentrace lipidii a karotenoidli, nez u jednostup-
nové kultivace [25].
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Obrazek 19: Vrstevnicové grafy znazorujici G€inky chemické spotieby kysliku (COD)
(x1) a pomér C / N (x2) a jejich G¢inky na biomasu (A), obsah tuki (B) a ob-
sah karotenoidi (C), koncentrace Tween 20 byla stanovena na 1,5 g-1™ [25].
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3 CILE PRACE

Cilem ptedlozené bakalaiské prace zamétené na produkci karotenoidnich pigmenti
s vyuzitim odpadnich lipidickych substrati a glycerolu je feSeni nasledujicich dil¢ich
uloh:

= Piehled kvasinkovitych producenti karotenoidii a prehled vyuzitelnych typa sub-
strati jako nutri¢nich zdrojt.

= Optimalizace metod kultivace karotenogennich kvasinek na odpadnich lipidic-
kych substratech a glycerolu, stanoveni aktivit lipazy.

» Sledovani produkce karotenoidl kvasinkami s vyuzitim odpadnich lipida a glyce-
rolu jako zdroje uhliku
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Tabulka 1: Chemikalie pouzité ke kultivaci kvasinek

Kultivace kvasinek

chemikalie

vyrobce

Kvasni¢ny autolyzat

Himedia (India)

D-gluk6za monohydrat p.a

Lach-Ner s. r.0. (CR)

Siran amonny p.a., Lachema (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. Lachema (CR)

Siran hore¢naty heptahydrat p.a. Chemapol (CR)
Chlorid sodny p.a. Lachema (CR)
Glycerin p.a. Lach-Ner s. r.0. (CR)
Repkovy olej Sk-oil

Tabulka 2: Chemikalie pouzité pro izolaci karotenoid

Izolace karotenoidu

chemikalie vyrobce
Aceton p.a., Lachema (CR)
Hydroxid draselny p.a. Lachema (CR)
Diethyléter p.a. Lachema (CR)
Ethanol pro UV-VIS Lachema (CR)

Tabulka 3: Chemikalie pouzité pro HPLC stanoveni

HPLC

chemikalie

vyrobce

Methanol pro HPLC Gradient Grade, Sigma

Aldrich (SRN)

Ethanol pro HPLC Gradient Grade, Sigma

Aldrich (SRN)
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4.2  Pristroje a pomucky

Tabulka 4: Piistroje a pomiicky pouzité pti kultivaci kvasinek

Kultivace kvasinek

Piistroje a pomiicky

vyrobce

Spektrofotometer VIS, Helios 6,

Unicam (UK)

Mikroskop L 11 00A,

Intraco Micro (SRN)

GKB Color Digital CCD kamera

GKB Color Digital (Taiwan)

Lucia Image active 5.0,

Laboratory Imaging spol. s r.o. (CR)

Trepacka IKA Yellow Line, (SRN)

Yellow Line (SRN)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen

Laborzentrifugen (SRN)

Analytické vahy Boeco (SRN)

Boeco (SRN)

Tabulka 5: Pouzité piistroje a pomticky K izolaci a stanoveni karotenoidt

Izolace a analyza karotenoidi

Pristroje a pomucky vyrobce
Filtry pro HPLC, PRE-CUT Alltech (GB)
Vakuova odparka RV 06 IKA (SRN)

Vodni lazen EL-20

Merci a.s. (CR)

Soustava HPLC/UV-VIS

ECOM spol. s r.0. (CR)

Programator gradientu GR 5

ECOM spol. s r.0. (CR)

Vysokotlaké cerpadlo typ P 4020

ECOM spol. s r.0. (CR)

Davkovaci ventil typ C

ECOM spol. s r.0. (CR)

Termostat kolony typ LCO 101

ECOM spol. s r.0. (CR)

UV-VIS procesorovy detektor, typ LCD 2084

ECOM spol. s r.0. (CR)

Software Clarity — chromatography SW Data apex 2006
Kolona Kinetex C18, 2,6 um, 4,6 x 150 mm, Phenomenex
Drzak predkolony - 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 prace

4.3.1 Kultivace mikroorganismu

4.3.1.1 Kultivace karotenogennich kment

Karotenogenni kvasinky patii mezi mezofilni aecrobni mikroorganismy, které maji
ve vétsing piipadii podobné naroky. Kmeny kvasinek Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
rubra, Rhodotorula aurantiaca, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus
a Sporobolomyces shibatanus byly kultivovany v tekutém médiu pii teploté 28 °C,
za stalého osvétleni a protiepavani. Média byla sterilizovana v tlakovém hrnci
s otevienym ventilem po dobu 30 minut. Kultivace probihaly na olejovém nebo glycero-
lovém substratu.

4.3.2 Kultivace na oleji

4.3.2.1 Inokulum I

Pro kazdy druh kvasinek bylo pfipraveno jedno inokulum I o slozeni uvedeném
v tabulce 7. Vysterilované inokulum bylo zaockovano tfemi klickami zasobni kultury
uchovavané na Petriho miskach. Kultivace probihala 24 hodin v 50 ml inokula I.

Tabulka 7: Slozeni inokula I

Inokulum |
Slozka mnozstvi (g)
glukoza 40
(NH4)2SO4 5
KH,PO4 5
MgSO, 0,34
Kvasni¢ny autolyzat 7
Vodovodni voda 1000 (ml)

4.3.2.2 Inokulum Il

Pro kazdy druh kvasinky byly po kultivaci v inokulu I pfipraveny dvé série inoku-
la 11, lisici se ve sloZeni, které je uvedeno v tabulce 8. Do sterilniho inokula II (125 ml)
byly pteoc¢kované kultury kultivované v inokulu I. Nasledna kultivace na sériich A a B
inokula II probihala 24 hodin.
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Tabulka 8: Tabulka udavajici slozeni dvou sérii inokula II - sérii A i B

Inokulum 11 série A/kontrola série B
Slozka mnozstvi (g) mnozstvi (g)
glukoza 40 20
repkovy olej 20
(NH4).SO,4 5 5
KH,PO, 5 5
MgSO, 0,34 0,34
Kvasni¢ny autolyzat 7 7
Vodovodni voda 1000 (ml) 1000 (ml)

4.3.2.3 Produk¢éni médium

Pro kazdou sérii inokula II byly pfipraveny dvé série sterilnich produkénich médii,
kam byly pieoCkovany kultury z obou sérii inokula Il. Slozeni dvou sérii A a B pro-
dukéniho média je uvedeno v tabulce 9. Kultivace probihala nasledujicich 80 hodin
ve 125 ml tohoto média.

Tabulka 9: sloZeni produkéniho média série A i B

Produkéni médium kontrola série A /série B
Slozka mnozstvi (g) mnozstvi (g)

glukoza 30
fepkovy olej 30
(NH,)2S04 4 4
KH,PO, 4 4
MgSO, 0,34 0,34
Vodovodni voda 1000 (ml) 1000 (ml)

4.3.3 Kultivace na glycerolu

4.3.3.1 Inokulum I

Inokulum I bylo pfipraveno obdobné jako inokulum I (50 ml) v kultivaci na oleji a
taktéZ byly stejnym zpisoben zaockovany vSechny zminéné kmeny kvasinek. SloZeni
inokula I (50 ml) je uvedeno v tabulce 7. Kultivace probihala 24 hodin.

4.3.3.2 Inokulum Il

Pro kazdy druh kvasinek byly pfipraveny dvé€ série inokula II - série A a B, jejichz
slozeni je uvedeno v tabulce 10. Do kazdé série inokula Il (250 ml) byly pieockovany
za sterilnich podminek druhy kvasinek z inokula I. Nasledna kultivace probihala 24
hodin.
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Tabulka 10: slozeni dvou sérii inokula 1l

Inokulum 11 série A série B
Slozka mnozstvi (g) mnozstvi (g)
glukoza 40 20
glycerol 20
(NH4)2SO4 5 5
KH2PO4 5 S)
MgSO, 0,34 0,34
Kvasni¢ny autolyzat 7 7
Vodovodni voda 1000 (ml) 1000 (ml)

4.3.3.3 Produk¢éni médium

Produkéni médium bylo piipraveno tak, ze pro kazdou sérii A a B byly pfipraveny
tii rizna produk¢éni média o slozeni uvedeném v tabulce 11. Produkéni média jsou
shodnd v sérii A i Vv sérii B. Do téchto tii médii v kazdé sérii A a B byly za sterilnich
podminek pieoCkovany vSechny kmeny kvasinek a jejich nésledna kultivace trvala 80
hodin. Objem produkéniho média ¢inil 125 ml.

Tabulka 11: slozeni tfi typt produkénich médii série A i B

Y ., série A/ série B
Produkcéni médium

glukésové glukosa/glycerol glycerol
Slozka mnozstvi (g) mnozstvi (g) mnozstvi (g)

glukéza 30 15

glycerol 15 30
(NH,4)2SO4 4 4 4
KH,PO4 4 4 4
MgSO, 0,34 0,34 0,34
Vodovodni voda 1000 (ml) 1000 (ml) 1000 (ml)
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4.3.4 Stanoveni mnoZstvi biomasy

Mnozstvi biomasy bylo stanoveno na zakladé kalibra¢nich kfivek, které vyjadiuji
zéavislost mezi mnozstvim suSiny a zakalu rizné koncentrovanych suspenzi kvasinek.
Pro vypocet mnozstvi biomasy byly pouzity kalibra¢ni kiivky uvedené v rovnicich
(1-6):

Rhodotorula glutinis: y=0,197 4x-0,023 4 1)
Rhodotorula aurantiaca: y=0,2047x-0,0184 2
Rhodotorula rubra: y =0,2290x-0,0000 (3)
Cystofilobasidium capitatum: y = 0,166 9x — 0,188 4 4)
Sporobolomyces roseus : y=0,2421x-0,0488 (5)
Sporobolomyces shibatanus: y =0,204 7x—0,018 4 (6)

Kde X je mnozstvi susiny g-dm'3 a 'y vyjadiuje naméfenou absorbanci.

1 cm?® vzorku byl nafedén destilovanou vodou tak, aby nepiekroéil rozsah spektro-
fotometru. Absorbance byla métena pii vinové délce 630 nm [26, 27].

4.3.5 Stanoveni aktivity lipazy

Stanoveni aktivity lipazy bylo provedeno spektrofotometricky. Jako substrat byl
pouzit p-nitrofenyllaurat. Stanoveni lipazy bylo provedeno na médiich kvasinek kulti-
vovanych na oleji.

Lipazovy substrat byl pfipraven ve 100 ml barce, kde bylo rozpusténo 0,017 g SDS
(dodecyl sulfonat sodny), 1 g Tritonu X-100 a 0,013 5 g p-nitrofenol lauratu. Vznikla
smés byla nasledné zahtivana po dobu 15 minut pii 65 °C.

Vzorky pro méteni lipazové aktivity byly pfipraveny smichanim 2,5 ml fosfatové-
ho pufru, 2,5 ml p-nitrofenolu a 1 ml supernatantu (médium zbavené bunék). Thned po
pfidani média jako supernatantu byla méfena absorbance pii vinové délce 410 nm po
uplynuti 30 minut bylo méteni opakovéano. Na zéklad¢ rozdilti kone¢nych a pocatecnich
hodnot absorbanci, byl zjistén rozdil koncentraci substratu podle kalibra¢ni kiivky uve-
dené v rovnici (7):

y=12,3303x-0,0017 (7
kde y je zména naméfené absorbance 44 a X je koncentraci substratu.
Aktivita lipazy byla vypocitana podle vztahu uvedeného v rovnici (8):
AC r
At

kde EA je aktivita lipasy (umol -cm™ min™), Ac je koncentraci substratu
(umol - cm™®), At je zména &asu (v minutach) a R je koeficient fedéni vzorku [28].

EA= (8)

33



4.3.6 Mikroskopické pozorovani bunék

Pro posouzeni morfologie bun¢k a pro ptipadné vylouceni nezadouci kontaminace
kvasinek byly kultury pozorovany pod mikroskopem. Kapka bunééné suspenze byla
pienesena na podlozni sklicko, piekryta krycim sklickem a kvasinky byly néasledné po-
zorovany pod mikroskopem pii zvétSeni 400x. Vysledky byly zachyceny digitalni ka-
merou a zpracovany pomoci pocitacového softwaru Lucia.

4.3.7 Zpracovani biomasy

Cely objem produkéniho média byl centrifugovany pii 5000 otackach za minutu po
dobu 10 minut. Nasledné byly buiikky promyty destilovanou vodou a opétovné staceny
stejnym zpusobem jako prvné. Na zavér byla biomasa rozsuspendovana ve fyziologic-
kém roztoku a ulozena v mraznicce.

4.3.8 Izolace karotenoidii a ergosterolu zmydelnénim

Soucasti lipidické frakce kvasinkovitych bun¢k jsou jak karotenoidy, tak i ergoste-
rol. Z tohoto diivodu je mozné je izolovat zmydelnénim a posléze nékolikanasobnou
extrakci. Vzorky ulozené v mrazaku byly po tmé rozmrazené a Zzcentrifugované pfi
5000 otackach za minutu po dobu 10 minut. Po promyti destilovanou vodou byly kva-
sinky opét stejnym zptisobem odstfedéné a izolovany sediment kvasinkovych bun¢k byl
dezintegrovany ve tfeci misce v 50 ml acetonu. Po kvantitativnim pfevodu suspenze na
odpafovaci misku. K suspenzi v odpafovaci misce bylo piidano 50 ml 10% alkoholic-
kého roztoku KOH. Takto pfipravena suspenze byla zmydelnéna na vodni 1azni pfi
90 °C po dobu 30 minut.

4.3.9 Extrakce

Zmydelnénd suspenze byla tiikrat extrahovana v diethylétheru. Spojené étherové
frakce byly odpafené na vakuové odparce.

4.3.10 Uprava vzorki pro HPLC

Odparky vzorku, ziskané po extrakci byly rozpustény ve 2 ml etanolu pro HPLC,
ptefiltrovany ptes jednorazovy filtr a pfevedeny do mikrocentrifugac¢ni zkumavky. Na-
sledn¢ byly vzorky odstiedény na mikrocentrifuze po dobu 15 minut pti 15000. Po puri-
fikaci byly vzorky uchovavany v mrazni¢ce ve tmé pii -20 °C pro ptipadné dalsi analy-
zy.

4.3.11 Analyza karotenoidi pomoci HPLC

Analyza karotenoidi a ergosterolu metodou HPLC probihala za izokratickych
podminek pfi prutoku 1 cm® - min™ mobilni faze a teploté 45 °C na nerezové koloné
s predkolonou. Soucasn¢ probihala fotometrickd detekce pii vinové délce 450 nm, coz
je vinova délka odpovidajici maximu absorbance karotenoidii a pii vinové délce
285 nm, odpovidajici maximu absorbance ergosterolu. Vzorek o objemu 10-20 pul byl
davkovan ptes davkovaci ventil. Jako mobilni faze byl pouzit methanol pro HPLC. Ka-
rotenoidy i ergosterol byly analyzovany na soustavé HPLC od firmy ECOM spol. s r.o..
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Pro vyhodnoceni analytickych dat byl pouzit program, ktery snimal odezvu fotometric-
kého detektoru Clarity — Chromatography SW, Data Apex 2006.

4.3.121dentifikace a kvantifikace karotenoidu

Na zaklad¢ chromatografické analyzy standardi karotenoidli a ergosterolu pii jiz
zminénych vinovych délkach (viz predchozi) byla provedena identifikace a kvantifikace
obsahu jednotlivych vzorkl. Stanoveni mnozstvi vybranych karotenoidl a ergosterolu
bylo provedeno na zaklad¢ kalibra¢nich kfivek uvedenych v rovnicich (9-11):

B-karoten: y=4,3875x 9)
lykopen:  y=1,0248x (10)
ergosterol : 'y =31,642 0x (12)

Ke kvantitativnimu vyhodnoceni byla pouzita zavislost plochy piku jednotlivych
standardli na koncentraci [26].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1.1 Kultivace na oleji

5.1.1.1 Pozorovani morfologickych zmén pouzivanych kment v zavislosti
na sloZeni médii

Kultivace na fepkovém oleji prob¢hla u kment Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
rubra, Rhodotorula aurantiaca, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus
a Sporobolomyces shibatanus. VSechny kmeny byly kultivovany za stejnych podminek
a jako zdroj zivin vyuzivaly substraty o stejném sloZeni, tedy kontrolni médium obsa-
hovalo glukosu a média v sériich A a B obsahovaly olej jako zdroj uhliku. Tyto série se
1181 na zakladé€ sloZeni inokula II, které v sérii A obsahovalo jako zdroj uhliku glukosu a
v sérii B byly jako zdroje uhliku zastoupeny jak glukosa, tak olej v poméru 1:1.

Obrazek 20: morfologie kmene Rhodotorula glutinis kultivované na gluko-
se (RG kontrola) ve srovnani sérii A a B kultivovanych na oleji

Obrazek 21: Morfologie kmene Rhodotorula aurantiaca kultivované na gluko-
se (RA kontrola) ve srovnani sérii A a B kultivovanych na oleji

Obrazek 22: Morfologie kmene Rhodotorula rubra kultivované na gluko-
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se (RR kontrola) ve srovnani sérii A a B kultivovanych na oleji

Obrazek 23: Morfologie kmene Cystofilobasidium capitatum kultivované na gluko-
se (CC kontrola) ve srovnani sérii A a B kultivovanych na oleji

Obrazek 24: Morfologie kmene Sporobolomyces roseus kultivované na gluko-
se (SR kontrola) ve srovnani sérii A a B kultivovanych na oleji

Obrazek 25: Morfologie kmene Sporobolomyces Shibatanus kultivované na gluko-
se (SSc kontrola) ve srovnani sérii A a B kultivovanych na oleji

Na zakladé mikroskopického pozorovani lze vidét reakci bun€k na sloZzeni média.
Tvary bunék ve vSech kmenech a vétSin€ sérii nevykazovaly zadné morfologické
zvlastnosti. U kmene Rhodotorula glutinis v sérii B vykazovaly butiky spise ovalny
tvar. (viz obrazek 20). U kmene Rhotorula aurantiaca byly zmény ve tvaru bunék pou-
ze v sérii B, kde nabyvaly kulatého az mirné ovalného tvaru. Obrazek 22 zndzorfiuje
tvar bunék kmene Rhodotorula rubra v sérii A, B a v kontrole, kde byl tvar bun¢k spise
kulovity, v sérii A ovalny az kulovity a v sérii B mély buiky opét tvar spise kulovity.
V kultuie kontroly a v kultufe série B jsou také mirn€ patrné pigmenty nachazejici se na
vnitini strané cytoplasmatické membrany. Obrazek 23 zachycuje tvar bunék kmene
Cystofilobasidium capitatum v sérii A, B a v kontrole. Tvar bunék jak v kontrolnim
médiu, tak v sériich byl A a B kulovity. Na obrazku 24 je viditelné, Ze buiikky kmene
Sporobolomyces roseus maji na glukosovém médiu vejcovité protahly tvar. Tvary kva-
sinkovitych buné¢k série A a B maji spise citronovity tvar a je zde patrné, Ze kultivace na
olejovém médiu v sérii A 1 B byla pro tento kmen jistym stresujicim prosttedim. Kmen
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Sporobolomyces shibatanus nereagoval na olejové médium z pohledu zmény tvaru bu-
n¢k a jeho bunky mély tvar bunck v sériich A a B stejny, tedy kulovity tvar jako na

glukdésovém médiu.

Obrazek 26: Zmény zbarveni kmene Rhodotorula glutinis kultivovaného na gluko-
se (RG kontrola) ve srovnani se sérii A a B kultivovanych na oleji.

Obrazek 27: Zmény zbarveni kmene Rhodotorula aurantiaca kultivovaného na gluko-
se (RA kontrola) ve srovnani se sérii A a B kultivovanych na oleji.

Obrazek 28: Zmény zbarveni kmene Rhodotorula rubra kultivovaného na gluko-
se (RR kontrola) ve srovnani se sérii A a B kultivovanych na oleji.
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Obrazek 29: Zmény zbarveni kmene Cystofilobasidium capitatum kultivovaného
na glukose (RA kontrola) ve srovnani se sérii A a B kultivovanych na oleji.

Obrazek 30: Zmény zbarveni kmene Sporobolomyces roseus kultivovaného na gluko-
se (RA kontrola) ve srovnani se sérii A a B kultivovanych na oleji.

Obrazek 31: Zmény zbarveni kmene Sporobolomyces shibatanus kultivovaného na
glukose (RA kontrola) ve srovnani se sérii A a B kultivovanych na oleji.

Zbarveni jednotlivych kmenl na pouzitych médiich bylo zachyceno na obrazcich
26 -31. U vétsiny kment bylo zbarveni sérii A a B spiSe riZzovo-oranZzové ve srovnani
s kontrolni kulturou, ktera byla zbarvena ve vétSiné ptipadi oranzoveé. Vyrazné zmény
zbarveni mezi sériemi A a B lze vidét u kmene Rhodotorula rubra, u kterého je série B
zbarvena velmi svétle oranzové (viz obrazek 28) a u kmene Sporobolomyces shibatanus
m¢él naopak zbarveni série A svétle oranzové (viz obrazek 30).

5.1.1.2 Produkce karotenoida kultivovanymi kmeny v zavislosti na sloze-
ni média

U kazdého kmene byla provedena identifikace a kvantifikace karotenoidii pomoci
metody HPLC jejiZz vyhodnoceni je patrné v grafech u kazdého kmene - viz nésledujici.
Prehled naméfenych dat nartistu biomasy, obsahu karotenoidil a ergosterolu je uveden
v tabulce 12.
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Rhodotorula glutinis
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kontrola Aolej B olej
M SusSina (-10g/1) M 3-karoten (ug/gsus)
M Lykopen (ug/gsus) H Ergosterol (ug/(100-gsus))

Obrazek 32: Graf znazoriujici mnozstvi susiny, kvantifikaci karotenoidii a ergosterolu
v buiikdch kmene Rhodotorula glutinis v jednotlivych sériich ve srovnani
s kontrolou.
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Rhodotorula aurantiaca

[/

kontrola A olej B olej
® Susina (-10g/1) H 3-karoten (ng/gsus)

M Lykopen (ng/gsus) & Ergosterol (ug/(100-gsus))

Obrazek 33: Graf znazoriujici mnozstvi susiny, kvantifikaci karotenoidii a ergosterolu
v bunkach kmene Rhodotorula aurantiaca v jednotlivych sériich ve srovnani
s kontrolou.
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Rhodotorula rubra
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Obrazek 34: Graf znazoriujici mnozstvi susiny, kvantifikaci karotenoidi a ergosterolu
v buitkdch kmene Rhodotorula rubra v jednotlivych sériich ve srovnani

s kontrolou.
Cystofilobasisium capitatum
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200 w.
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50
0 . . .
kontrola Aolej B olej
M Susina (-10g/1) M 3-karoten (ug/gsus)
M Lykopen (ug/gsus) H Ergosterol (ug/(100-gsus))

Obrazek 35: Graf znazoriujici mnozstvi susiny, kvantifikaci karotenoidii a ergosterolu
v bunkach kmene Cytofilobasidium capitatum v jednotlivych sériich ve srov-
nani s kontrolou.
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Sporobolomyces roseus
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Obrazek 36: Graf znazoriujici mnozstvi susiny, kvantifikaci karotenoidii a ergosterolu
Vv buiikdch kmene Sporobolomyces roseus v jednotlivych sériich ve srovnani
s kontrolou.
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Obrazek 37: Graf znazoriujici mnozstvi susiny, kvantifikaci karotenoidii a ergosterolu
v bunkach kmene Sporobolomyces shibatanus v jednotlivych sériich ve srov-
nani s kontrolou.
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Z grafl je patrné, ze nejvyssi nartist biomasy V porovnani s kontrolni kulturou byl
u kmene Rhodotorula aurantiaca v sérii A (9,469 g-1™), kde byla tato koncentrace témek
0 9 % vyssi nez u kontroly. Ergosterol byl nejvice produkovany kmeny kvasinek Spo-
robolomyces roseus, ktery vykazoval nejvétsi produkcei ergosterolu ze vSech kment a to
v sérii A, kde byla produkce aZ témé&F 2,5x vyssi (3 961,661 pgl?) a také v sérii B, kdy
byla produkce ergosterolu témé&t dvojnasobna viigi kontrole (2 799.863 pg-1™). Z hledis-
ka produkce lykopenu byl jako nejlepsi producent shledan kmen Cystofilobasidium ca-
pitatum u néhoZ byla zaznamenana 70 % nadprodukee viiéi kontrole (210,835 pg1™). U
produkce B-karotenu bylo zaznamenano nejvy$$i mnozstvi u kmene Sporobolomyces
roseus, avsak vici kontrole byla tato hodnota témét 2X mensi.

Z hlediska produkce karotenoidi je pouziti olejového substratu vyznamné pouze u
kmene Cystofilobasidium capitatum. Z hlediska vytéznosti ergosterolu je vSak tato me-
toda velmi ucinna. Jako nejlepsi producent ergosterolu, lykopenu i B-karotenu byl shle-
dan kmen Sporobolomyces roseus, dale byla nadprodukce ergosterolu zaznamenana
také u kmenti Rhodotorula glutinis (séria A), Rhodotorula aurantiaca (séric B), Rho-
dotorula rubra (série B), Cystofilobasidium capitatum (série B). Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 12.

Je tieba doplnit, ze v pfedlozené praci nebyly hodnoceny v§echny hlavni karoteno-
idni pigmenty kvasinek, a to z ditvodu nedostupnosti standardfi. Je mozné, Ze s lykope-
nem dochazi i ke koeluci torulenu, podle tvaru chromatoramii 1ze predpokladat i pro-
dukci torularhodinu a jeho derivati (retencni Casy 3,3 — 6 min). Pfi kultivaci na
olejovém médiu doslo rovnéz k vyznamné zméné produkce atypickych oxidovanych
pigmentl nezndmé struktury, které byly eluovany v priibéhu prvnich 2-3 minut a které
ziejmé& ovlivitovaly vysledné neobvyklé zbarveni kultur. Identifikace by vyzadovala
detailni analyzu pomoci LC/MS technik.
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5.1.1.3 Stanoveni aktivity lipazy

Aktivita lipazy byla sledovana u vSech kvasinkovitych kment kultivovanych na
oleji. Z namétfenych dat uvedenych v tabulce 12 vyplyva, Ze nejvyssi aktivitu lipazy
prokazal kmen Rhodotorula aurantiaca v sérii A, dale Rhodotorula rubra a Rhodotoru-
la glutinis u ostatnich kment byla také prokazana aktivita lipazy, ale u nékterych kme-
nu, nékterych sérii bylo métfeni nepriikazné. Vysledky jsou graficky zpracovany v na-
sledujicim grafu (viz obrazek 38).

Aktivita lipazy

1,00E-02 - n
9,00E-03 -
8,00E-03 -
7,00E-03 -
6,00E-03 -
5,00E-03 -
4,00E-03 -
3,00E-03 -
2,00E-03 -

1,00E-03 -/"

0,00E+00

= i
A B |AB |AB |AB |AB |AB

RG RA RR CcC SR SSc

Obrazek 38: Graf zaznamenavajici aktivity jednotlivych kment v sériich médii A a B.

Aktivita lipazy byla u vétSiny kment pomérné nizka a jeji produkce pomérné dobie
odpovida schopnosti jednotlivych kment riist a produkovat pigmenty na olejovém mé-
diu. Za pouzitych kultiva¢nich podminek ve vyse popsanych screeningovych experi-
mentech byly jako kmeny potencidlné pouzitelné ke kultivaci na lipidech oznaceny
Cystofilobasidium capitatum a v mensi mife vSechny kmeny rodu Rhodotorula. Kulti-
vacni podminky by se v§ak musely dale optimalizovat.
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5.1.2 Kultivace na glycerolu

5.1.2.1 Pozorovani zmény morfologickych vlastnosti

Kultivace na glycerolu byla provedena u kment Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
rubra, Rhodotorula aurantiaca, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces roseus a
Sporobolomyces shibatanus. Vsechny kmeny byly kultivovany za stejnych podminek a
jako zdroj zivin vyuzivaly substraty o stejném slozeni, tedy kontrolni médium obsaho-
valo vzdy glukosu, a to v sériich A i B. Tyto série se lisi ve slozeni inokula II, které
Vv sérii A obsahovalo jako zdroj uhliku glukésu a v sérii B byly jako zdroje uhliku za-
stoupeny jak glukosa, tak glycerol v poméru 1:1. Dale byla provedena kultivace obou
sérii na médiu s obsahem glukosy a glycerolu v poméru 1:1 a na médiu s Cistym glyce-
rolem.

Obrazek 39: Obrazek bun¢k kmene Rhodotorula glutinis srovnani sérii A a B kultivo-
vaného na glukose (RG A/B kontrola) na smési glukosy a glycerolu a glyce-
rolu.
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Obriazek 40: Obrazek bun¢k kmene Rhodotorula aurantiaca srovnani sérii A a B kulti-
vovaného na glukose (RA A/B kontrola) na smési glukosy a glycerolu a gly-

cerolu.
-——
\-/

Obrazek 41: Obrazek bunék kmene Rhodotorula rubra srovnani sérii A a B kultivova-
ného na glukose (RR A/B kontrola) na smési glukosy a glycerolu a glycerolu.
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Obrazek 42: Obrazek bunék kmene Cystofilobasidium capitatum srovnani sérii A a B

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

Obrazek 43: Obrazek bunék kmene Sporobolomyces roseus srovnani sérii A a B kulti-
vovaného na glukose (SR A/B kontrola) na smési glukosy a glycerolu a gly-
cerolu.
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Obrazek 44: Obrazek bun¢k kmene Sporobolomyces roseus srovnani sérii A a B kulti-
vovaného na glukose (SSc A/B kontrola) na smési glukosy a glycerolu a
glycerolu.

Reakce bunék kvasinek na glycerolové médim a médium obsahujici glukosu a gly-
cerol v poméru 1:1 nebyla nijak vyznamné, pokud jde o zmény morfologie bun¢k. Na
obrazcich 39-44 je vidét, Ze vétSina kment v sérii A a B nabyvala podobného tvaru jako
kontrola A i B. Nékteré kmeny reagovaly na glycerolové médium v sérii A i B mirnym
zplos$ténim bunék a nabyvaly ovalného tvaru, coz je patrné u kment Rhodotorula
aurantiaca a Rhodotorula rubra. K zajimavym morfologickym zménam doslo zejména
u kmene Sporobolomyces roseus. Buriky tohoto kmene reagovaly na médium obsahujici
glukosu a glycerol v poméru 1:1 kulovitéj$im tvarem vuéi citronovitému tvaru kontroly
a také viditelnym hromadénim pigmentli na vnitini strané cytoplasmatické membrany.
Obdobnym zptisobem reagoval tento kmen i na ¢isté¢ glycerolové médium. Viditelné
pigmenty nachézejici se na vnitini strané cytoplasmatické membrany byly také v mensi
mife zaznamenany u kmene Cystofilobasidium capitatum.
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Obrazek 45: Zmény zbarveni kmene Rhodotorula glutinis srovnani sérii A a B kultivo-
vaného na glukose (RG kontrola) na smési glukosy a glycerolu a glycerolu.

Obrazek 46: Zmény zbarveni kmene Rhodotorula aurantiaca srovnani sérii A a B kul-
tivovaného na glukose (RA kontrola) na smési glukosy a glycerolu a glycero-
lu.
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Obrazek 47: Zmény zbarveni kmene Rhodotorula rubra srovnani sérii A a B kultivo-
vaného na glukose (RR kontrola) na smési glukosy a glycerolu a glycerolu.

Obrazek 48: Zmény zbarveni kmene Cystofilobasidium capitatum srovnani sérii A a B
kultivovaného na glukose (CC kontrola A/B) na smési glukosy a glycerolu a
glycerolu.
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Obrazek 49: Zmény zbarveni kmene Sporobolomyces roseus srovnani sérii A a B kul-
tivovaného na glukose (SR kontrola A/B) na smési glukosy a glycerolu a gly-
cerolu.

Obrazek 50: Zmény zbarveni kmene Sporobolomyces shibatanus srovnani sérii A a B
kultivovaného na glukose (SSc kontrola A/B) na smési glukosy a glycerolu a
glycerolu.

Jednotlivych kultury kvasinek v médiich s obsahem glukosy a glycerolu 1:1 mély
témer ve vSech pripadech oranzové zbarveni podobné zbarveni kultur na kontrolnich
médiich sérii A 1 B. Kultury péstované na glycerolu nabyvaly ve vét§iné ptipadl rizo-
veé-oranzového zbarveni. Zbarveni kultivovanych kultur je zaznamenano na obrazcich
41-46. Nejmarkantnéjsi rozdily ve zbarveni kultur kultivovanych na glycerolovém mé-
diu je vidét na obrazcich 45 — 47 a 50.
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5.1.2.2 Produkce karotenoidi kultivovanymi kmeny v zavislosti na sloze-
ni média

U kazdého kmene byla provedena identifikace a kvantifikace karotenoidi pomoci
metody HPLC (kap. 4.3.11) jejiz vyhodnoceni je patrné v grafech u kazdého kmene -
viz nasledujici. Pfehled namétenych dat narGstu biomasy, obsahu karotenoidii a
ergosterolu je uveden v tabulce 13.

Rhodotorula glutinis

300 ~

250

200

150

100

50

A A glu+gly A glycerol B kontrola B glu+gly B glycerol
koatsakina (-10g/1) H B-karoten (ug/gsus)
M Lykopen (ug/gsus) H Ergosterol (ug/(100-gsus))

Obrazek 51: Graf znazornujici mnozstvi suSiny, karotenoidd a ergosterolu v buiikach
kmene Rhodotorula glutinis v jednotlivych sériich ve srovnani s kontrolou.
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Rhodotorula aurantiaca
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A kontrola A glu+gly A glycerol B kontrola B glu+gly B glycerol
® Susina (-10g/1) H -karoten (pg/gsus)
M Lykopen (ug/gsus) ® Ergosterol (ug/(100-gsus))

Obrazek 52: Graf znazoriujici mnozstvi susiny, kvantifikaci karotenoidii a ergosterolu
v buiikdch kmene Rhodotorula aurantiaca v jednotlivych sériich ve srovnani
s kontrolou.

Rhodotorula rubra
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A kontrola A glu+gly Aglycerol B kontrola B glu+gly B glycerol
M SusSina (-10g/1) M 3-karoten (ng/gsus)
M Lykopen (pg/gsus) H Ergosterol (ug/(100-gsus))

Obrazek 53: Graf znazoriujici mnozstvi susiny, kvantifikaci karotenoidii a ergosterolu
v bunkach kmene Rhodotorula rubra v jednotlivych sériich ve srovnani
s kontrolou.
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Cystofilobasidium capitatum
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500 [

400

300 1 i
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A kontrola A glu+gly A glycerol B kontrola B glu+gly B glycerol

M Susina (-10g/1) M (-karoten (ug/gsus)
M Lykopen (ug/gsus) ® Ergosterol (ug/(100-gsus))
Obrazek 54: Graf znazoriujici mnozstvi susiny, kvantifikaci karotenoidii a ergosterolu

v buiikdch kmene Cystofilobasidium capitatum v jednotlivych sériich ve
srovnani s kontrolou.

Sporobolomyces roseus
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A kontrola A glu+gly A glycerol B kontrola B glu+gly B glycerol
H Susina (-10g/1) H -karoten (pg/gsus)
M Lykopen (ug/gsus) ® Ergosterol (ug/(100-gsus))

Obrazek 55: Graf znazoriiujici mnozstvi susiny, kvantifikaci karotenoidii a ergosterolu
v bunkach kmene Sporobolomyces roseus Vv jednotlivych sériich ve srovnani
s kontrolou.
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Sporobolomyces shibatanus
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M Susina (-10g/1) H 3-karoten (pg/gsus)
M Lykopen (ug/gsus) ® Ergosterol (ug/(100-gsus))

Obrazek 56: Graf znazoriujici mnozstvi susiny, kvantifikaci karotenoidi a ergosterolu
v burikach kmene Sporobolomyces shibatanus v jednotlivych sériich ve srov-
nani s kontrolou.

Zadny z kultivovanych kmeni nevykazoval vyrazné zhorseny narist biomasy a da-
lo by se fict, ze ve srovnani s kontrolami v sériich A i B byly naméfené hodnoty bioma-
sy v médiich obsahujicich glukosu i glycerol a v médiich obsahujicich pouze glycerol
téméf shodné u vétsiny kment, a v nékterych piipadech dokonce byla mirné zvysena
produkce biomasy. Zvysené hodnoty nartstu biomasy byly nejvice viditelné u kmene
Rhodotorula aurantiaca v sérii B na médiu se smési glukosy a glycerolu, kde tyto hod-
noty byly o0 27 % vyssi nez u kontroly. Dalsi nadprodukce biomasy, ale jiz ne tak mar-
kantni, byly zaznamenany u kmenti Rhodotorula rubra v sériich A i B na médiu se sme-
si glukosy a glycerolu a Rhodotorula glutinis v sériich A i B na médiu se smési glukosy
a glycerolu.

U vsech kultivovanych kmenti byly naméfeny vysoké hodnoty koncentrace ergo-
sterolu, z nichz nejvyssi produkci ergosterolu mél kmen Sporobolomyces roseus v obou
sériich a na médiu s obsahem glukosy i glycerolu. Tento kmen vykazoval zvySenou
produkci ergosterolu vici kontrole A 0 23 % a v sérii B dokonce 0 78 % vuci kontro-
lam. Vyssi produkci ergosterolu mély také kmeny Rhodotorula glutinis v sérii B na
obou typech médii, Rhodotorula rubra v sérii A na médiu s glukosou a glycerolu. Pozo-
ruhodny obsah lykopenu i f-karotenu obsahoval kmen Sporobolomces roseus. Ve srov-
nani s kontrolami v sériich A i B byl obsah lykopenu kultury z glycerolového média o
34 % vyssi nez u kontroly B. Obsah B-karotenu v bunkach toho kmene byl u série A i B
na smésném médiu glukosy a glycerolu az dvojnasobny ve srovnani s kontrolou.

Obecné lze kultivaci na glycerolu vyuzit k produkci ergosterolu i karotenoidli pou-
zitymi kmeny kvasinek. Nejvhodnéj§im médiem byla smés glukosy a glycerolu. Na
této smesi byly hodnoty méfenych metaboliti vysSSi nez na samotném glycerolovém
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médiu a Vv urCitych ptipadech byly hodnoty metabolitli na smésném médiu vyssi vici
kontrolam. Z pouzitych kment je na zakladé ziskanych hodnot nejvhodnéjsi pro kulti-
vaci na glycerolu kmen Sporobolomyces roseus jehoz produkce ergosterolu, lykopenu i
[-karotenu byla nejvyssi.

Z vysledkt kultivace karotenogennich kvasinek na glycerolu je patrné, ze vSechny
studované kmeny jsou schopny utilizovat jej jako zdroj uhliku a energie pro rust a pro-
dukci pigmenti. Sestava produkovanych pigmentii na glycerolovém médiu se nijak vy-
znamn¢ neliSila od sestavy pigmentl produkovanych na kontrolnim glukézovém médiu.
Ptestoze nejlepsi vysledky byly dosazeny na smésném médiu obsahujicim glukézu i
glycerol, pro ptipadnou utilizaci odpadniho glycerolu z produkce biopaliv je dilezité
zjisténi, ze kvasinky jsou schopny jej vyuzivat, i kdyZ s ponékud nizs§im vytézkem.
Zhodnoceni odpadni suroviny za u¢elem produkce primyslové vyznamnych metabolitti
je jisté perspektivni a efektivni strategii. Z hlediska celkovych produkénich vlastnosti i
stability se jako velmi zajimavy z hlediska potencialniho uplatnéni jevi druh Cystofilo-
basidium capitatum, pfipadné n€které druhy rodu Rhodotorula.
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Tabulka 12: Tabulka namétenych hodnot koncentrace susiny, lykopenu, B-karotenu, ergosterolu a namétené hodnoty aktivity lipazy

Kultivace na oleji
kmen | série A/B Mnozstvi §3u§iny Aktivit% lip.z'lz_%' Ly!iopve.n Erg_?stevr.ol B-k_a}rosgn
(g:dm™) (umol-cm ™ min ) (ng-gsusiny) | (ng-gsusiny) | (ug-g suliny)
kontrola 4,090 330,057 2887,247 432,073
RG | Aolej 4,050 1,93E-03 40,419 1721911 10,234
B olej 4,404 nepriukazné 0,000 780,478 0,000
kontrola 8,424 46,768 504,176 56,083
RA |Aolej 9,469 1,00E-02 0,000 456,364 4,872
B olej 5,727 6,38E-04 89,772 1309,359 6,138
kontrola 8,210 50,742 750,721 151,663
RR |Aolej 4,943 3,55E-03 0,000 810,129 20,176
B olej 2,349 1,64E-05 0,000 1866,874 57,755
kontrola 7,811 123,117 623,547 62,923
CC |Aolej 6,996 5,89E-04 210,835 568,714 0,000
B olej 6,205 3,92E-04 79,973 1241,323 6,168
kontrola 5,935 211,700 1569,185 1660,727
SR [Aolej 2,713 neprikazné 79,584 3961,661 728,187
B olej 2,159 neprikazné 144,827 2799,863 276,247
kontrola 8,698 18,553 562,961 33,385
SSc | Aolej 3,060 1,64E-05 0,000 1025,277 11,533
B olej 2,405 neprukazné 0,000 2106,560 0,000
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Tabulka 13: Tabulka naméfenych hodnot koncentrace susiny, lykopenu, B-karotenu a ergosterolu

Kultivace na glycerolu

MnoZstvi susiny Lykopen Ergosterol B-karoten
kmen | série A/B (g-dm®) (ng'g ™ susiny) (ng'g ' susiny) (ng'g ™ susiny)
A B A B A B A B
kontrola 7,190 7,829 164,766 94,513| 1993,974 718,800 293,323 146,733
RG [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
kontrola 8,766 7,408 311,077 57,874| 1726,963 519,345 224,085 42,316
RA |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
kontrola 8,052 7,432 258,820 57,684| 1230,005 742,826 94,484 39,250
RR |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
kontrola 10,028 10,339 486,792 177,260 1945955 1217,018 2,775 55,014
CC |(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
kontrola 4,192 5,489 723,152 654,840| 4525956 | 3024,186| 2826,386) 2817,839
SR |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
kontrola 9,000 6,714 290,772 119,801 | 1848,788| 8612,812 213,368 92,177
SSc |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| 1212521 41,726 49,201
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6 ZAVER

Cilem prace byla optimalizace metod kultivace karotenogennich kvasinek na od-
padnich lipidickych substratech a glycerolu. Kultivace byla provadéna Vv kontrolnich
médiich s glukézou, v médiich obsahujici smés téchto substratti a glukosy 1:1 a v médi-
ich obsahujicich jako jediny zdroj uhliku bud’ fepkovy olej nebo glycerol. V piipadé
fepkového oleje byly pouzity dveé série médii (série A, B) lisici se ve slozeni inokula 11
(série A — glukosa, série B- glukosa a fepkovy olej 1:1). V piipadé glycerolu byly také
pouzity dvé série médii A a B s odlisnym slozenim inokula Il (A — glukozy, B- smés
glukozy a glycerolu 1:1). Jako produkéni média byly v ptipadé glycerolu pouzity média
obsahujici samotnou glukézu, smés glukozy a glycerolu a média obsahujici pouze gly-
cerol jako zdroj uhliku. Tato média byla pouzita v obou sériich - A i B.

V prabéhu kultivace na oleji byla z hlediska produkce karotenoidi u vétsiny kmend
vyhodné&jsi série A, kde nebyly kmeny vystaveny pusobeni oleje jiz od inokula II. Je
mozné, ze priznivy vliv by mohl mit pfidavek detergentti do kultivacnich médii, coz
bude pfedmétem navazujicich experimenti. NejlepSim producentem karotenoida a er-
gosterolu na oleji byl kmen Sporobolomyces roseus, avsak ve srovnani s kontrolou ne-
byl obsah karotenoidii vyrazné zvyseny. U vétSiny ostatnich kmenii doSlo k vyznamné
snizené produkci lykopenu a B-karotenu ve srovnani s kontrolou. Pfi kultivaci na olejo-
vém médiu doslo rovnéz k vyznamné zméné sestavy produkovanych pigmentl — kromé
charakteristickych zastupct (lykopen, beta-karoten, torulen) byl zaznamenan vznik aty-
pickych oxidovanych pigmentd neznamé struktury, které byly eluovany v pribéhu prv-
nich 2-3 minut a které zfejmé ovlivitovaly vysledné neobvyklé zbarveni kultur. Identifi-
kace by vyZzadovala detailni analyzu pomoci LC/MS technik. Déle byla stanovena
aktivita lipazy U jednotlivych kment. Aktivita lipazy byla u vétSiny kmenti pomérné
nizka a jeji produkce pomérné dobie odpovida schopnosti jednotlivych kment rist a
produkovat pigmenty na olejovém médiu. Za pouzitych kultivacnich podminek ve vyse
popsanych screeningovych experimentech byly jako kmeny potencidlné pouZzitelné ke
kultivaci na lipidech oznaceny Cystofilobasidium capitatum a v mensi mife vSechny
kmeny rodu Rhodotorula. Kultivaéni podminky by se v§ak musely déle optimalizovat.

V kultivaci na glycerolu je tézké jednoznacéné urcit sérii, ve které kmeny produko-
valy vice karotenoidtl, protoze vysledky jsou specifické pro kazdy kmen. Obecné ale 1ze
fici, Ze médium, na kterém kmeny produkovaly ve vétSiné ptipadi vice karotenoidii
obsahovalo smés glukosy a glycerolu 1:1. Nejvice karotenoidt i ergosterolu produkoval
opét kmen Sporobolomyces roseus, u néhoz byla zaznamenana az 2,5-nasobna produkce
pigmentu i ergosterolu. Z vysledku kultivace karotenogennich kvasinek na glycerolu je
patrné, ze vSechny studované kmeny jsou schopny utilizovat jej jako zdroj uhliku a
energie pro rust a produkci pigmentli. Sestava produkovanych pigmentl na glycerolo-
vém médiu se neliSila od tradi¢ni sestavy pigmentli produkovanych na kontrolnim
glukézovém médiu. Piestoze nejlepsi vysledky byly dosazeny na smésném médiu obsa-
hujicim glukézu i glycerol, pro piipadnou utilizaci odpadniho glycerolu z produkce bio-
paliv je dilezité zjisténi, ze kvasinky jsou schopny vyuzivat i samotny glycerol, 1 kdyz
s ponékud niz§im vytézkem. Z hlediska celkovych produk¢nich vlastnosti i stability se
jako velmi zajimavy z hlediska potencialniho primyslového uplatnéni jevi druh Cystofi-
lobasidium capitatum, pfipadné nékteré druhy rodu Rhodotorula.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

uv Ultrafialové svétlo

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
RG Rhodotorula glutinis

RA Rhodotorula aurantiaca

RR Rhodotorula rubra

CcC Cystofilobasidium capitatum

SR Sporobolomyces roseus

SSc Sporobolomyces shibatanus

glu+gly médium obsahujici glukosu i glycerol 1:1
gly médium obsahujici glycerol

kontrola kontrolni médium obsahujici glukosu
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SEZNAM PRILOH

- I ¢ m m O O

—

o z =

Chromatogram RG - OLEJ Série A
Chromatogram RG - OLEJ Série B
Chromatogram RR — OLEJ KONTROLA
Chromatogram RR — OLEJ Série B
Chromatogram RA — OLEJ KONTROLA
Chromatogram RA — OLEJ A
Chromatogram CC — OLEJ B
Chromatogram SR — OLEJ A
Chromatogram SR — OLEJ B
Chromatogram SR — GLYCEROL A
Chromatogram SSC — KONTROLA
Chromatogram SSC — OLEJ A
Chromatogram SSC — OLEJ B
Chromatogram SR — GLYCEROL KONTROLA A

Chromatogram SR — GLUKOSA-GLYCEROL 1:1
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A CHROMATOGRAM RG - OLEJ SERIE A
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Obrazek P1: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Rhodotorula glutinis na olejovém médiu série A HPLC s UV/VIS detekei,
isokratickou eluci (mobilni fdze methanol) o pritoku lem®min™ pro zjisténi obsahu f-karotenu.



B CHROMATOGRAM RG - OLEJ SERIE B
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Obrazek P2: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Rhodotorula glutinis na olejovém médiu série B HPLC s UV/VIS deteket,
isokratickou eluci (mobilni fdze methanol) o pratoku lem®*min™ pro zjisténi obsahu B-karotenu.



C CHROMATOGRAM RR - OLEJ KONTROLA
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Obrazek P3: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Rhodotorula rubra na glukosovém médiu metodou HPLC s UV/VIS detekci,
isokratickou eluci (mobilni faze methanol) o prittoku 1em®min™, pro zjisténi obsahu B-karotenu.



D CHROMATOGRAM RR - OLEJ SERIE B
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Obrazek P 4: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Rhodotorula rubra na olejovém médiu série B metodou HPLC s UV/VIS detek-
ci, isokratickou eluci (mobilni faze methanol) o pritoku lem®min™, pro zjisténi obsahu B-karotenu.



E CHROMATOGRAM RA - OLEJ KONTROLA
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Obrazek P 5: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Rhodotorula aurantiaca na glukézovém médiu metodou HPLC s UV/VIS de-

tekci, isokratickou eluci (mobilni faize methanol) o pritoku lem®*min™, pro zjisténi obsahu p-karotenu.



F CHROMATOGRAM RA - OLEJ SERIE A
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Obrazek P6: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Rhodotorula aurantiaca na olejovém médiu série A metodou HPLC s UV/VIS
detekci, isokratickou eluci (mobilni foze methanol) o prittoku 1ecm*min™, pro zjisténi obsahu B-karotenu.



G CHROMATOGRAM CC - OLEJ SERIE B

— C:i\Clarity\AHkultivace na olejlCC_B_oclej_b-karoten

1

250+

200+

150+

vidtage

100+

50

Tire [rrin.]

Obrazek P7: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Cystofilobasidium capitatum na olejovém médiu sériec B metodou HPLC s
UV/VIS detekei, isokratickou eluci (mobilni fize methanol) o pritoku 1ecm®min™, pro zjisténi obsahu B-karotenu.



H CHROMATOGRAM SR - OLEJ SERIE A
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Obrazek P8: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces roseus na olejovém médiu série A metodou HPLC s UV/VIS
detekci, isokratickou eluci (mobilni foze methanol) o prittoku 1ecm*min™, pro zjisténi obsahu B-karotenu.



| CHROMATOGRAM SR - OLEJ SERIE B
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Obrazek P9: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces roseus na olejovém médiu série B metodou HPLC s UV/VIS
detekei, isokratickou eluci (mobilni faze methanol) o pritoku 1ecm*min™, pro zjisténi obsahu B-karotenu.



J CHROMATOGRAM SR - GLYCEROL SERIE A
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Obrazek P10: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces roseus na glycerolu série A metodou HPLC s UV/VIS detek-
ci, isokratickou eluci (mobilni faze methanol) o pritoku lem®*min™, pro zjisténi obsahu B-karotenu.



K CHROMATOGRAM SSC - KONTROLA
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Obrazek P11: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces shibatanus na glukozovém médiu (kontrola) metodou HPLC s
UV/VIS detekei, isokratickou eluci (mobilni faze methanol) o pritoku 1em®min™, pro zjisténi obsahu B-karotenu.



L. CHROMATOGRAM SSC — OLEJ SERIE A
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Obrazek P12: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces shibatanus na olojevém médiu série A metodou HPLC s
UV/VIS detekei, isokratickou eluci (mobilni faze methanol) o priitoku 1cm®min™, pro zjisténi obsahu B-karotenu.



M CHROMATOGRAM SSC — OLEJ SERIE B
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Obrazek P13: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces shibatanus na olojevém médiu série B metodou HPLC s
UV/VIS detekei, isokratickou eluci (mobilni faze methanol) o pritoku 1em®min™, pro zjisténi obsahu B-karotenu.



N CHROMATOGRAM SR - GLYCEROL KONTROLA SERIE A
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Obrazek P14: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces roseus na glukozovém médiu - kontrola A metodou HPLC s
UV/VIS detekei, isokratickou eluci (mobilni faze methanol) o pritoku 1ecm®min™, pro zjisténi obsahu ergosterolu.



O CHROMATOGRAM SR - GLUKOSA-GLYCEROL 1:1 SERIE B
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Obrazek P15: Chromatogram extraktu z kultivace kvasinky Sporobolomyces roseus na médiu glukoza-glycerol 1:1 metodou HPLC s
UV/VIS detekei, isokratickou eluci (mobilni fize methanol) o pritoku 1em®min™, pro zjisténi obsahu ergosterolu.



	Obsah
	1 Úvod
	2 Teoretická část
	2.1 Karotenoidy
	2.1.1 Struktura karotenoidů
	2.1.1.1 Uhlovodíky nazývané karoteny



	2 Teoretická část
	2.1 Karotenoidy
	2.1.1 Struktura karotenoidů
	2.1.1.2 Kyslíkaté sloučeniny odvozené od karotenů, které se nazývají xantofyly.



	2 Teoretická část
	2.1 Karotenoidy
	2.1.2 Vlastnosti karotenoidů


	2 Teoretická část
	2.1 Karotenoidy
	2.1.3 Využití karotenoidů


	2 Teoretická část
	2.2 Kvasinky
	2.2.1 Cytologie kvasinek
	2.2.1.1 Buněčná stěna
	2.2.1.2 Cytoplazmatická membrána
	2.2.1.3 Cytoplasma



	2 Teoretická část
	2.2 Kvasinky
	2.2.2 Rozmnožování kvasinek
	2.2.2.1 Vegetativní rozmnožování



	2 Teoretická část
	2.2 Kvasinky
	2.2.2 Rozmnožování kvasinek
	2.2.2.2 Pohlavní rozmnožování



	2 Teoretická část
	2.2 Kvasinky
	2.2.3 Kvasinky produkující karotenoidy
	2.2.3.1 Cystofilobasidium
	2.2.3.2 Xanthophyllomyces



	2 Teoretická část
	2.2 Kvasinky
	2.2.3 Kvasinky produkující karotenoidy
	2.2.3.3 Rhodosporidium
	2.2.3.4 Sporidiobolus



	2 Teoretická část
	2.2 Kvasinky
	2.2.3 Kvasinky produkující karotenoidy
	2.2.3.5 Rhodotorula



	2 Teoretická část
	2.2 Kvasinky
	2.2.3 Kvasinky produkující karotenoidy
	2.2.3.6 Sporobolomyces
	2.2.3.7 Phaffia



	2 Teoretická část
	2.2 Kvasinky
	2.2.4 Metabolity karotenogenních kvasinek


	2 Teoretická část
	2.2 Kvasinky
	2.2.4 Metabolity karotenogenních kvasinek
	2.2.4.1 Biosyntéza karotenoidů
	2.2.4.2 Biosyntéza ergosterolu



	2 Teoretická část
	2.2 Kvasinky
	2.2.5 Nutriční zdroje aktuálně využívané k produkci karotenoidů
	2.2.5.1 Potenciální využití kvasinky Rhodotorula glutinis pro biokonverzi surového glycerolu z bionafty na lipidy a karotenoidy



	2 Teoretická část
	2.2 Kvasinky
	2.2.5 Nutriční zdroje aktuálně využívané k produkci karotenoidů
	2.2.5.2 Produkce karotenoidů kultivací kvasinky kmene Rhodotorula glutinis na glukóse, melase a syrovátce jako zdrojů uhlíku



	2 Teoretická část
	2.2 Kvasinky
	2.2.5 Nutriční zdroje aktuálně využívané k produkci karotenoidů
	2.2.5.3 Produkce lipidů a karotenoidů pomocí kvasinky Rhodotorula glutinis kultivované v palmovém oleji



	3 Cíle práce
	4 Experimentální část
	4.1 Použité chemikálie

	4 Experimentální část
	4.2 Přístroje a pomůcky

	4 Experimentální část
	4.3 Postupy práce
	4.3.1 Kultivace mikroorganismů
	4.3.1.1 Kultivace karotenogenních kmenů

	4.3.2 Kultivace na oleji
	4.3.2.1 Inokulum I
	4.3.2.2 Inokulum II



	4 Experimentální část
	4.3 Postupy práce
	4.3.2 Kultivace na oleji
	4.3.2.3 Produkční médium

	4.3.3 Kultivace na glycerolu
	4.3.3.1 Inokulum I
	4.3.3.2 Inokulum II



	4 Experimentální část
	4.3 Postupy práce
	4.3.3 Kultivace na glycerolu
	4.3.3.3 Produkční médium



	4 Experimentální část
	4.3 Postupy práce
	4.3.4 Stanovení množství biomasy
	4.3.5 Stanovení aktivity lipázy


	4 Experimentální část
	4.3 Postupy práce
	4.3.6 Mikroskopické pozorování buněk
	4.3.7 Zpracování biomasy
	4.3.8 Izolace karotenoidů a ergosterolu zmýdelněním
	4.3.9 Extrakce
	4.3.10   Úprava vzorků pro HPLC
	4.3.11  Analýza karotenoidů pomocí HPLC


	4 Experimentální část
	4.3 Postupy práce
	4.3.12 Identifikace a kvantifikace karotenoidů


	5  Výsledky a diskuze
	5.1.1 Kultivace na oleji
	5.1.1.1 Pozorování morfologických změn používaných kmenů v závislosti na složení médií


	5  Výsledky a diskuze
	5.1.1 Kultivace na oleji
	5.1.1.2 Produkce karotenoidů kultivovanými kmeny v závislosti na složení média


	5  Výsledky a diskuze
	5.1.1 Kultivace na oleji
	5.1.1.3 Stanovení aktivity lipázy


	5  Výsledky a diskuze
	5.1.2 Kultivace na glycerolu
	5.1.2.1 Pozorování změny morfologických vlastností


	5  Výsledky a diskuze
	5.1.2 Kultivace na glycerolu
	5.1.2.2 Produkce karotenoidů kultivovanými kmeny v závislosti na složení média


	6 Závěr
	Literatura
	Seznam použitých zkratek
	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 Série A
	G Chromatogram CC – OLEJ Série B
	H Chromatogram SR – OLEJ Série A
	I Chromatogram SR – OLEJ Série B
	J Chromatogram SR – GLYCEROL Série A
	K Chromatogram SSC – KONTROLA
	L Chromatogram SSC – OLEJ Série A
	M Chromatogram SSC – OLEJ Série B
	N Chromatogram SR – GLYCEROL KONTROLA Série A
	O Chromatogram SR – GLUKOSA-GLYCEROL 1:1 Série B

