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ABSTRAKT

Karotenoidy piedstavuji jednu z nejrozsifenéjSich a nejpocetnéjSich tiid piirodnich
pigmentl s vyuzitim v potravinafstvi, farmacii i kosmetice. PfedloZena bakalaiska prace byla
pojata jako srovnavaci studie vyuziti riznych odpadnich substrat ke kultivaci kvasinek rodu
Rhodotorula glutinis jako producentli karotenoidnich barviv. Kvasinky byly kultivovany na
ruznych zivnych médiich, kde se jako nutricni zdroje vyuzivali rtizné druhy odpadnich
substratii (napf. bramborovy odpad, jable¢ny odpad, obilniny, mlato, apod.). Do nékterych
substratli byly také ptidany hydrolytické enzymy rozkladajici polysacharidy. Tyto enzymy
byly izolovany z plisné rodu Fusarium. VétSina studovanych odpadnich substratt se
prokézala jako pouzitelné médium ke kultivaci. Nejlepsi podminky pro produkci biomasy
obohacené o karotenoidni barviva (6,4 g/l biomasy obohacené az 3,2 mg -karotenu/g suSiny)
méela zivna média zpracovana pomoci hydrolytickych enzyma.

SUMMARY

Carotenoids belong to the most widespread and abundant classes of natural pigments with
utilised in food industry, pharmacy and cosmetics. Presented work was realized as
a comparative study of some substrates for cultivation of red yeast Rhodotorula glutinis,
which produces carotenoid pigments. Yeasts were cultivated in different media with several
waste substrates (for example potato fiber, apple waste, cereals, grains, etc.) as nutrition
sources. To some substrates hydrolytic enzymes isolated from the fungi genus Fusarium were
added. Majority of waste substrates were acceptable for cultivation. However, the best
conditions for production of carotenoid enriched biomass (6,4 g/l of biomass enriched
3,2 mg /g of beta-carotene) exhibited media with hydrolytic fungal enzymes.
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1. UVOD

Karotenoidy patii do skupiny tetraterpent a jsou to jedny z nejrozsifenéjSich piirodnich
pigmentl. Vyskytuji se vrostlinné, mikrobiologické i1 zivocisné {iSi, kde zplsobuji
charakteristické zluté az Cervené zbarveni zpiisobené piritomnosti konjugovanych dvojnych
vazeb. Jsou produkty predevSim fotosyntetizujicich organismi, ale mohou je produkovat
i nefotosyntetizujici organismy, jako jsou nékteré bakterie, kvasinky & plisng. Zivo&ichové je
neumi syntetizovat, pouze je piijimaji z potravy jako rostlinné karotenoidy, které jsou pak
schopny pfeménit na své potfebné formy. Hromadi se na vnitini strané¢ cytoplazmatické
membrany bungk, ¢asto vazané na lipidy.

Karotenoidy jsou vysoce foto- a termolabilni a rozkladaji se ptisobenim vzdusného kysliku.
Jsou velmi ucinnymi antioxidanty, slouzi k ochran¢ bunky pied ufinkem UV zafeni
a k prenosu energie ve fotosyntéze. Diky svému systému dvojnych vazeb zachycuji
a neutralizuji volné radikaly. Podileji se na otvirdni mezibunéénych mezerovych spoja,
slouzicich ke vzajemné komunikaci bunék fidici riist, vyvoj a diferenciaci bunék. Diky témto
schopnostem se vyuzivaji k 1é€b¢ celé fady degenerativnich onemocnéni, jako napt. rakoviny,
¢1 kardiovaskularnich a jinych vaznych onemocnéni. Jsou také prekurzory mnoha hormonti
a n¢které karotenoidy jsou provitaminem A.

Diky svym vlastnostem nalezly karotenoidy uplatnéni v mnoha primyslovych odvétvich.
V potravinaistvi k vyrobé potravinaiskych barviv a potravinovych doplikd, v zemédé€lstvi
k vyrobé krmiv, ¢i kosmetickém a farmaceutickém pramyslu.

Vzhledem k vyznamnym vlastnostem karotenoidii a jejich Sirokému vyuziti se neustale
studuji nové moznosti jejich vysoké produkce a nejefektivnéjsi izolace. Stale se jesté vyrabi
synteticky, ale v souCasné¢ dob¢ se zacind upfednostiiovat a vice studovat jejich mikrobni
produkce oproti syntetické pfipravé €i izolaci z rostlinného materialu. Je provadéna celé fada
experimentl s cilem nalézt vhodné mikrobidlni producenty karotenoidii a vhodné kultivacni
podminky vedouci k jejich nadprodukci. K tomuto ucelu se také vyuzivaji metody genového
inzenyrstvi vedouci k cilené nadprodukci pigmenti.

Predlozena bakalaiska prace byla zaméfena na srovnani produkce biomasy a karotenoid
kvasinkou rodu Rhodotorula glutinis s vyuzitim riznych odpadnich substrati pfidanych do
zivnych médii. Cilem bylo najit média o takovém sloZeni, kterd by mohla vést ke zvysSené
produkeci karotenoidi a zaroveil by negativné neovlivnila rast bunék.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Kvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni organismy, patfici do fiSe houby (Fungi). Bunky
kvasinek tvofi rozmanité tvary i velikosti, souvisejici sjejich taxonomii, zplisobem
rozmnozovani, prostfedim ve kterém se nachazeji Ci stafim bunck. Nejcastéj$i tvar je
elipsoidni, vejCity az kulovity. Vyskytuje se vSak i tvar podobny citronu, trojihelnikovity ¢i
valcovity [1, 2, 3].

2.1.1. Struktura kvasinkové buiky

Bunka kvasinky se skladd z pevné bunécné stény, cytoplazmatické membrany,
cytoplazmy, obsahujici celou fadu bunécnych struktur, a jadra.

Bunééna sténa kvasinek ma silnou, ale zaroven elastickou strukturu, ktera dava buiice tvar
a chrani ji pfed vnéj§imi mechanickymi vlivy a osmotickym tlakem. Hlavni sloZkou jsou
polysacharidy tvofici hustou pevnou sit’. Nékteré druhy kvasinek, jako napft. prislusnici rodu
Cryptococcus €1 Lipomyces, tvoii na povrchu bunééné stény polysacharidové obaly ve formé
pouzder [1, 4].

Cytoplazmatickd membrana je pomérné tenka, sloZzena z lipida a proteind. Tvoii osmotické
rozhrani mezi builkou a vnéj$im prostfedim a je sidlem transportnich mechanismu.
Neobsahuje vSak dychaci enzymy a systém oxidacni fosforylace. Builka ohranicend
cytoplazmatickou membranou bez bunééné stény ¢i pouzder se nazyva protoplast [1, 3].

Cytoplazma je hlavné u mladych buné€k kvasinek prithlednd, homogenni hmota. Obsahuje
systém dvojitych membran — tzv. endoplazmatické retikulum, obsahujici rizné enzymy,
rezervni latky a zrnicka polyzomd, tj. agregatl ribozomu slouzicich k syntéze bilkovin. Dale
jsou v cytoplazmé kvasinek ptitomny mitochondrie, které jsou sidlem dychacich enzymi
asystému oxida¢ni fosforylace. Jejich hlavni stavebni slozkou jsou bilkoviny, lipidy
a fosfolipidy. Obsahuji také RNA a DNA zajistujici mimojadernou dédi¢nost kvasinek.
Dal§im membranovym Utvarem v cytoplazmé kvasinek je Golgiho aparat ve formé plochych
cisteren nebo-li diktyozomti suvolnujicimi se méchytky, jejichz funkci je transport
prekurzort bunééné stény z cytoplazmy pies cytoplazmatickou membranu [1, 3].

K nejnapadnéjsi slozce cytoplazmy kvasinek patii vakuola. Je vétSinou kulovitého tvaru
a ohrani¢end jednoduchou membranou — tzv. tonoplastem. U mladych bunék kvasinek jsou
vétSinou pritomny malé vakuoly, kdezto u starSich jen jedna velka. Uvnitt vakuol se nachazeji
hydrolytické enzymy slouzici k rozkladu vlastnich struktur buniky. Kromé& toho jsou vakuoly
rezervoarem latek, jez se pravé neucastni metabolismu [1].

Jadro je od cytoplazmy oddéleno dvojitou jadernou membranou a je uloZeno piiblizné ve
stiedu buiky. Zakladni hmota jadra se nazyva chromatin, ktery se organizuje béhem dé¢leni
buiikky do chromozomu. Tésné¢ pod jadernou membranou je umisténo jadérko srpkovitého
tvaru, kde se soustfed’uje pfiblizné¢ jedna pétina RNA celého jadra. Dale se v jadfe nachazi
polové télisko, z kterého vychazeji vldkna zvana mikrotubuly. Mikrotubuly spolu s téliskem
hraji diilezitou roli pfi déleni jaddra béhem rozmnozovani bun¢k [1, 2, 3].



2.1.2. Rozmnozovani kvasinek

U kvasinkovych bun¢k existuji v podstaté dva typy rozmnozovani, a to vegetativné
pucenim ¢i délenim nebo pohlavné vytvatenim askospor ¢i bazidiospor [5].

2.1.2.1. Vegetativni rozmnoZovani

VétSina roda kvasinek se vegetativné rozmnozuje pucenim. Pfed pucenim dochézi ke
splyvani membran endoplazmatického retikula, jeho rozriistani a poté déleni a dale probiha
opétovné déleni vakuol a prodluzovani mitochondrii. Do tvoficiho se pupenu vstupuji nejprve
drobné¢ vakuoly a mitochondrie. Soucasn¢ probihd mitotické déleni jadra a poté jeho migrace
do pupenu. S jadrem piechazeji do pupenu i dalsi slozky cytoplazmy. Poté dojde k vytvoreni
cytoplazmatické membrany mezi matef'skou a dcefinou bunikou. V pupenu dojde k intenzivni
syntéze a rozSifovani endoplazmatického retikula, vytvofeni bunécné stény a spojovani
drobnych vakuol. Cely cyklus bunééného déleni trva za optimalnich ristovych podminek asi
dve hodiny a je zndzornén na obrazku 1 [1, 5].

Obrazek 1: RozmnoZovani kvasinek pucenim [4]
a = bunka v klidu, b = splynuti casti endoplazmatického retikula (ER), déleni vakuol,
¢ = prodluzovani ER, déleni polarniho téliska, d = déleni ER, vznik pupenu a déliciho
vieténka, e = migrace vakuol a mitochondrii do pupenu, mitotické déleni jadra, f = migrace
jadra do pupenu, g = vytvoreni cytoplazmatické membrany, h = déleni bunécnych organel
v pupenu,vytvoreni bunécné steny



VétsSinou se dorostla dcefina bunka ihned od mateiské bunky odd¢li, ale v nékterych
pfipadech tomu tak nemusi byt. Buniky zlstanou spojeny i po nékolikerém déleni a vznikne
tzv. pseudomycelium. Pseudomycelium se Casto rozristd na okrajich kolonii, ¢imz obstarava
novou vyzivu. K vytvéfeni pseudomycelia dochézi napt. i u druhu Rhodotorula glutinis 1, 5].

Dalsim zptlsobem vegetativniho rozmnozovani je piicné d€leni a vytvareni tzv. pravého
mycelia. Pravé mycelium se skladd ze dvou nebo vice jadernych c¢lankd, mezi nimiz se
nachazi prehradky s velmi malymi pory, kterymi pulzuje cytoplasma bez bunéénych struktur.
Tento zpiisob rozmnozovani se nazyva vegetativn¢ fruktifikacni a je typicky hlavné pro rod
Candida [5].

Existuje také zvlastni piipad rozmnozovani délenim bez tvorby mycelia, kdy se po
rozdéleni dcefind bunika vzdy od mateiské bunky oddé€li. Tento zplisob rozmnozovani se
vyskytuje u rodu Schizosacharomyces.

Ptechodem mezi puc¢enim a dé€lenim je tzv. puceni na Siroké zakladné, pfi¢emz je dcefina
bunika spojena Sirokym krckem s matetskou. Puceni na Siroké zékladné je typické napft. pro
rod Sacharomycodes.

Nékteré rody kvasinek tiidy Basidiomycetes tvoti tzv. balistospory, coz jsou jednobunécéné
exospory na tenkych stopkdch zvanych sterigmata. Zralé spory jsou ztéchto stopek
odmrstovany pomoci zvlaStniho kapalinového mechanismu. Odstielovani balistospor je
typické napt. pro rod Sporobolomyces [1, 5].

2.1.2.2. Pohlavni rozmnoZovani

Vedle vegetativniho rozmnozovani je u vétSiny kvasinek zndm i pohlavni zptsob
rozmnozovani. Podle zplisobu pohlavniho rozmnozovani rozdélujeme kvasinky do dvou tfid,
Ascomycetes a Basidiomycetes, liSicich se nejen zpuisobem rozmnozovani. Druhy kasinek,
u kterych nebylo dokézdno pohlavni rozmnoZovéani, se =zatazuji do pomocné tfidy
Deuteromycetes a oznacuji se jako tzv. imperfektni neboli anamorfni formy (tzn. existuje
u nich jen jeden parovaci typ) Ascomycetes nebo Basidiomycetes [1, 5].

Pohlavni rozmnozovani je obecné charakterizovano konjugaci dvou vétSinou pohlavné
odli$nych haploidnich bun¢k a spojenim jejich jader, €ili karyogamii, za vzniku diploidniho
jadra. Poté se diploidni jadro déli meidzou na Ctyfi haploidni jadra, ktera jsou bud’ zakladem
pohlavnich spor (u Ascomycetes), nebo se déli dale mitdézou a pak teprve vznikaji spory
(u Basidiomycetes) [1].

2.1.3. Rozdéleni kvasinek

Ascomycetes vytvaieji askospory, coz jsou endospory vznikajici ve viecku neboli asku.
Dalsi jejich typickou vlastnosti je zkvasovani sacharidl, coz ale nemusi byt vzdy pravidlem.
Neprodukuji ureasu, tvoii mycelium bez piezek, jsou fakultativné anaerobni, proto tedy
nejsou pigmentované. Bunécna sténa je trojvrstva a jejimi hlavnimi slozkami jsou glukan
a manan. Biomasa se nebarvi diazoniovou modrou na ¢erveno. Zastupcem této tiidy je napf.
rod Saccharomyces [5].

Basidiomycetes vytvareji basidiospory, coz jsou exospory na povrchu tzv. basidii. Oproti
askomycetam vznika spojenim dvou haploidnich bunék dikaryotické mycelium s pfezkami,
které slouzi pro pfechod jader do sousednich bunék. Na konci tohoto mycelia vyrtsta basidie,
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v niz probiha karyogamie i meidza, nasledovéna jednou ¢i vice mitézami. Dalsi vlastnosti
basidiomycet je neschopnost zkvaSovani sacharidi ¢i produkce ureasy. Maji aerobni
metabolismus, proto byvaji ¢asto pigmentované. Bunécna sténa je lamelova, v povrchovych
vrstvach slizovitd a jejimi hlavnimi slozkami jsou chitin, manan a €asto i xylosa nebo fukosa.
Biomasa se vétSinou barvi diazoniovou modrou na karminové cervenou. Do tiidy
Basidiomycetes patii napt. karotenoidni kvasinky rodu Rhodotorula a Sporobolomyces [1, 5].

2.1.4. Karotenogenni kvasinky

Mezi vyznamné kvasinky produkujici karotenoidni barviva patii hlavné rody Rhodotorula,
Phaffia, Sporobolomyces a Sporidiobolus, pattici vSechny do tiidy Basidiomycetes [6].

Rod Rhodotorula je imperfektni forma rodu Rhodosporidium. Ma malé kulaté ¢i ovalné
bunky, netvoii spory a jen ziidka vytvaii primitivni pseudomycelium. Vyjime¢né se mohou
objevit vlaknité bunky patfici dikaryonovému myceliu s prehradkami. V tomto ptipad¢ jde
vSak o samosporotvorny druh rodu Rhodosporidium, perfektni formy Rhodotorula.
V kapalném prostiedi vytvati Rhodotorula sediment a prstenec krémové az svétle rizové
barvy. Natér na agaru je hladky, leskly, slizovity, zbarvenim kordlové ¢erveny, pomerancovy
¢i lososovy (viz obrazek 2). Jejich barva a vzhled se vSak Casto méni s riznym sloZenim
substratu, na kterém se vyskytuji [5, 7].

Druhy rodu Rhodotorula jsou rozsitené po celém svéteé. Lze je nalézt ve vzduchu, v pudé,
sladké 1 slané vodé, na povrchu rostlin, ale i v riznych organech ZivociSného téla. Lehko se
pestuji, nejsou naro¢né na zivotni podminky a vykazuji schopnost se prizpiisobit Sirokému
spektru uhlikatych sloucenin. VyZaduji malo dusikatych latek, a proto se ¢asto rozmnoZzuji
i v padach bez zdroje dusiku. Jejich identita se dobie dokazuje uz jen pro jejich zbarveni.
V ptirod€ se nejcastéji vyskytuje Rhodotorula glutinis, bohata hlavné na pigmenty torulen
a torularhodin [5, 8, 9].

Vsechny druhy Rhodotorula se vyznacuji tim, ze jsou lipidotvorné. Hromadi v buiikach
tuk, a to v urcitych podminkach az nadmérné, takze bychom z biomasy mohli ziskat lipidy se
stejnym obsahem mastnych kyselin jako pro vyzivu zivoc€ichl. Navic biomasa po extrakci
lipidd miize byt jest¢ zdrojem proteinu cenného pro obsah zédkladnich aminokyselin. Se
schopnosti hromadit lipidy v bunikdch souvisi napf. schopnost produkce lipadz, vyuzivat
n-alkany, ATP-citratlyazu, karotenoidy, steroly apod. [1, 5].

»
o e Lid

Obrazek 2: Natér a kolonie rodu Rhodotorula [10]

Rod Phaffia reprezentuje druh Phaffia rhodozyma nebo-li Xanthophyllomyces
dendrorhous. Vytvaii elipsoidni buiiky, jednotlivé, v parech ¢i v kratkych fetizcich a jeji
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bunécnd sténa je lamelového charakteru. Rozmnozuje se pucenim, nevytvaii balistokonidie
ani dikaryonové mycelium ¢i promycelium. V kapalném prostfedi vytvaii sediment, prstenec
1 blanku. Na agaru lze pozorovat oranzovocerveny hladky, trochu skladany natér. Jednou
z hlavnich slozek karotenoidi je astaxanthin (3,3"- dihydroxy-4,4-diketo-/-karoten),
komerén¢ vyuzivany hlavné narybich farmach jako soucéast potravy k vybarveni masa
lososovitych ryb. Od vsech ostatnich ¢ervenych kvasinek se odliSuje schopnosti zkvasovat
cukry, 1 kdyz Casto jen velmi slab¢, po dlouhém case a pii nizké teploté [5, 11].

Rod Sporobolomyces je imperfektni forma rodu Sporidiobolus. Mé kulaté, elipsoidni
i protdhnuté bunky a vytvari asymetrické balistokonidie. N&které druhy vytvéieji pravé
mycelium (napt. Sporobolomyces holsaticus), jiné pseudomycelium (napi. Sporobolomyces
foliicola). Natér a kolonie na agaru miizeme videét na obrazku 3. Jsou drsné, ploché, Casto
jakoby pomoucené v dasledku odstielenych balistokonidii, které mnohdy spadnou zpét na
kolonii. Byvaji casto kontaminanty riznych potravin, rostlinného materidlu, vinatskych
zatizeni apod.

Do tohoto rodu patii také casto se vyskytujici karotenoidni kvasinka Sporobolomyces
roseus. Jeji buiikky jsou kulaté, elipsoidni az protahnuté, srozméry (3-8) x (5-18) um.
V kapalnych prostiedich vytvaii sediment a velmi hruby prstenec. Natér na agaru je rizovo-
oranzovy az kordlové Cerveny, trochu drsny, jemné kuceravy. Okolo natéru nebo kolonie se
tvoti sekundarni kolonie z odstfelenych balistokonidii. [1, 5, 7].

>

Obrazek 3: Natér a kolonie rodu Sporobolomyces [10]

Rod Sporidiobolus se vyznacuje elipsoidnimi az protdhnutymi buiikami, jednotlivymi,
v parech nebo kratkych fetizcich. Vytvari dikaryonové mycelium s pfepazkami a tvoii také
balistokonidie, které rostou na jednoduchych nebo vétvenych sterigméch. V kapalném
prostiedi tvofi rGzovou, velmi kuceravou blanku a slaby sediment. Natér nebo kolonie na
agaru je suchd, matna, jakoby pomoucend, broskvové barvy. Sporidiobolus je perfektni

stadium rodu Sporobolomyces a nejznaméjsim zastupcem je Sporidiobolus salmonicolor
[1,5].

2.1.5. Vyskyt kvasinek a jejich vyznam

Kvasinky jsou v pfirodé velmi rozsifeny. Kviili svym sacharolytickym schopnostem se
vyskytuji pfedevS§im na materidlech obsahujici cukry, tj. na ovoci a cukernatych potravinach.
Dale se nachazi v kvétnich nektarech, v piidé, ve vzduchu, ale mohou se objevit také ve
sttevnim traktu lidi, zvifat i hmyzu. V kvétnich nektarech byvaji nejcastéji pfitomny oxidacni
typy, jako jsou napt. Rhodotorula, Sporobolomyces a Cryptococcus. Na povrchu meékkého
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ovoce prevladaji spise kvasné typy, jako jsou rody Saccharomyces ¢i Saccharomycodes. Jako
vzdusnd kontaminace se Casto vyskytuje Rhodotorula. Kvasinky nemaji schopnost $tépit
bilkoviny, proto se nemnozi ve vétsi mife na mase a jiném bilkovinném materialu. Mohou byt
nezadoucimi kontaminanty a nékteré patogenni kvasinky mohou zptlisobit vazna onemocnéni.
Vyskyt kvasinek také ovlivituje jejich nizka tepelna odolnost [1, 9].

Hlavni primyslovy vyznam kvasinek spociva v jejich vyuziti pro vyrobu alkoholickych
napoju a pekaiského ¢i krmného drozdi. Nejdilezitéjsi je druh Saccharomyces cerevisiae,
ktery se uplatiiuje jako pekaiska, lihovarska, vinaiska ¢i pivovarska kvasinka.

Ethanol pro chemické ucely se dnes vyrabi vétSinou synteticky, nebot’ je tento zptsob
vyroby levnéjsi nez zkvasovani hodnotnych surovin. Stoupajici cena ropy ale vedla k tomu, ze
se v nekterych statech, jako napf. v Brazilii, vyrabi kvasny ethanol jako ndhrazka benzinu.
Znacné produkce ethanolu pro potravinaiské a farmaceutické ucely se dosahuje i pii vyrobé
pekatského drozdi. Vyssi jednosytné alkoholy (propanol, butanol, pentanol) se tvoii hlavné
z aminokyselin odumielych kvasinkovych buné¢k a jsou ziskavany ve formé tzv. ptiboudliny,
vyuzivajici se k vyrob¢ rozpoustédel laki [1].

Drozdi se pro sviij vysoky obsah vitamini skupiny B pouziva nejen v pekarenském
primyslu, ale také i pro vyrobu lécebnych vyzivnych preparati. Autolyzaty a extrakty drozdi
nebo odhoicenych pivovarskych kvasinek se ze stejnych divodii pouzivaji jako ptisady do
potravin (hlavné polévek, omacek a polévkového koteni) a jako dulezitd slozka zivnych pud
v mikrobiologickych laboratofich. Protoze kvasinky obsahuji mimo vitamint a jinych latek
pfedevsim vysoky obsah bilkovin, vyrabi se pomoci nich i krmné drozdi. Krmné drozdi se
piipravuje nejcastéji z melasy ¢i jinych odpadnich materialit pomoci kvasinky rodu Candida.

Z bun¢k kvasinek se izoluje také fada enzyml majici velky primyslovy vyznam. Napf.
extracelularni hydrolyticky enzym invertasa, S$tépici sacharosu na glukosu a fruktosu, se
ziskdva ze Saccharomyces cerevisiae a je pouzivan v cukrovinkaiském a pekarenském
prumyslu. Jeho ptidavek zabranuje tvrdnuti peciva ¢i cukrovinek. DalSim ptikladem je
intracelularni laktasa, produkovand kvasinkou Kluyveromyces marxianus. Tento enzym se
pouziva pii vyrobe kondenzovaného mléka, nebot’ znemoziuje krystalizaci laktosy [1].

Druh Kluyveromyces marxianus, resp. jeho imperfektni forma Candida kefyr se vyuziva
k vyrobé kefiru. Rod Yarrowia s jedinym druhem Yarrowia lipolytica byl ispéSné€ pouzit pro
produkci biomasy z n-alkant ropy pro krmivaiské Gcely a pro biotechnologické Cisténi ropy.

Ze specialnich kment Saccharomyces cerevisiae se izoluje ergosterol, provitamin vitaminu
D a z karotenogennich kvasinek f-karoten, provitamin vitaminu A a ostatni karotenoidy [1].

Bylo dokazano, ze néckteré kvasinky ttidy Basidiomycetes rodu Cryptococcus,
Rhodosporidium, Rhodotorula, Sporidiobolus & Sporobolomyces mohou také krome
karotenoidii produkovat koenzym Q;o, Siroce vyuzivany v medicin€¢, farmaceutickém
a kosmetickém pramyslu [12].

2.2. Dalsi mikroorganismy produkujici karotenoidni barviva

Kromé kvasinek produkuji karotenoidy i nékteré, pirevazné aerobni ¢i dokonce striktné
aerobni bakterie, plisn¢ rodu Blakeslea trispora, sinice Spirulina, Haematococcus Ci ¢ervené
sladkovodni tfasy Dunaliella [13, 14, 15].

Napftiklad bakterie rodu Micrococcus tvoti zluté, oranzové az intenzivné ruzové
karotenoidni pigmenty. Je to grampozitivni, striktné aerobni bakterie kulaté¢ho tvaru. Je
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schopna ristu v pfitomnosti 5% NaCl, a proto se vyskytuje predev§im na solenych
potravinach, ale i na ktizi savcl véetné Cloveka, kde jsou vSak povazovany za nepatogenys,.
Nejznaméjsi druh je Micrococcus luteus, coz je zluté pigmentujici bakterie [1, 13].

Rod Saprospira produkuje rizové, zluté, oranzové, nebo cihlové Cervené karotenoidni
pigmenty. Je to gramnegativni, striktné aerobni, organotrofni bakterie tvotfici mnohobunécna
vlakna. Vyzaduje smé¢s AMK, peptontl, nebo proteinti jako zdroje dusiku, uhliku a energie.

Rod Halobacterium tvori razovy, cerveny nebo cCervenooranzovy pigment. Je to
gramnegativni, striktn€ aerobni nebo anaerobni, extrémné halofilni bakterie[13].

Bakterie Celedi Erythrobacteraceae obsahuji bakteriochlorofyl a a karotenoidy. Jedna se
o gramnegativni, aerobni, chemoorganotrofni bakterie ty¢kovitého tvaru. Rod Erythrobacter
tvofi oranzove nebo riizoveé zbarvené kolonie vlivem karotenoidnich pigmentt.

Bakterie ¢eledi Heliobacteriaceae obsahuji nejen karotenoidy, ale i bakteriochlorofyl g.
Heliobacteriaceae jsou gramnegativni, obligatné anaerobni, fotoheterotrofni bakterie
tyCinkovitého az vladknitého tvaru, schopny fixovat dusik [13].

Celed” Herpetosiphonaceae s jedingm rodem Herpetosiphon, produkuji Zluté, oranzové
nebo Cervené karotenoidni pigmenty. Buniky jsou protahlého tyc¢kovitého tvaru nebo maji tvar
vlaken slozenych zjednotlivych bunck. Jednd se o gramnegativni, striktné¢ aerobni,
chemoorganotrofni bakterie, n€které druhy vyzadujici si moiskou vodu. Mohou degradovat
celulosu a chitin a také lyzovat zZivé bunky bakterii a kvasinek [13].

Bakterie rodu Brevundimonas mohou produkovat zluty nebo oranzovy karotenoidni
pigment. Jedna se o gramnegativni, striktn¢ aerobni bakterie ty¢inkovitého tvaru.

Rod Spirochaeta je také schopen produkovat karotenoidni barviva. Jsou to aerobni nebo
fakultativné aerobni, chemoorganotrofni bakterie, vyuzivajici jako zdroj uhliku a energie
sacharidy [13].

Buiikky rodu Rhodospirillum obsahuji vnitini fotosyntetické membrany produkujici
fotosyntetické pigmenty bakteriochlorofyl a a karotenoidni barviva skupiny spiriloxantind.
Lépe rostou fotoheterotrofné za anaerobnich podminek na svétle, ale také za mikroaerobnich
az aerobnich podminek ve tmé. Jednd se o purpurové, nesirné, gramnegativni bakterie
Sroubovitého tvaru [1, 13].

V soucasné dob¢ se k produkci karotenoidii primyslové vyuzivaji hlavné cCervena
sladkovodni tasa Dunaliella salina jako producent f-karotenu, dale sinice Haematococcus
jako producent astaxanthinu a kvasinka Phaffia rhodozyma (astaxanthin, f-karoten). Vyuziti
karotenogennich bakterii a kvasinek vS$ak neustéle vzristé diky jejich snadné manipulaci [15].

2.3. Karotenoidy

2.3.1. Vlastnosti

Karotenoidy reprezentuji skupinu pigmentl, zluté az cervené barvy, které jsou Siroce
obsazeny v rostlinné, mikrobiologické ¢i zZivocisné fiSi. Pfirodnich karotenoidi bylo
identifikovano vice jak 700 [6, 16, 17].

Jsou to nepolarni, nebo témét nepolarni lipofilni latky. Proto nejsou rozpustné ve vode¢,
nybrz v tucich a ptibuznych latkdch a rovnéz v nepolarnich a slabé polarnich organickych
rozpoustédlech. Nepolarni charakter karotenoidii zpusobuje, Ze nedifunduji z bunék do
vnéjsiho prostiedi, ale hromadi se na vnitini stran¢ cytoplazmatické membrany, a to Casto
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vazané na lipidy. Karotenoidy jsou vysoce foto- a termolabilni a rozkladdaji se plisobenim
vzdusného kysliku [16, 18, 19].

2.3.2. Struktura

Vétsina ptirodnich karotenoidli se fadi mezi tetraterpeny, coz znamend, Ze zikladem
chemické stavby je 40-ti uhlikaty feté¢zec s 8 isoprenovymi jednotkami. Na obou koncich
fetézce je pripojena cyklicka nebo acyklické 9-ti €lennd jednotka.

Podle toho se také karotenoidy deli do tiech skupin:

= acyklické (lykopen, fytoen, fytofluen)
* monocyklické (y-karoten, torulen, torularodin)
» dicyklické (B-karoten, a-karoten)

Struktura nékterych karotenoidi je vyobrazena na obrazku 4.

Barevnost je zplisobena pfitomnosti konjugovanych dvojnych vazeb, nejcastéji
v konfiguraci ,all trans“ , coz znamena, Ze vSechny dvojné vazby v fetézci zaujimaji
konfiguraci trans. AvSak vlivem cel¢ tady fyzikalnich faktord, zejména svétla urcitych
vlnovych délek a zvyseni teploty, dochéazi ke vzniku fady cis- isomerd. [6, 16, 18].

CCNNWW

lykopen

@NNWW@JQ

[-karoten

Obrazek 4: Struktura nékterych vybranych karotenoidi [19, 20]

2.3.3. Vyznam

Karotenoidni barviva slouzi hlavné k ochrané buiiky pfed uinkem ultrafialové slozky
slune¢niho zafeni a také k vyuziti svétla o vinové délce 450 — 550 nm. Slouzi k pfenosu
energie ve fotosyntéze a funguji jako doplikové fotoaktivni pigmenty [1, 16].

Karotenoidni barviva jsou odolné vic¢i zméné pH ¢i redukénim ¢inidlim, avSak velmi
citlivé k oxidaci. Obsahuji totiz velké mnoZstvi dvojnych vazeb, které se snadno oxiduji
a diky tomu se tedy chovaji jako antioxidanty. Zhaseji singletovy kyslik vznikajici plisobenim

15



svétla (hlavné lykopen a fkaroten). Singletovy kyslik totiz zptlisobuje peroxidaci ¢i oxidaci
fady funkéné vyznamnych latek, jako jsou napi. nukleové kyseliny ¢i kyselina linoleova
[16, 18, 21].

Diky systému dvojnych vazeb zachycuji a neutralizuji volné radikaly a jsou také inhibitory
podilejici se na otvirdni mezibunéénych mezerovych spoji, slouzicich ke vzajemné
komunikaci bunék fidici rhst, vyvoj a diferenciaci bunc¢k. Diky témto schopnostem se
vyuzivaji k 1é¢bé rakoviny, artherosklerézy a rtznych kardiovaskularnich onemocnéni
[12,21,22]. Jsou také prekurzory mnoha hormoni a nckteré karotenoidy jsou
provitaminem A [21].

Diky svym vlastnostem nalezly karotenoidy uplatnéni v mnoha primyslovych odvétvich.
V potravinaistvi se vyuzivaji k vyrobé potravinaitskych barviv a potravinovych dopliki,
v zemedélstvi k vyrobé krmiv (napf. pro slepice k obarveni vajecného Zloutku) ¢i
kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Karotenoidy se také hojné¢ vyuzivaji v genovych
technologiich ke genetickym modifikacim kvétin a hospodatskych plodin, jako jsou napf.
brambory, ¢i typickym piikladem je tzv. ,zlatd ryze* produkujici f-karoten. Geneticka
modifikace v téchto piipadech slouzi u hospodaiskych plodin ke zlepSeni jejich vyzivové
hodnoty s antioxidacnimi u¢inky a k lepsi odolnosti vii¢i pfirodnim stresiim, u kvétin k tvorbé
barev a aroma [12, 17, 19, 22].

V soucasné dob¢ je pruimysloveé vyrabéno pouze neékolik karotenoidii, upfednostiiovéana je
vSak jejich mikrobni produkce oproti syntetické piipravé ¢i izolaci z rostlinného materialu
[19].

2.3.4. Biosyntéza karotenoidi

Biosyntéza vSech karotenoidli vychazi ze v§eobecné metabolické drahy isoprenoidii [22].

Vychozi slouceninou pro biosyntézu karotenoidit je acetyl-CoA, ktery kondenzuje
s meziproduktem biosyntézy mastnych kyselin acetoacetyl-CoA za vzniku 3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA). Redukci vznika mevalonat, ktery je poté tfemi naslednymi
fosforylacemi preménén na 3-fosfo-5-difosfomevalonat. Tento meziprodukt dale poskytuje
dekarboxylaci a defosforylaci isopentenyldifosfat (IDP), tzv. aktivni isopren, ktery se poté
ptesmykuje na dimethylallyldifosfat (DMADP) [23].

Polykondenzaci 3 molekul IDP a 1 molekuly DMADP vzniki C*° diterpen
geranylgeranyldifosfat (GGDP), tvotici polovinu viech C* karotenoidi. Kondenzaci dvou
GGDP se fetézec prodlouzi a vznikne prvni ale bezbarvy C** karotenoid fytoen [22].

Z fytoenu vznikd postupnym vytvarenim konjugovanych dvojnych vazeb neurosporen,
a poté lykopen. Lykopen je C* barevny karotenoid z néhoz se mohou déle syntetizovat ostatni
acyklické ¢i cyklické karotenoidy. Tato syntéza probihd rliznymi druhové specifickymi
reakcemi zahrnujici napt. hydrogenaci, dehydrogenaci, cyklizaci ¢i oxidaci, ptip. kombinaci
téchto pochodt [18, 22, 23]. Priib¢h biosyntézy pocinaje fytoenem je zndzornén na obrazku 5.

acetyl-CoA + acetoacetyl-CoA —» HMG-CoA — mevalonat
mevalondt — isopentenyldifosfat — dimethylallyldifosfat

IDP + DMADP —* GGDP
GGDP + GGDP ——» fytoen
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Obrazek 5: Biosyntéza karotenoidit [6]

2.4. Kultivace a riist mikroorganismi

2.4.1. Zivna média

Na rtist a rozmnozovani pottebuji mikroorganismy spravnou vyzivu, kterou pfijimaji ze
zivného prostiedi. Zivné médium musi spliiovat uréité predpoklady a narocnost na jeho
slozeni zalezi na pozadavcich daného mikroorganismu. Musi byt tedy upravené tak, aby se co
nejvice svym slozenim bliZilo jeho piirozenym podminkam. Cim vic se bude slozeni média
blizit pfirozenym podminkam, tim Iépe bude mikroorganismus rast v laboratornich
podminkach [7, 24].

Zakladni slozky vyzivy kvasinek jsou voda, zdroj uhliku a dusiku, kyslik, vodik, fosfor
a hoicik, dale stopové prvky, vitaminy a rastové latky.
mikroorganismil. Zivné prostiedi musi mit tedy dostatek vody, pro kvasinkovité formy je to
nejméné 30% [7].

Kyslik plsobi predev§im jako akceptor elektront pii syntéze ATP, ale také vyrazné
zvySuje redoxni potencial prostiedi, nutny k riistu aerobnich mikroorganismii. Maze byt
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piijiman jak volny ze vzduchu, tak i vazany ve sloucenindch. Buiika kvasinek piijima kyslik
jen tehdy, pokud je rozpustény ve vodé. Tento kyslik pfijimaji buiikky kvasinek na své
oxidaéni procesy z tekutiny prostfedi. Mnozstvi kysliku, které takto z prostfedi ubude,
difunduje z atmosféry znovu do tekutiny [7, 8].

Rozpustnost kysliku v kapalinach je pomérné nizka, a proto je nezbytnou pomuckou pfi
laboratornich kultivacich aerobnich organismli tfepaci stroj. Rychlost ptenosu kysliku do
kapalného média zavisi na mnozstvi tekutiny v baiice, na jejim tvaru a na typu tfepaciho
stroje. Velmi dilezity je také uzavér banck, ktery ovliviiuje poméry plynt (O, ze vzduchu
a CO, vytvoreny pii rustu) a predevsim rychlost difuze kysliku uzadvérem. V laboratotich jsou
nejcastéji pouzivany jako uzavéry vatové zatky [1, 8].

Nejptistupnéjsi zdroj uhliku je ve formé jednoduchych sacharidii ¢i polysacharidi, které
karotenogenni kvasinky vyuzivaji oxidacnim zplsobem. Kromé uhliku jsou také sacharidy
zdrojem vodiku a kysliku. Pii sterilizaci je nutné dbat na to, aby se dany sacharid nerozkladal,
¢1 nereagoval s dalSimi slouCeninami obsazenymi v médiu. Vznikaji totiz t€zko vyuzitelné
nebo inhibi¢ni latky [7, 24].

Jako zdroj dusiku mohou kvasinky vyuZzivat vzdusny dusik, dusi¢nany, dusitany, amonné
soli ¢i organicky dusik vazany v AMK, peptonech, peptidech ¢i napf. v kvasni¢ném
autolyzatu. Nejvhodné&jSim zdrojem dusiku jsou amonné soli ¢i organicky dusik [7, 24].

Pfi sestavovani zivnych médii hraje také dualezitou roli fosfor a hot¢ik. Hlavni ulohou
fosforu je zajisténi prenosu energie pomoci reakci zprostfedkovanych adenosintrifosfatem.
Nedostatek fosforu zptisobuje zpomaleni rustu ¢i fermentac¢nich procesti mikroorganismu. Do
zivnych prosttedi se fosfor ptfidava ve formé draselnych, amonnych a nékdy i sodnych fosfata.
Hoicik je stimuldtorem enzymovych procest a také podporuje aktivitu fosfataz. Jako zdroj
hot¢iku slouzi obvykle siran hofecnaty. Pti kultivaci kvasinek se nejcastéji pouziva jako zdroj
fosforu dihydrogenfosfore¢nan draselny a jako zdroj hoi¢iku siran hotecnaty [7, 24].

Dalsi biogenni prvky jako véapnik, draslik, Zelezo, chlor, zinek, méd’, kobalt, molybden,
nikl, jod a bor se ptidavaji do zivnych médii jen ve velmi malych koncentracich zjisténych
experimentalné. Piiddnim téchto prvkl se totiz ve sprdvném vzajemném poméru podpofi
rozmnozovani kvasinek, ale ve vétSim mnozstvi nebo v nespravném poméru mohou pusobit
toxicky [7].

Auxotrofni mikroorganismy, které nejsou schopny samy syntetizovat rustové faktory, si
vyzaduji jejich pfitomnost v zivném médiu. Jako ristové faktory mohou vyuzivat vitaminy,
aminokyseliny, vy$s$i mastné kyseliny, aminy ¢i purinové a pyrimidinové zasady [5, 7, 24].

2.4.1.1. Rozdéleni zivnych médii

Zivna média mazeme rozdélit dle riznych charakteristik.

» Podle konzistence:
- tekutd nebo-li kapalna (neobsahuji zddné ztuzujici latky)
- polotekuta (obsahuji malé procento ztuzujicich latek)
- pevna (obsahuji ztuzovaci latky jako napft. agar, Zelatinu)

= Podle ptivodu a sloZeni:

- pfirozena (ptirozené substraty, jsou vhodné na kratkodobou kultivaci nebo izolaci
MO z ptirodnich zdroji)
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- polysyntetickd (jako zdroj uhliku a dusiku obsahuji proteiny a peptidy,
pridavanych ve form¢ extrakti, autolyzatii ¢i peptontt)

- syntetickd (maji presné chemické slozeni, zdroj uhliku byva obvykle glukosa,
zdroj dusiku amonné soli)

= Podle pouziti:

- univerzalni (svym slozenim vyhovuji Sirokému spektru mikroorganismt)

- selektivni (svym sloZenim podporuji rist jen jednoho druhu nebo skupiny
mikroorganismil, obsahuji jednu nebo vice inhibicnich latek potlacujicich rist
ostatni mikroflory)

- selektivné diagnostickd (na téchto médiich roste jen velmi mald skupina
mikroorganismi, svym sloZzenim potlacuji rist nezddoucich mikroorganismu) [24].

2.4.1.2. Ptirozena média a vyuZiti odpadnich substrati

Jako pfirozend média lze ke kultivaci mikroorganisma vyuZit také nejriznéj$i odpadni
substraty, nejcastéji z potravinaiského pramyslu.

Co se tyCe pfirozenych médii v souvislosti s kultivaci karotenogennich kvasinek, je
v dne$ni dob¢ stale Castéji predmétem vyzkumu vyuziti odpadnich substrati k produkci
[-karotenu a dalSich karotenoidnich barviv. Naptiklad v Thajsku se zabyvaji vyuzitim
riznych solnych nélevi jako odpadnich produkti po fermentaci zeleniny, hlavné kvaseného
zeli, salétu ¢i fedkvicky. Fermentovand zelenina je totiZ nepostradatelnou stravou mnoha zemi
Orientu a také dulezitou surovinou pro export. Kazdoro¢né vznika z vyroby tohoto pokrmu
spousta odpadu, a proto je tieba piemyslet, jak ho dale vyuzit. Nejcastéji se pro tento ucel
vyuziva kvasinky Rhodotorula glutinis, protoze je schopna ristu v nenaro¢nych podminkach,
tedy 1 na odpadnich, finan¢n€ nendroénych substratech [25].

2.4.2. Rustova krivka

Prabéh rastu kultury se da sledovat stanovenim ptirtstku bunék v pravidelnych ¢asovych
intervalech poc¢inaje zaockovanim. Grafické vyjadieni této zavislosti se nazyva rlstova
kiivka, kde na osu x je nanesen ¢as v hodinach a na osu y logaritmus poctu zivych bunék
v 1 ml kultury. Rychlost riistu a mnozeni bun€k se posuzuje podle mnozstvi bunék ¢i podle
hmotnosti vytvofené biomasy nebo podle obsahu jednotlivych bunéénych slozek. Rustova
ktivka ukazuje, ze kvasinkové buiikky po dobu kultivace prochazeji riznymi fazemi
bunécného cyklu, a proto Ize v pribehu ristové kiivky rozliSit nékolik fazi (viz obrazek 6)
(2, 7].

V prvni fazi, tzv. lag-fazi nebo-li ptipravné fazi Cerpaji bunky energii a pfipravuji se na
rozmnozovani. Zvétsuji svilj objem, pricemz se vétSinou prodluzuji a aktivuji svllj enzymovy
systém, nutny napft. k vyuziti ptitomnych substrati. Buniky se zvétSuji umérné dobé kultivace
a na konci této faze dosahuji maximalni velikosti. Délka fdze zavisi na druhu
mikroorganismu, staifi a po¢tu naoCkovanych bunék, mnozstvi a sloZzeni nového riistového
prostfedi a jeho adaptabilité. Cim vhodn&jsi jsou podminky pro riist kultury, tim je lag-fize
kratsi [1, 2, 7].
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Po lag-fazi nasleduje taze zrychlujiciho se rtstu, kdy dochazi k zrychleni vSech bunéénych
syntéz a rychlosti ristu, zvySeni obsahu nékterych bunéénych latek (napt. RNA) a zvétSeni
bun¢k [1, 8].

Nasledujici fazi je exponencialni faze ristu, pro kterou je charakteristicky nejbujnéjsi rist,
rychlé rozmnozovani bun¢k, které nékdy nestaci dortistat do normalni velikosti, a tak se stava,
ze primérna velikost bunék kultury byva na konci této faze nejmensi. Rozmnozovani bunék
dosahuje maxima pouze v prvni poloviné exponencialni faze, v druhé poloving€ se snizuje a na
konci této faze se blizi k nule [7].

Specificka ristova rychlost mikrobialni populace zavisi nejen na druhu mikroorganismu,
ale i na vné&jSich podminkdach, tj. teploté, pH prostfedi a koncentraci zivin. Dokud kultura
roste exponenciadln¢, specificka ristova rychlost je konstantni a m& maximalni hodnotu
nezéavislou na koncentraci substratu a neméni se také chemické slozeni bun¢k. Tento Casovy
usek, kdy buiikky neméni své vlastnosti, byva pomérné kratky. Koncentrace zivin totiz klesa
a zaroven v nekterych ptipadech stoupa mnozstvi kone¢nych produktii, az dojde k piekroceni
mezni koncentrace zivin a produkti [1, 8].

Exponencialni faze je charakterizovana také tim, Ze zde builkky maji nejkratSi generacni
dobu, konstantni po celou dobu exponencialni faze. Pfeneseme-li tedy buniky z prosttedi ve
kterém se nachazely v exponencidlni fazi ristu do nového kultivaéniho média o stejném
slozeni, budou pokraCovat v rozmnozovani se stejnou generacni dobou, tj. bez zietelné
lag-faze [1].

Po exponencialni fazi rGstu nastdva faze zpomaleni rustu, kdy dochazi ke snizovani
rychlosti v§ech syntéz bunéénych latek a koncentrace latek v buiikéach (hlavné RNA) [1, 8].

Zpomaleni az zastaveni pfirtistku zivych bunék je oznaCovdno jako stacionarni faze.
V pocate¢nim stadiu dochazi ke zvétSovani dcefinych bunck, aby se na konci faze rovnaly
velikosti ptivodnim bunkdm. V pocatenim stadiu je tedy tato faze vhodna k posouzeni
moznych odchylek rozméri bun¢k zptisobenych neptiznivymi podminkami [1, 2, 7].

Po stacionarni fazi nasleduje faze odumirdni bunék, kdy nastava jejich pomala autolyza,
ale zaroveii hromadéni metabolitu v prostiedi. Cim vic v prostiedi ubyva Zivin, tim vic se
hromadi produkty metabolismu a ¢im rychlejsi nastava rozklad bunék, tim strméjsi je kiivka
v této fazi. Tato faze mize u n¢kterych mikroorganisma trvat tydny az mésice [1, 7].

— N X

N

Obrazek 6: Ristova kiivka
T =doba (h), x = pocet Zivych bunék v 1 ml
1 = lag-faze, 2 = faze zrychlujiciho se riistu, 3 = exponencialni faze ristu,
4 = faze zpomalujiciho se rustu, 5 = stacionarni faze, 6 = faze odumirani
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2.4.3. Vliv riznych vnéjSich faktoriu na riist a rozmnoZovani mikroorganismi

Rozmnozovani a rist mikroorganismi nezélezi jen na vnitinich podminkéach kultivace, ale
1 na vnéjSich fyzikdlnich, chemickych ¢i biologickych podminkach. Podminky vedouci
k nejveétsi vytéZznosti biomasy ¢i metabolitu se nazyvaji optimalni podminky kultivace.
Existuji vSak podminky, které mohou mimotadné zvysit vytézek nebo urychlit rist
a rozmnozovani, tzv. stimula¢ni podminky. Podminky snizujici vytézek ¢i zpomalujici rust
arozmnozovani se nazyvaji inhibi¢ni podminky, nebo-li stresy, jimiZ se miiZze spravnym
vyuzitim docilit mikrobiologické produkce obranych latek vyuzivajici se v riiznych odvétvich
pramyslu. Mikroorganismy jsou schopny se piizpisobit vnéjSim podminkam zménou
enzymového vybaveni svych bun€k ¢i do ur€ité miry zménou slozeni a tvaru bunék [1, 7].

Teplota

Teplota vnéjsiho prostiedi je jednim z hlavnich faktort pro rychlost ristu a rozmnozovani
mikroorganismi. U kazdého mikroorganismu se rozlisuji tii zdkladni body teploty: minimalni
teplota, coz je nejnizsi teplota, pfi niz se jest¢ dany druh rozmnozuje zjistitelnou rychlosti,
dale optimalni teplota, kdy probiha rozmnozovani nejvétsi rychlosti a maximalni teplota, t;.
nejvyssi teplota pii které je schopen se jest¢ rozmnozovat. Pfi vysSSich teplotach miize dojit
k denaturaci enzymi nezbytnych k rastu, coz zptsobi jeho prudky pokles. Tato denaturace
muze byt reverzibilni, avSak pfi maximalnich teplotich se stava ireverzibilni a vede
k usmrceni bunky [1].

Optimalni teplota na rozmnoZovani nemusi byt stejnd s optimalni teplotou pro ostatni
zivotni procesy buiiky véetné produkce metaboliti [1, 7].

cvwr

které kvasinky jesté rostou je 4-5 °C a nejvyssi 40°C [7].

pH prostiedi

Cinnost mikroorganismti je silné ovlivnéna pH prostiedi, jelikoz kazdy druh vyzaduje pro
svlj optimalni riist a rozmnozovani jeho jiné rozmezi. Pro optimalni rist vétSiny bakterii
a kvasinek je toto rozmezi pomérné tizké, zatimco u vétSiny plisni je podstatné Sirsi.

Kvasinky vyzaduji pro rust kyselé prostiedi v rozmezi pH 4,2 - 5,5 a jiz slabé alkalické
prostiedi (pH kolem 7,5) zastavuje jejich rist. Jsou vSak schopny si toto pH velmi brzy
upravit smérem ke své optimalni hodnot¢ [1].

Vodni aktivita

Voda, ktera je nezbytnou sloZzkou bunéné hmoty mikroorganisml, pfedstavuje 75 az 90%
hmotnosti. Veskeré chemické reakce probihaji v zivé buiice pouze ve vodném prostiedi,
aproto zde musi byt voda pfitomna v dostatecném mnoZstvi. Potieba vody mize byt
u mikroorganismti vyjadiena rozmezim vodnich aktivit prostfedi, pfi nichz se mohou
rozmnozovat. Vodni aktivita (amo) vody se rovné 1 a se stoupajici koncentraci rozpusténych
latek postupné klesa.

Minimélni aktivita vody kvasinek se pohybuje vrozmezi 0,91 az 0,88 a je niz8i nez
u vétSiny bakterii. Osmotolerantni kvasinkové druhy jsou schopny rozmnozovani i pti vodni
aktivité 0,73, kterd je napt. v medu. Tyto kvasinky mohou proto zplisobovat jeho nezddouci
kvaseni [1].
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Redoxni potencial

Kazdé prostiedi vykazuje urcity oxidoredukéni potencidl, ktery je dan pfitomnosti
oxidac¢nich nebo redukcnich Cinidel. Siln€ oxidacni latky, ke kterym patii predevsim kyslik,
dale dusi¢nany, peroxidy, zelezité ionty aj., vytvafeji pozitivni redox potencidl. Silné
redukujici latky (zeleznaté ionty, vodik, slouCeniny s reaktivnimi dvojnymi vazbami aj.)
vedou k negativnimu potencidlu. Mikroorganismy se znacn¢ lisi svym vztahem ke kysliku,
a proto také vyzaduji rizny redoxni potencial [1].

Aerobni mikroorganismy, kam patii i karotenogenni kvasinky, vyzaduji ve svém Zivném
prostiedi pifitomnost rozpusténé¢ho kysliku, tedy pozitivni redox potencial, proto je nutné
provzdusiovani [1, 8].

Zareni

Elektromagnetické vinéni rtiznych vinovych délek se zna¢né 1isi svym fyziologickym
uc¢inkem na mikroorganismy. Viditelné svétlo (380-760 nm) se uplatiluje predevsim jako
zdroj energie fototrofnich mikroorganismii. Ovliviiuje jak pozitivné tak negativné aktivitu
fady dalSich mikroorganismu. Je jim indukovana napt. tvorba karotenoidi nékterych kvasinek
a bakterii.

Ultrafialové zafeni ma na mikroorganismy silné mutagenni a letalni uc¢inky. UV zéfeni se
pouziva ke sterilizaci, ale jeho pronikavost je velmi mala, proto se uziva jen k povrchové
sterilizaci ptedméti, pracovnich ploch, provozniho zatizeni, vzduchu apod. [1].

2.5. Izolace a analyza karotenoidu

Pro stanoveni a analyzu karotenoidd se pouzivaji spektralni a separa¢ni metody a pro jejich
izolaci extrak¢ni metody.

2.5.1. Absorp¢ni spektrometrie v UV-VIS oblasti

Podstatou ultrafialové a viditelné spektrometrie je absorpce ultrafialového a viditelného
monochromatického zafeni zfedénymi roztoky molekul v rozsahu vinovych délek 200 az
800 nm. Pohlcenim tohoto zafeni prechazi molekula do excitovaného stavu [26].

Po dopadu monochromatického zafeni na vzorek poklesne v disledku absorpce ptivodni
zativy tok dopadajiciho paprsku @ na nizs§i hodnotu ®@. Pomér téchto zativych toki se nazyva
transmitance a dekadicky logaritmus jeji prevracené hodnoty absorbance. Zavislost
absorbance na vinové délce zafeni predstavuje absorpcni spektrum vzorku.

Pro stanoveni absorbance roztoku absorbujici latky plati Lambert-Beeriv zakon.
Vyjadfiuje, ze absorbance je pfimo imérnéd koncentraci absorbujici latky a tloust'ce absorbujici
vrstvy roztoku:

A = g - ¢ [, piicemz g [dm’mol’-cm™] je molarni absorpéni koeficient (veliina
charakteristicka pro danou latku v daném prostiedi), ¢ molarni koncentrace latky [mol-dm™]
a [ tloust’ka absorbujici vrstvy [cm] [27].
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2.5.2. Extrakce

K izolaci karotenoidli ze vzorkll s vysokym obsahem vody se nejcastéji pouziva jako
extrakéni ¢inidlo aceton. Vzhledem ktomu, Ze karotenoidy u kvasinek jsou vazany
v lipoproteinové frakci membran, je proto pro jejich uvolnéni nutné jesté k acetonovému
extraktu bunék pfidat alkoholicky roztok KOH, aby doslo ke zmydelnéni. Karotenoidy po
zmydelnéni se pak dale nékolikrat extrahuji nepolarnimi organickymi rozpoustédly, jako jsou
napft. diethylether nebo petrolether [6, 8, 16].

2.5.3. Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie - HPLC

Chromatografie je separacni metoda, pii které dochazi k oddéleni (separaci) jednotlivych
slozek obsazenych ve vzorku. Je zalozena na mnohoniasobném opakovaném vytvaieni
rovnovaznych stavl slozek mezi dvéma fyzikaln¢ odliSnymi vzajemné nemisitelnymi fazemi,
stacionarni a mobilni [28].

Vzorek se umisti na zacatek stacionarni faze. Pohybem mobilni faze ptes stacionarni fazi je
pak undsen touto soustavou a slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi zachycovany, a tudiz
zdrzovany. Vice se zdrzi ty slozky, které jsou stacionarni fazi poutany silnéji. Tim se
postupné od sebe separuji a na konec staciondrni faze se nejdiive dostanou ty slozky, které
byly stacionarni fazi zadrzovany nejméné [26].

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina protékajici kolonou mezi ¢asticemi
stacionarni faze - sorbentu [26, 27].

Klasické kolonové provedeni nema potiebnou uUcinnost, ale stalo se zakladem vysoce
ucinné kapalinové chromatografie - HPLC. K ucinné separaci je tfeba pouzit dostatecné
malych zrni¢ek sorbentu, kterd vSak kladou prostupujici kapaliné znany odpor. Proto je
nutné pracovat pii vysokém tlaku. Vyhodou této metody je prace s menSim mnozstvim
vzorku, kratSi doba separace, moznost prace s termolabilnimi latkami apod. [26].

Kontinudlni d€leni sloZzek mezi stacionarni a mobilni fazi probiha v kratkych napliiovych
nerezovych kolondch, nejcastéji o délce 10-30 cm. Mobilni faze je pomoci cerpadel
dopravovana pod tlakem az 50 MPa, ptfes davkovaci zafizeni, kde je obohacovana smési
separovanych latek. K nejbéznéjSim detektorim patii fotometrické detektory, které méii
absorbanci eluatu vychazejiciho z kolony, dale refraktometrické detektory métici rozdily mezi
indexem lomu eluatu a Cisté mobilni faze, fluorescencni detektory, elektrochemické detektory
apod. Vsechny detektory pro HPLC by mély byt vSak selektivni pro analyty a malo citlivé na
mobilni fazi [26, 29].

Graficky zdznam zavislosti signalu detektoru na case se nazyva chromatogram (viz
obrazek 7). PoCatek chromatogramu predstavuje okamzik nastfiku vzorku na kolonu. Kazdé
rozdélené slozce odpovida na chromatogramu jedna elu¢ni vina, tzv. pik, ktery ma v idealnim
piipadé tvar Gaussovy kiivky. Poloha jejiho vrcholu se nazyva retencni Cas tr a piedstavuje
dobu, béhem niz zona latky projde celou kolonou. Tato doba se d¢€li na ¢as, ktery molekula
zistava v mobilni fazi - tzv. mrtvy retencni Cas t, a Cas strdveny ve stacionarni fazi -
redukovany reten¢ni ¢as t'g. Inertni slozka, kterd neni v koloné zadrzovéna, prochazi kolonou
stejné rychle jako mobilni faze, a vychdzi zkolony jako prvni, mé reten¢ni Cas totozny
s mrtvym retencnim pomérem. Soucin reten¢niho ¢asu a objemového pratoku mobilni faze
nam udava retencni objem V. Zastupuje objem mobilni faze, ktery musi protéci kolonou, aby
zona dané latky prosla celou kolonou [27].
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Uvedené retencni charakteristiky se pouzivaji ke kvalitativni analyze slozek ve vzorku,
protoZze nabyvaji v daném separa¢nim systému hodnot, které jsou pro jednotlivé latky
charakteristické. Zakladem pro jejich identifikaci je shoda reten¢ni veliCiny neznamé slozky
vzorku a znamého standardu [27].
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Obrazek 7: Chromatogram [26]
h = vySka piku, Y = §itka piku v zdkladne, A = plocha piku
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3. CIL PRACE

Cil ptedlozené bakalarské prace zamétené na produkei karotenoidi kvasinkami s vyuzitim
odpadnich substratd spociva v feseni nasledujicich dil¢ich tloh:

» Ptiehled mikrobialnich producentt karotenoidd, struktura, funkce a primyslové vyuziti
karotenoidnich pigmentt.

» Produkce karotenoidl vybranymi kvasinkami, jejich rastové charakteristiky a analyza
pigmentti metodou HPLC.

» Vyuziti vybranych odpadnich substratt ke kultivaci karotenogennich kvasinek.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie

4.1.1. Chemikalie pouZzité na kultivaci kvasinek

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (India)

D-glukdza monohydrat p.a., Lach-Ner s r.0. (CR)
Siran amonny p.a., Lachema (CR)
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Lachema (CR)
Siran horeénaty heptahydrat p.a., Chemapol (CR)
Bramborovy extrakt (Potato extract, India)

4.1.2. Chemikalie pouZité na izolaci karotenoidi

Aceton p.a., Lachema (CR)

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

4.1.3. Chemikalie pouzité pro HPLC

Methanol pro HPLC, Sigma — Aldrich (SRN)

4.2. Pristroje a pomiicky

4.2.1. Pomiicky pro kultivaci kvasinek

Spektrofotometer VIS, Helios 8, Unicam (UK)

Mikroskop L II 00A, Intraco Micro (SRN)

GKB Color Digital CCD kamera (Taiwan)

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

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)

Analytické vahy Boeco (SRN)

Laminarni box Aura mini

4.2.2. Pomucky pro izolaci a analyzu karotenoidi

Filtry pro HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)
Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)
Vodni lazeti EL-20, Merci a.s. (CR)
Mikrocentrifuga Cu-C, Sunon (Taiwan)
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Sestava HPLC/UV-VIS od firmy ECOM spol. s r.0. (CR):
Programator gradientu GR 5
Vysokotlaké ¢erpadlo typ P 4020
Davkovaci ventil typ C
Termostat kolony typ LCO 101
UV-VIS detektor procesorovy, typ LCD 2084
software Clarity— Chromatography SW, Data Apex 2006
Kolona Biospher (4,6 x 150 nm); reverzni faze PSI 200 C18 (7um), Labicom (CR)
Piedkolona Biospher (4,6 x 150 nm); reverzni faze PSI 200 C18 (7um), Labicom (CR)

4.3. Pouzité kvasinkové kmeny

Pro kultivaci byl pouzit kvasinkovy kmen Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26 ziskany na
Sbirce kvasinek Chemického ustavu SAV v Bratislavé.

4.4. Kultivace mikroorganismii

4.4.1. Podminky kultivace

Kvasinky rodu Rhodotorula glutinis patfi mezi aerobni mezofilni mikroorganismy. Proto
byly kultivovany v kapalném médiu pfti teploté 28 °C za stalého tiepani (90 rpm) a osvétleni
pro produkci karotenoidd.

4.4.2. Inokulum I

Pro kazdou sérii kultivaci bylo ptipravené inokulum I (INO I) o potiebném objemu tak,
aby pomér INO I : INO II byl 1:5. Do kazdého vysterilovaného a ochlazeného INO I byly
asepticky naockovany 3 klicky ze zasobni kultury na Petriho miskéach. Kultivace probihala po
dobu 24 hodin. Inokulum I bylo zédkladem pro zaoCkovani ptisluSnych sérii inokul II. Slozeni
inokula I je uvedeno v tabulce 1 a bylo vzdy pro vSechny inokula II stejné.

Tabulka 1: SloZeni inokula I

Slozka Mnozstvi
kvasni¢ny autolyzat 7g
glukosa 40 g
(NH4)ZSO4 5 g
KH2P04 5 g
MgSO4 0,34 g
odstata vodovodni voda 1000 ml

4.4.3. Inokulum I1

Ke kazdému inokulu I byly pfipraveny ptislusné série inokul II o potfebném objemu tak,
aby byl zachovan ockovaci pomér 1:5. Inokulum I bylo steriln¢ a za zachovani ockovaciho
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pomeéru pielito do inokula II a to bylo poté kultivovano po dobu 24 hodin. Inokulum II
kazdého typu bylo zakladem pro nésledujici série produkénich médii. VSechna inokula II
obsahovala stejny zaklad. Jeho slozeni je uvedeno v tabulce 2. Koncentrace ostatnich slozek,
kterymi se liSila jednotlivé inokula II, byla 7g/1000 ml a jejich obsah je uveden v tabulce 3.

Tabulka 2: SloZeni inokul II - zaklad

Slozka Mnozstvi
glukosa 40¢g
(NH4)st4 5 g
KH2P04 5 g
MgSO4 0,34 ¢
odstata vodovodni voda 1000 ml

Tabulka 3: SloZeni inokul II — ostatni slozky

C. série Slozka

1 1A kvasni¢ny autolyzat
1B bramborovy extrakt

5 2A kvasni¢ny autolyzat
2B jable¢na vlaknina

3 kvasni¢ny autolyzat

4 kvasnicny autolyzat

4.4.4. Produk¢éni média

Pro kazdou sérii kultivaci byla pfipravena jind produkéni média o stejném zakladé
uvedeném v tabulce 4. Koncentrace a slozZeni ostatnich slozek, kterymi se produkéni média
kazdé série lisila, je uvedena v tabulkach 5 - 8. Objem produk¢énich médii byl vzdy 50 ml.

Inokula II byla po ¢astech pielita do produkénich médii tak, aby pomér INO 11 : produkéni
médium bylo 1:5. Kultivace probihala po dobu 80 hodin.

Tabulka 4: Slozeni produkénich médii - zaklad

Slozka MnoZstvi
(NH4)2SO4 5 g
KH2P04 5 g
MgSO4 0,34¢g
odstata vodovodni voda 1000 ml

Tabulka 5: SloZeni produk¢énich médii 1. série kultivace (bramborovy odpad)

Oznaceni

SloZeni

kontrola

glukosa 40g/1

glukosa + bramborovy extrakt

glukosa 20g/l + bramborovy extrakt 20g/1

bramborovy extrakt

bramborovy extrakt 40g/1

glukosa + bramborové slupky

glukosa 20g/l + bramborové slupky 40g/1

bramborové slupky

bramborové slupky 40g/1

28




Kultury kultivované v produk¢nich médiich 1. série mély jiné slozeni inokula I a inokul II.
Kazdé produkéni médium 1. série bylo pfipraveno dvakrat, jedna polovina byla zaoCkovana
inokulem II 1A a druha polovina inokulem II 1B (viz tabulka 3). K médiim s bramborovymi
slupkami byly také ptipraveny piislusné slepé vzorky k méteni absorbance, obsahujici stejné
mnozstvi vody a odpadniho substratu jako ptislusné médium.

Tabulka 6: SloZzeni produkénich médii 2. série kultivace (jablecny odpad)

Oznadeni SloZeni

kontrola glukosa 40g/1

glukosa + jable¢na vlaknina glukosa 20g/1 + jable¢na vlaknina 20g/1
jable¢nd vldknina jable¢né vlaknina 40g/1

Stédva z jableCné drté ze smési 2 druhti jablek | Stdva z jable¢né drté¢ 40g/1

jable¢né slupky ze smési 2 druhti jablek jable¢né slupky 40g/1

Kultury kultivované v produkénich médiich 2. série (viz tabulka 6) mély jiné sloZeni
inokula I a inokul II. Kazdé produkéni médium 2. série bylo pfipraveno opét dvakrat a jedna
polovina byla zaockovana inokulem II 2A a druhd polovina inokulem II 2B (viz tabulka 3). K
médiim s jableCnou vldkninou a jable¢nymi slupkami byly také piipraveny piislusné slepé
vzorky k méfeni absorbance, obsahujici stejné mnozstvi vody a odpadniho substratu jako
prislusné médium.

Tabulka 7: Slozeni produkénich médii 3. série kultivace (smés odpadil)

Oznaceni

kontrola — glukosa

pSenicna polohruba mouka

vajecné téstoviny

jable¢na vlaknina

pSenicnd kase — celozrnnd

mlato

pSenicné otruby — termizované

Kultury kultivované v produkénich médiich 3. série mély stejna slozeni INO I 1 INO II.
Vsechny slozky produkénich médii 3. série odliSujici se od zikladu (viz tabulka 7) mély
koncentraci 40g/1. Ke vSem zakalenym ¢i zabarvenym médiim byly pfipraveny piislusné slepé
vzorky obsahujici stejné mnozstvi vody a odpadniho substratu jako ptislusné médium.

Tabulka 8: Slozeni produk¢nich médii 4. série kultivace (smes odpadl s pfidanymi enzymy z plisné
Fusarium solani)

Oznaceni
kontrola - glukosa
vajecné té€stoviny bez enzymi vajeéné téstoviny + enzymy
mlato bez enzymi mléto + enzymy
jable¢na vlaknina bez enzymu jable¢na vlaknina + enzymy
pSenicné termizované otruby bez enzymil pSeni¢né termizované otruby + enzymy
celozrnnd pSeni¢na kase bez enzymu celozrnnd pSeni¢nd kase + enzymy
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Kultury kultivované v produkcnich médiich 4. série mély stejnd slozeni INO I 1 INO II.
Vsechny slozky produkénich médii 4. série odliSujici se od zakladu (viz tabulka 8) mély
koncentraci 40g/1.

V této sérii bylo navazano na paralelné zpracovavanou diplomovou praci [30]. V piislusné
diplomové praci byla mimo jiné provedena kultivace plisné¢ kmene Fusarium solani na
ruznych odpadnich substratech a poté bylo experimentdlné zjisStovano jeji vyuziti k rozkladu
polysacharidii v téchto substratech. Tato plisen produkuje jako extracelularni produkt
hydrolytické enzymy rozkladajici pfislusné polysacharidy na jednoduché cukry. Tyto enzymy
pak byly izolovany a v lyofilizované podob¢ piidany k ptislusnym médiim 4. série.

4.5. Zpracovani biomasy

Odebrané vzorky z kazdého inokula i produkcnich médii byly pfislusné nafedény tak, aby
nebyl pfesazen rozsah spektrofotometru, a poté byla méfena absorbance zakalu pii vinové
délce 630 nm. Dale byly pod mikroskopem pozorovany morfologické znaky pfitomnych
kvasinek za ucelem jejich popisu a piipadného vylouceni vzorkd kvuli bakteridlni
kontaminaci. Mikroskopické preparaty byly pozorovany pii zvétSeni 640x a vysledky byly
zachyceny digitalni kamerou a zpracovany pomoci pocitacového softwaru Lucia.

Absorbance byla métfena oproti destilované vod¢ a v ptipadé obsahu nékterych odpadi
oproti slepému vzorku (viz kapitola 4.4.4). Slepé vzorky byly slozeny z ptislusného odpadu
a vodovodni vody. Byly vzdy vysterilovany spole¢né s ostatnimi médii a uchovany stejnou
dobu jako byla doba kultivace ptislusného média.

Pro ur¢eni mnozstvi susiny v naméienych vzorcich produkénich médii byla kvili Casové
tisni pouzita kalibracni zavislost zjisténa z ristové kiivky z ptedchozi prace [20]. Pfislusna
kalibracni kiivka vyjadiuje zéavislost mezi mnozstvim suSiny a zdkalem rGzné
koncentrovanych suspenzi kvasinek. Pro rod Rhodotorula glutinis plati tato kalibracni kiivka:
y=0,1947x — 0,0234, kde y je naméfena absorbance a x mnozstvi susiny v g/l.

Po odebrani pfislusného objemu kultury k méfeni absorbance a mikroskopickému
pozorovani byl objem produkénich médii centrifugovan pti 5000 otackach po dobu 10 minut.
Poté byly odstiedéné buitky promyty vodou a znovu centrifugovany. Nakonec byla bunécna
biomasa suspendovana ve fyziologickém roztoku a ulozena v mraznicce.

4.6. lIzolace a analyza karotenoidu

Protoze jsou karotenoidy soucasti lipidické frakce burky, je mozné k jejich izolaci pouzit
n¢kolikandsobnou extrakci v kombinaci se zmydelnénim vzorkd. Analyza byla provedena
pomoci vysoko-u¢inné kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou detekci. K tomuto
méteni byly pouzity izolované vzorky produkénich médii o objemu 50 ml.

4.6.1.1zolace karotenoidi zmydelnénim a naslednou extrakei

Vzorky z mrazni¢ky byly rozmrazeny a poté centrifugovany pii 5000 otackach po dobu
10 minut. Usazené bunky byly v tfeci misce dikladné dezintegrovany v 25 ml acetonu
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a po ptridani 25 ml alkoholického roztoku KOH byly ponechany na vodni 1azni pii 90 °C po
dobu 30 minut ke zmydelnéni.

Odparek po zmydelnéni byl tiikrat extrahovany diethyletherem a spojené etherové frakce
byly odpatreny na vakuové odparce.

4.6.2. Priprava vzorku pro HPLC

VysusSeny extrakt byl rozpustén v ethanolu pro HPLC, prefiltrovan ptes jednorazovy filtr
do mikrocentrifugacni zkumavky a pfed samotnou analyzou centrifugovan na
mikrocentrifuze.

4.6.3. Analyza karotenoidii metodou HPLC/UV-VIS

K chromatografické analyze karotenoidi byla pouzita sestava HPLC/UV-VIS od firmy
ECOM spol. s r.0. Ke zpracovani dat a chromatogramii byl pouZit program Clarity .

Analyza karotenoidi metodou HPLC/UV-VIS probihala za izokratickych podminek pii
pritoku mobilni faze 1,1 ml/min, teploté 45 °C, na nerezové kolon€ s piedkolonou (RP-C18,
detail viz kapitola 4.2.2, str. 27), za fotometrické detekce pii vinové délce 450 nm
odpovidajici maximu absorbance karotenoidi. Vzorek byl na kolonu dévkovan ptes
davkovaci ventil se smyckou. Objem nanaSen¢ho vzorku byl 10-20 ul podle typu vzorku.
Jako mobilni faze byl pouzit methanol pro HPLC.

4.6.4. Identifikace a kvantifikace karotenoidu

Identifikace jednotlivych karotenoidli byla provedena na zdklad¢ jejich retencnich casii
v porovnani s retencnimi Casy standardii karotenoidld. Stanoveni mnozstvi vybranych
karotenoidii bylo provedeno pomoci externi kalibrace metodou kalibracni kiivky. Ke
kvantitativnimu vyhodnoceni byla pouzita zavislost plochy pikd na koncentraci jednotlivych
vzorki.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Morfologické zmény kvasinek v zavislosti na typu produkénich médii

U kazdé série kultivace byly pozorovany jednotlivé morfologické znaky kvasinkového
kmene Rhodotorula glutinis (RG) kultivovaného na riiznych odpadnich substratech ptidanych
do zivnych médii.

5.1.1. Morfologické zmény kvasinek 1. série kultivace (bramborovy odpad)

[P LILLIR |

et INOKULUM I
E — = bramb. ex.
p—

glukoza + br . slupky
= MO hez br. ex.

bramb. ex.
= MO bez bram.ex,
—

-y

g

S

glukoza + bramb. ex.
z MOl = bramb. ex.

-\l-_-rfl -
Obrazek 9: Morfologie RG - produkcni média 1. série (bramborovy odpad)

Dle mikroskopického pozorovani lze vidét, ze buiikky kmene Rhotorula glutinis v 1. sérii
kultivace (viz obrazek 8-9) mély z pocatku svého riistu spiSe ovalny tvar, hlavné v ptipadé
pucicich bungk, a poté se postupné zakulacovaly. Miizeme pozorovat plynuly rist bun¢k bez
vétSich odliSnosti a zmén v tvaru. Jen v nékterych médiich s pfidanym bramborovym
extraktem lze vidét nepravidelny tvar bun€k smirné naruSenou bunéénou sténou
a neohrani¢enymi obsahy buné¢k (viz snimky glukosa + bramb. ex. a br. ex. s INO II s br. ex.).
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Podle kulatého tvaru bun¢k i podle akumulace pigmentti v povrchovych vrstvach lze usoudit,
ze bramborovy extrakt mohl indukovat mirny osmoticky stres.

kontrola s INO Il b glukosa + br. ex. br. ex.s INO Il
bez br. ex. s INO Il bez br. ex. bez br. ex.

glukosa + br. slupky br. slupky s INO Il
s INO Il bez br. ex. bez br. ex.

kontrola s INO Il glukosa + br. ex, br.ex.sINOII
s br. ex. sINO Il s br. ex. s br. ex.

8 glukosa + br. slupk br. slupky
s INO Il s br. ex. sINOIl's br. ex.

Obrazek 10: Zbarveni produkénich médii 1. série (bramborovy odpad)

Na predchozich snimcich (viz obrazek 10) lze vidét prevladajici oranzové az nartzovélé
zbarveni produkénich médiich. Kontrola s INO II s pfidanym bramborovym extraktem ma
vyraznéjsi rizové zbarveni oproti ostatnim médiim.

5.1.2. Morfologické zmény kvasinek 2. série kultivace (jable¢ny odpad)

INOKULUM |

INCKULUM 11|
= wlakninou J"

e .
Obrazek 11: Morfologie RG - INO I a INO 11 2. série (jablecny odpad)
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jabledng slupky s
[N 11 ke wlaknin

kantrala s INO I " pom hléknilr'lig' (M I
hez vlaknin Qlukosa +vlaknina ez vlakniny e
! 5 INO 1| bez vidkniny — jablecna drt
— g MO bez
ylakniry

Obrazek 12: Morfologie RG - produkcéni média 2. série (jableCny odpad)
Bunky 2. série (viz obrazek 11-12) jsou vice ovalné nez v 1. sérii. Morfologii se
v jednotlivych médiich ptili§ nelisi. Zajimavy ukaz Ize pozorovat na snimcich obou kontrol,

kde 1ze uvnitt buné¢k zahlédnout bunééné organely, nejspiSe vakuoly. V nékterych médiich
s pfidanou jablecnou vladkninou je mozné pozorovat burnky s neohrani¢enymi obsahy bun¢k.

kontrola s INO I} glukosa + vlaknina
;L H eZ ViakKnin
bez vlakniny s INO Il bez vidkniny

jableéna drt’ s INO Il jabl. slupky s INO I
bez vlakniny bez vlakniny

kontrola s INO Il pusc vlaknina s INO Il
s viakninou glukosa + vlaknina s vlakninou
s INO Il s vlakninou
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jableéna drt’ s INO Il jableéné slupky
s vlakninou s INO Il s vlakninou

Obrazek 13: Zbarveni produkénich médii 2. série ( jable¢ny odpad)
Pozn.: 1. Cast obrdzku 13 je na str. 34

Tmavsi az hnéd¢é zbarveni nékterych médii na obrdzku 13 je nejspiSe zplsobeno pouze
hnédym zbarvenim vlakniny. Cim vét§i mnozstvi vldkniny médium obsahuje, tim je tmavsi.
Tmavym zbarvenim je tedy zakryto skutecné zbarveni média. Obé média s jablecnou drti
i jablecnymi slupkami s INO II bez vlakniny maji rizovéjsi odstin nez kontrola.

5.1.3. Morfologické zmény kvasinek 3. série kultivace (smés odpadii)

Obé¢ inokula 3. série méla standardni slozeni s kvasni€énym autolyzatem (viz tabulka 1).
Proto jsou na obrazku 14 vyobrazena jen média produk¢ni.

ajedne téstoviny

pEeniénd
polohruba mouka

celozrmna
Senicéna kase

jablecna vldknina

Obrazek 14: Morfologie RG - produkéni média 3. série (smés odpadi)

Bunky 3. série (viz obrazek 14) jsou ovalné i kulaté, coz poukazuje na skuteCnost, ze
bunky kmene Rhodotorula glutinis mohou zaujimat riizny tvar, od vejcitého az po kulaty.
Jisty vliv mlize mit i pfisluSny odpadni substrat, jez mlize vyvolavat mirny osmoticky stres,
coz zpusobuje zmény tvaru bunék. Morfologie se nijak vyrazné nelisi. Bunky této série maji
svétlejsi okraje oproti predchozim sériim.

Tmavsi az hnédé zbarveni vétSiny médii 3. série na obrazku 15 je zpusobeno piedevsim
vlastni barvou odpadniho substratu. Proto byly k témto médiim ptipraveny piislusné slepé
vzorky (viz kapitola 4.4.4 Produkéni média, str. 29). Médium s vajeCnymi téstovinami ma
svétlejsi odstin rizové barvy nez kontrola.
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poloﬁ'lsrf:;)l;rrl'r?ouka vajecné téstoviny jableéna viaknina

celozrnna m pSeniéné otruby
psenicna kase - termizované

Obrazek 15: Zbarveni produkénich médii 3. série (smés odpadii)

5.1.4. Morfologické zmény kvasinek 4. série kultivace (smés odpadi s enzymy z plisné)

Obé inokula 4. série méla opét standardni slozeni s kvasniénym autolyzatem (viz tabulka 1,
str. 27), proto jsou na obrazku 16 vyobrazena jen média produkéni. Do poloviny produkénich
médii kromé kontroly byly pfidany hydrolytické enzymy z plisn€ rodu Fusarium (viz kapitola
4.4.4 Produkéni média, str. 29-30). Zbytek médii slouzil jako kontrola k médiim s pridanymi
enzymy.

kontrola _ pdenicne

g
- otruby -

§ i ermiZovane

M '. ﬂ\

= | "1.‘

vajecné téstoviny

S BNZYIMY pEenicna

otruby - termiz.

— -

Obrazek 16: Morfologie RG - produkéni média 4. série (smés odpadit s enzymy 7 plisné)
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Buiiky v médiich bez pfidanych enzymti maji ovalny i kulaty tvar, zatimco bunky médii
s enzymy jsou spiSe kulovitého tvaru (viz obrazek 16). Je mozné, ze v médiich s enzymy
mohly zistat zbytky plisné, jelikoz izolace Cistych enzymu je velmi obtizna. Také zde mohlo
dojit k mirnému osmotickému stresu vlivem ptfidavnych slozek pfitomnych v lyofilizovaném
preparatu plisnovych enzymii. Tato skute¢nost mohla zpiisobit rozliSny tvar bunék a napft.
u média s vajeCnymi téstovinami s enzymy i nepravidelny tvar bun¢k a neohranicené obsahy
bunék.

Obrazek 17: Rozdilné zbarveni produkcnich médii 4. série

vlevo - média bez enzymii, vpravo - média s enzymy

Na obrazku 17 mizeme vidét zbarveni médii celé 4. série. Cast médii 4. série, konkrétné
média bez enzymd, je shodna kromé pSeni¢né polohrubé mouky s médiemi 3. série, ktera jsou
vyobrazena na obrazku 15. Na nasledujicich snimcich (viz obrazek 18) jsou pak zblizka
vyobrazena média s pfidanymi hydrolytickymi enzymy a srovndna zbarveni kultur
s kontrolou.

| | I --
4

Obrazek 18: Zbarveni médii 4. série (smés odpadii s enzymy 7 plisné)
shora zleva: kontrola, vajecné téstoviny + enzymy, mldto + enzymy, pSen. oztruby - termizované
+ enzymy, vidknina + enzymy, celozrnnd pSeni¢nd kaSe + enzymy
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Média s pfidanymi enzymy (viz obrazek 17-18) vykazuji oproti piislusSnym kontrolam
zvlastni fialovocerveny nadech. Zvlasté média s téstovinami a celozrnnou pSenicnou kasi maji
vyrazné fialovocervené zbarveni, coz je patrné hlavné z obrazku €. 17 vpravo.

5.2. Produkce karotenoidi na riznych typech médii

V této praci byly nejvice sledovany zmény produkce f-karotenu v zavislosti na produkci
biomasy, jelikoz méa z karotenoidii nejvétsi prakticky vyznam. Z dalSich karotenoidd byl
u prvnich dvou sérii analyzovan také lykopen a torulen. U 3. a 4. série byl analyzovéan pouze
[karoten, jelikoz na chromatogramech této série nebyl pik lykopenu a torulenu patrny (viz
piiloha 5, str. 53). K analyze vSech karotenoidt byla pouzita metoda HPLC.

V nasledujicich tabulkdch a prislusnych grafech jsou uvedeny vysledky produkci
karotenoida a biomasy na riiznych odpadnich substratech vsech Ctyt sérii.

Tabulka 9: Piehled naristu biomasy a obsahu karotenoidt v 1. sérii kultivace

BRAMBOROVY ODPAD

susSina obsah karotenoidi

suSina lykopen torulen [Fkaroten
oznaceni (g/1 kultury) | (ug /g suSiny) | (ug /g susiny) | (ug/g susiny)
kontrola s INO II bez br.ex. 15,118 3,192 40,021 119,471
glukosatbr.ex.s INO II bez br.ex. 14,244 5,010 26,791 112,559
br.ex.s INO II bez br.ex. 15,220 2,186 7,035 107,829
glukosa+tbr.slupky s INO II bez br.ex. 12,652 10,909 39,364 154,620
br.slupky s INO II bez br.ex. 4,897 1,667 8,313 44,896
kontrola s INO II s br.ex. 15,837 6,872 12,833 467,946
glukosatbr.ex.s INO II s br.ex. 13,269 7,688 32,719 244,093
br.ex.s INO II s br.ex. 12,087 11,231 19,010 130,694
glukosa+br.slupky s INO II s br.ex. 5,564 5,087 5,883 337,566
br.slupky s INO II s br.ex. 4,537 1,245 5,247 42,861

V grafu €. 1 jsou zajimavé vysledky kultivace z n€kterych médii obsahujicich INO II
s bramborovym extraktem, kde mizeme vidét nékolikandsobné zvyseni produkce f-karotenu
oproti kontrole s INO II bez bramborového extraktu. Nejvyssi produkce f-karotenu v druhé
poloving 1. série je u kontroly s bramborovym extraktem (cca 468 ug/g susSiny), kde je
zdrovenn 1 nejvyS$i nartist biomasy (15,8 g/l), dale v médiich skombinaci glukosy
a bramborovych slupek, kde je ale pomérné¢ maly nartst biomasy a v médiich s kombinaci
glukosy a bramborového extraktu. Kdezto nejméné f-karotenu bylo produkovano v obou
médiich s bramborovymi slupkami.

Vyssi produkce f-karotenu v médiich s obsahem INO II s bramborovym extraktem je
nejspise zpisobena lepsi adaptaci kvasinkovych bun¢k na bramborovy extrakt. To dokazuje
imédium s pfidanym bramborovym extraktem s adaptaci na INO II s bramborovym
extraktem v porovnani s médiem se stejnym slozenim, avSak bez INO II s pfidanym
bramborovym extraktem, kde je niz$i produkce jak f-karotenu, tak i lykopenu a torulenu.

Avsak narist biomasy v médiich s INO II bez bramborového extraktu je, kromé kontroly,
vy$§i oproti své druhé poloving. Celkové nizky nariist biomasy oproti kontrole s INO II bez
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extraktu je vobou médiich sbramborovymi slupkami a v médiu s kombinaci glukosy
a bramborovych slupek s INO II s extraktem, kde je vSak velky nariist f-karotenu.

Ptidany bramborovy extrakt do INO II tedy vice podporuje produkci f~karotenu nez riist
biomasy. Nejvyssi narGst biomasy je v médiich s ptfidanou glukosou a doplnénym

bramborovym extraktem.
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Graf 1: Nardst biomasy a produkce karotenoidl v 1. sérii (bramborovy odpad)
Tabulka 10: Pfehled nartistu biomasy a obsahu karotenoidl v 2. sérii kultivace
JABLECNY ODPAD
susina obsah karotenoidu
susina lykopen torulen Fkaroten
oznadeni (g/l kultury) | (ug /g susiny) | (ug/g susiny) | (ug /g susiny)
kontrola s INO II bez vlakniny 8,697 2,005 12,475 167,311
vldknina s INO II bez vl. 4,897 1,807 5,420 11,496
glukosatvlaknina s INO II bez vl. 7,824 0,842 1,584 1,650
jable¢na drt’ s INO II bez vl. 1,250 5,070 18,578 31,239
jable¢né slupky s INO II bez vl. 1,250 7,226 34,588 39,377
kontrola s INO II s vl. 4,229 4,849 13,925 672,598
vlaknina s INO IT s vl. 4,126 0,475 4,633 8,935
glukosa+vlaknina s INO IT s vI. 7,824 5,291 9,060 564,050
jable¢na drt’ s INO II s vl 1,301 24,962 56,130 648,611
jableéné slupky s INO IT s vl. 1,147 5,959 23,638 1149,696
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Graf 2: Nardst biomasy a produkce karotenoidl v 2. sérii (jablecny odpad)

V grafu €. 2 je opét patrna nadprodukce S-karotenu v 2. poloving série v médiich s INO II
s jable¢nou vlakninou, kromé média se samotnou vlakninou. Ale v tomto médiu se stejnym
sloZzenim je malé produkce f-karotenu i v l.poloving€ série. Nejvyssi produktivita f-karotenu
je v médiu s jable¢nymi slupkami s INO II s vlakninou (1149,7 pg/g susiny), ale zde je tieba
upozornit na maly nartst biomasy (jen 1,15 g/l). Tento pifipad nastdva i u pouziti jable¢né
drté¢, kde je pomérné velky obsah karotenoidl, ale maly narist biomasy. Velky narast
biomasy i celkem vysokéd produkce f-karotenu je v médiu s kombinaci glukosy a vlakniny
doplnéném kultivaci v INO II s vldkninou. Oproti svému protéjsSku bez INO II s vldkninou,
kde je stejny narGist biomasy, ale zanedbatelna produkce f-karotenu, je to docela dobry
vysledek. Dale je potvrzena vyssi produkce karotenoiddi u kontroly s INO II s vlakninou
oproti standardni kontrole. Stejny ptipad byl i v sérii s bramborovym odpadem, kde ptidany
bramborovy extrakt do INO II v kontrole ovlivnil velmi pozitivné jak rist biomasy, tak zvysil
nékolikandsobné produkci f-karotenu.

Vysoky nartist biomasy je v médiich s pfidanou glukosou a jable¢nou vlakninou a nejvétsi
je opét u kontroly, ale tentokrat se standardnim INO II. V kontrole s INO II s pfidanou
vlakninou je nartst biomasy 2krat mensi, ale zato produkce f~karotenu asi 4krat vyssi.

Z této Casti prace vyplyva, ze pridana vldknina do INO II opét spiSe podporuje produkci
karotenoidii nez nariist biomasy. Tato vySs$i produktivita je nejspiSe zpiisobena adaptaci
kvasinkovych bunék na vlakninu. Ale média se samotnou vldkninou s INO II s pfidanou
vlakninou nepodporuji ani vysSi narGst biomasy ani vétsi produktivitu karotenoidd. Je to
nejspiSe zplisobeno pfili§ vysokou koncentraci vlakniny v médiu nebo omezenou schopnosti
kultury vyuzivat vlakninu jako zdroj zivin a energie.
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Graf 4: Narast biomasy a produkce f~karotenu v 4. sérii (smes odpadt s pfidanymi enzymy z plisn¢)

41



Tabulka 11: Prehled nartistu biomasy a obsahu f-karotenu v 3. sérii kultivace

SMES ODPADU

suSina [Fkaroten
oznaceni (g/1 kultury) (ug/g susiny)
kontrola 19,843 2242,432
mouka 11,522 281,734
vajec. té€stoviny 5,256 685,814
jable¢na vldknina 6,232 112,714
celozrnnd psenicna kase 1,250 1232,512
mlato 7,157 169,623
pSeniéné otruby - termizované 5,513 433,238

Tabulka 12: Pfehled nartistu biomasy a obsahu f-karotenu v 4. sérii kultivace

SMES ODPADU S PRIDANYMI ENZYMY Z PLiSNE
suSina [Fkaroten

oznaceni (g/1 kultury) (ug/g susiny)
kontrola 17,3775 1162,31
vajecné testoviny 7,0539 251,62
mlato 8,1325 64,87
jable¢na vldknina 5,4617 35,17
psenicné otruby - termizované 6,9512 14,92
celozrnnd psenicna kase 4,8454 53,28
vajecné teéstoviny + enzymy 6,4376 3188,49
mlato + enzymy 10,2383 88,78
jable¢na vlédknina + enzymy 8,1839 679,31
p$eni¢éné otruby - termizované + enzymy 8,4920 99,94
celozrnna pseniéna kase + enzymy 4,8968 2799,16

Graf ¢. 4 a tabulka ¢. 12 srovnavaji v 1. poloviné vysledky kultivace na téméf stejném
substratu, kromé mouky a jablecné vlakniny, jako u 3. série (viz graf 3 a tabulka 11), ale
vjiném case. Z piredchozich grafii vyplyva jak jsou dulezité vsechny vnéj$i podminky
kultivace, jako napft. aerace pres vatové zatky, okolni teplota, mnozstvi svétla a dalsi aspekty,
které mohou ovliviiovat danou kultivaci jak pozitivné, tak negativné. Kdyz srovname 3. sérii a
1. polovinu 4. série, miizeme u vétSiny médii 3. série vidét vEétsi ndrlst biomasy a u vSech
médii této série 1 vétsi produkci f-karotenu nez u stejnych médii v 4. sérii. VSe zélezi na
srovnani s kontrolnimi médii dané série. U kontroly 4. série je totiz vyrazné niz$i jak nartst
biomasy, tak pfedevsim produkce f-karotenu. Proto neni mozné vzajemné srovnavat média
obou sérii bez srovnéni s kontrolou. Pfesto vSak kdyZz porovname v obou sériich poméry
produkce S-karotenu u kontroly vici ostatnim médiim dané série, vychazi v tomto piipade
vy$si produkce karotenu ve 3. sérii.

V grafu €. 4 mizeme vidét ucinek hydrolytickych enzymii pfidanych k danym médiim.

Vyrazna nadprodukce f-karotenu v ptipadé téchto médii oproti prisluSnym médiim o stejném
sloZeni i oproti kontrole je u vajenych téstovin (3 188,5 ng/g susiny) a celozrnné psSeni¢né
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kaSe (2 799 ug/g susiny). Tuto skuteCnost ziejmeé vysvétluje 1 syté¢ fialovocervené zbarveni
téchto dvou médii (viz obrazek 17). Ostatni média s pfidanymi enzymy vykazuji také
nadprodukci fkarotenu, ne vSak oproti kontrole se standardnim sloZzenim, ale pouze oproti
piislusnym médiim bez enzymu. Také narlist biomasy u médii s pfidanymi enzymy, kromé
vajecnych téstovin, kde je vSak jen nepatrny rozdil, je oproti pfisluSnym samotnym médiim
vy$$i. Nejvetsi nartist biomasy je vSak opét u kontroly.

Tato studie na zdklad¢ svych vysledkli potvrzuje rozklad polysacharidi piitomnych
v pfislusnych odpadnich substratech hydrolytickymi enzymy z plisn¢ rodu Fusarium. Tim je
zajisténa lepsi vyuzitelnost substrati kvasinkovymi buitkami doprovazend vyssi produkci
pigmentt.

Z uvedenych dil¢ich zavera vyplyva, ze nejlepsi médium pro néartst biomasy je s obsahem
glukosy, tudiz médium o standardnim slozeni kontrolnich médii bez piidanych odpadnich
substratii. Jediny piipad, kde mnozstvi biomasy (cca 16 g/l) presahovalo standardni kontrolu,
byla kontrola zaockovana INO II s pfidanym bramborovym extraktem. Je mozné, kdyby se
tento pokus uskutecnil ve 3. sérii kultivace, kde byl celkové pozorovan nejvétsi nartst
biomasy (témét 20g susiny/l kultury), tak by tato kontrola méla jesté vEétsi nartist biomasy nez
kontrola standardni 3. série. Médium s podobnou produkci biomasy (cca 15 g/l) jako
u kontroly bylo produkéni zivné médium s pridanym bramborovym extraktem misto glukosy.

Naopak nejvyssi produkce f-karotenu byly dosazeny u odpadnich substratt 4. série
s pfidanymi hydrolytickymi enzymy, kdy bylo dosazeno produkce napt. u média
s téstovinami az 3,2 mg/g susiny, coZ je pro souc¢asnou produkci biomasy (cca 6,5 g/l) velmi
dobry vysledek.

Ale 1 u ostatnich médii s pfidanymi odpadnimi substraty a hlavné s pfidanou hlavni
slozkou pftislusnych odpadnich substrati do INO II lze najit velmi dobré vysledky. Nejvyssi
produkce fkarotenu (0,6 mg/g) ale zaroven i1 nejvetSi nartist biomasy (15,8 g/l) byl
zaznamenan Vv 1. sérii u kontroly s INO II s bramborovym extraktem. Nejvyssi produkce
[-karotenu u jablecného odpadu byla detekovana u jable¢nych slupek s INO s vldkninou
(1,15 mg/g), ale zde byl velmi maly nartst biomasy (1,15 g/l). Kdezto celkem dobry rst
biomasy (8 g/l) i pfijatelnd produkce f-karotenu (0,6 mg/g) byla prokdziana u média
s kombinaci glukosy a vldkniny s INO II s vldkninou. Z toho tedy vyplyva, ze nejlepsi
produkce fkarotenu krom¢ média s dodanymi plistiovymi enzymy bylo dosazeno ve
standardnim produkénim médiu zaockovaném inokulem II s pfidanym bramborovym
extraktem.

Obecné vzato ptidany bramborovy extrakt nebo vlaknina do INO II i do samotnych
produkénich médii spise ve vétsing ptipadi podporuje velmi pozitivné produkei karotenoidt
nez narust biomasy. Vyssi produkce f-karotenu ve vétSiné médii s INO II s bramborovym
extraktem nebo vldkninou je nejspiSe zpisobena aktivaci adapta¢nich mechanisma
kvasinkovych bunék na ptislusSny odpadni substrat. Avsak v ptipadé samotné vldkniny nebyla
u INO II s vldkninou podpofena ani produkce karotenoidi, ani samotny nértst biomasy, coz
bylo nejspise zpiisobeno jeji ptilis velkou koncentraci v médiu nebo omezenou schopnosti
kultury vyuzivat vldkninu. V piipadé bramborového extraktu v INO II i v produkénim médiu
byla rovnéz podpotena produkce f-karotenu jen nepatrné.
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Vlaknina ziejme tedy neni vhodnym komplexnim substratem pro karotenogenni kvasinky,
jeji pridavek do inokulacniho nebo kultivaéniho média vSak miize pozitivné ovlivnit produkci
karotenoidnich pigmenti. To stejné plati i v ptipadé bramborového extraktu, kde je tento vliv
jesté vetsi a navic v ptipadé kontroly zaockované INO II s bramborovym extraktem mirné
stoupa 1 nartist biomasy.

Celkové lze shrnout, ze za pozitivni vysledek piedlozené studie lze povazovat zejména
skutecnost, ze kvasinka Rhodotorula glutinis je schopna vyuzivat alespoil n¢které odpadni
substraty k produkci biomasy obohacené karotenoidy. Nadéjné je rovnéz vyuziti plisiovych
enzymu k pfedzpracovani odpadnich substrati.
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ZAVER

Cilem prace koncipované jako srovnavaci studie na urovni metabolomu bylo
srovndni moznosti pouziti riznych typd substrati k produkci biomasy
a karotenoidnich barviv kvasinkovym kmenem Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26.
Jako slozky zivného média byly analyzovany odpadni substraty z potravinaistvi
a zemédé@lstvi, jako napt. bramborovy odpad, jablecny odpad, obilniny, otruby,
mlato apod. Tyto substraty byly riizn¢ kombinovany a nékteré z nich byly pfedem
hydrolyzovany smésnym enzymovym preparatem izolovanym z plisné Fusarium.

V experimentalni casti prace byly provedeny 4 série kultivaci liSici se slozenim
produkénich médii islozenim druhého inokula. Rlst biomasy byl analyzovan
turbidimetricky a analyza karotenoidnich pigmenti byla provedena metodou
HPLC/UV-VIS. V prvnich dvou sériich byl analyzovan lykopen, znéhoz se
v biosyntéze karotenoidll syntetizuji ostatni karotenoidy, torulen a pf-karoten.
V dalsich dvou sériich byl analyzovan pouze f-karoten.

Nejvyssi nartist biomasy byl zaznamenan u kontrolniho média 3. série kultivace
s vytézkem témér 20 g suSiny/l kultury. Nejlepsi médium pro nartst biomasy je
s obsahem glukosy. Vyssi produkce biomasy bylo dosazeno pouze ve standardnim
produkénim médiu zaoCkovaném inokulem II s pfidanym bramborovym extraktem.
Srovnatelny nartst biomasy s kontrolnim médiem byl zaznamenan v produkénim
médiu s pfidanym bramborovym extraktem namisto glukosy.

Nejvyssi produkce fkarotenu bylo dosazeno umédii s odpadnimi substraty
hydrolyzovanymi plisiovymi enzymy. Nejvyssi vytézek f-karotenu (az 3,2 mg/g
susiny), se soucasnou produkci biomasy 6,4 g/l byl dosazen v médiu s vajeénymi
téstovinami a enzymy. Podobné vysledky byly zaznamenany i v Zivném médiu
s celozrnnou pSenicnou kasSi ajableCnou vladkninou, v obou pfipadech rovnéz
s pfidanymi enzymy z plisné.

U médii s bramborovym a jablecnym odpadem byla zjiSténa nejvétsi produkce
[karotenu (cca 1,15 mg/g suSiny) dosazena opét s inokulem II s vlakninou, ale zde
byl velmi maly nartist biomasy (jen 1,15 g/l). Celkov€ vychazi v této sérii nejlépe
kultivace ve standardnim produkénim médiu (0,5 mg b-karotenu/g susSiny vzhledem
ke koncentraci biomasy 16 g/l) zaockovaném inokulem II s pfidanym bramborovym
extraktem.

V piedlozené praci bylo potvrzeno, Ze odpadni substraty mohou byt v pfimétené
koncentraci vyuzity jako ptfidavek do inokulac¢nich i produk¢énich médii ke kultivaci
karotenogenni kvasinky Rhodotorula glutinis a mozna 1 dalSich kvasinek
produkujici karotenoidni barviva. Vhodnou kombinaci l1ze dosahnout dostatecného
mnozstvi biomasy obohacené karotenoidy a dal§imi pfipadnymi pozitivnimi
slozkami pochazejicimi z pfidaného odpadniho substratu. Takto obohacena biomasa
by mohla byt vyuzitelnd napiiklad jako ptidavek do krmiv, ve farmacii ¢i
kosmetice.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Acetyl-CoA
HMG-CoA
IDP
DMADP
GGDP

uv

VIS

HPLC

RG

INO

acetyl-koenzym A
B-hydroxy-methylglutaryl-CoA
isopentenyldifosfat

dimethylallyldifosfat
geranylgeranyldifosfat

ultrafialova oblast

viditelna oblast

vysokoucinna kapalinova chromatografie
Rhodotorula glutinis

inokulum
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9. SEZNAM PRILOH

Priloha 1:

Priloha 2:

Priloha 3:

Priloha 4:

Priloha 5:

50

HPLC chromatogram - kultivace ve standardnim produkénim médiu
zaoCkovaném INO II s bramborovym extraktem

HPLC chromatogram karotenoidii izolovanych z R. glutinis - kultivace
v produkénim médiu obsahujicim glukosu a bramborové slupky, INO II bez
bramborového extraktu

HPLC chromatogram - kultivaéni médium s obsahem jable¢nych slupek
zaoCkované INO II s jablecnou vlakninou

HPLC chromatogram - produkéni médium obsahujici glukosu a jablecnou
vldkninu zao¢kované INO II s jable¢nou vlakninou

HPLC chromatogram - kontrola 4. série kultivace s ptidavkem hydrolytickych
enzymu z plisné Fusarium solani



10. PRILOHY

Priloha 1

[

— CAClarity\TERKAD\DSP\potato odpady 2.4.2008\6-kontrola se skr.ex,3 ml atOH

30

Yoltage

'lﬂ T ] ¥ T T
1] & 10 15 20 25 n
Time [rin. ]

HPLC chromatogram — kultivace ve standardnim produkcénim médiu zaockovaném INO I1
s bramborovym extraktem (viz kapitola 5.2, str. 38-39)

Priloha 2
[mig
— CiClarity\TERKADIDSP\potato odpady 2.4.2009'4- 1g Gl + 2g slupky, 3 ml etOH
M
5 )
L
a
1]
o
£ 0
=
-5
-10 T T T T T
1] 5 10 15 20 25 30

Time [rin. ]

HPLC chromatogram karotenoidii izolovanych z R.glutinis — kultivace v produkénim médiu
obsahujicim glukosu a bramborové slupky, INO II bez bramborového extraktu
(viz kapitola 5.2, str. 38-39)
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Priloha 3

[mig
— C:iClarity\TERKAD\DSP\jablecne odpady 18.4.0910-2g jabl.slupek, 2 m| etOH
L]
5
B0
=
=
-5
-10H
T T T T T
o 5 10 15 20 5
Time [min.]
HPLC chromatogram — kultivaéni médium s obsahem jablecnych slupek zaockované INO Il
s jablecnou vldkninou (viz kapitola 5.2, str. 39-40)
Ptiloha 4
[mig
— CiClarity\TERKADIDSPjablecne odpady 16.4.08\8-1g vlaknina+ig gl., 2 m| etOH

B0 3

20

=10 T T T
10 15 20 25

Time

[rrin. ]

HPLC chromatogram — produkcéni médium obsahujici glukosu a jableCnou vidkninu
zaockované INO II s jable¢nou vilakninou (viz kapitola 5.2, str. 39-40)
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Ptiloha 5
[rriv]
el — CAClarity\ TERKAD\DSPliodpady s enzymy z plisné\l-kontrola, 2 mlijetOH+
150+
7]
=
8 100+
£
50
iy |
1 T T T
5 10 15 20 25
[min.]

1]
Time

HPLC chromatogram - kontrola 4. série kultivace s piidavkem hydrolytickych enzymii 7 plisné
Fusarium solani (viz kapitola 5.2, str. 41-43)
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