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ABSTRAKT

Diplomovéa prace se zabyvala predev§im biologickym a nutricnim stresem v kultivacich
karotenogennich kvasinek a zelenych mikrofas. Byl sledovan nérust biomasy v zavislosti na
kultivaénim prostiedi, produkce metabolith (pfevazné karotenoidii a chlorofyl) a také
produkce lipidt a lipofilnich latek. VSechny typy téchto stresi se snazily vést ke zvyseni
produkce jak biomasy, tak i sledovanych metabolita.

Teoreticka ¢ast je zaméfena na popis jednotlivych mikroorganismi, popis produkovanych
metabolitl a jejich stru¢nou biosyntézou. Jsou piedstaveny a podrobnéji popsany jednotlivé
typy kultivaénich stresti. V této ¢asti jsou také uvedeny jednotlivé metody uréené pro
kvantitativni i kvalitativni analyzu sledovanych metabolitt.

Experimentalni ¢ast je zamétfena na studium produkce biomasy, karotenoidu, chlorofyld,
koenzymu Q, sterold a lipidickych latek. Biologicky stres byl indukovan kokultivaci fasy a
kvasinky v ramci jednoho média. V piipadé€ nutri¢niho stresu se jednalo o kultivace, kdy bylo
médium navySeno o urCité mnozstvi konkrétnich makroprvki, anebo byl do média piidan
odpadni olej. Studovanymi kvasinkami byly Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula
kratochvilovae a Sporobolomyces pararoseus. Zastupce mikrotfas tvofili Desmodesmus
acutus, Desmodesmus armatus, Scenedesmus obliquus, Desmodesmus velitaris,
Desmodesmus communis, Coccomyxa sp. Chlamydomonas reinhardtii a Chlorella
minutissima.
kratochvilovae. V pfipadé kultivaci na odpadnich olejich, byly nejlepsimi producenty
biomasy a metabolitd kokultiva¢ni experimenty s kvasinkou R. toruloides. U mikrofasovych
experimentll bylo zjisténo, ze nutriéni stres v podobé ptidaného glycerolu do média mélo
inhibicni vliv na riist 1 metabolismus mikrofas.

KLICOVA SLOVA

Karotenogenni kvasinky, mikrofasy, stresové faktory, kokultivace, karotenoidy, chlorofyly,
lipidy, odpadni oleje, HPLC/PDA, GC/FID



ABSTRACT

Presented Master’s thesis was focused on biological and nutrient stress in cultivations of
green microalgae and carotenogenic yeasts. The focus of interest was production of biomass
in different types of cultivation media, production of metabolites (mainly carotenoids and
chlorophylls) and also production of lipids and lipophilic substances. All types of aplied
stress was used to lead to an increased production of biomass and metabolites.

The theoretical part deals with introduction of individual genera of carotenogenic yeast and
green microalgae. The types of cultivation stress were also described. In addition, the analytic
methods for qualitative and quantitative analysis are also introduced.

The experimental part was focused on the study of biomass, carotenoids, chlorophylls,
coenzym Q, sterols and lipids production. Biological stress was induced by cocultivation of
microalgae and yeasts together.Nutrient stress meant adding macroelements or waste oils to
the medium. Yeasts of interest were Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula kratochvilovae
and Sporobolomyces pararoseus. Microalgae was represented by Desmodesmus acutus,
Desmodesmus armatus, Scenedesmus obliquus, Desmodesmus velitaris, Desmodesmus
communis, Coccomyxa sp. Chlamydomonas reinhardtii and Chlorella minutissima.

Generally the most successful multicultivator experiment was cocultivation with yeast R.
kratochvilovae. In the case of cultivation on waste oils, the best producers of biomass and
metabolites were co-cultivation experiments with the yeast R. toruloides. In microalgal
experiments, it was found that nutritional stress in the form of glycerol added to the medium
had an inhibitory effect on the growth and metabolism of microalgae.

KEYWORDS
Carotenogenic yeasts, microalgae, stress factors, co-cultivation, carotenoids, chlorophylls,
lipids, waste oils, HPLC/PDA, GC/FID
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1 Uvod

V poslednich letech rapidné vzrista zajem o vyvoj biotechnologickych metod, ve kterych jsou
odpadni substraty zpracovdvané rozmanitymi mikroorganismy. Mnoho potravinaiskych
odpadlii jako je syrovatka, tuky, oleje, kdvova sedlina a dal$i jsou pomérn¢ slozité
zpracovatelné, a navic mnoho z nich obsahuje velké mnozstvi zivin, pro které je mozné najit
biotechnologické uplatnéni, a tak zajistit jejich lepsi a 0¢innéjsi zpracovani. V ramci této
diplomové prace se pracuje s kvasinkami a mikrofasami a moznosti jejich vyuziti pfi
zpracovani praveé téchto potravinaiskych odpadu.

Kvasinky jsou prvnimi biotechnologicky vyuzivanymi mikroorganismy. PouZivaji se uz po
mnoho let k produkci kvasnych produktl (napf. piva, vina a dalSich). Jejich dal$i vyuziti
spoc¢iva v produkci enzymii, polysacharidt a lipidickych latek. Karotenogenni kvasinky jsou
specifické svym enzymatickym aparatem schopnym syntetizovat karotenoidni latky. Patfi do
skupiny oleogennich mikroorganismti diky své schopnosti produkovat velké mnozstvi lipida.
Karotenogenni kvasinky jsou schopny ziskdvat ziviny z mnoha rtiznych druhti produkénich
médii, mezi které mohou patfit 1 jiZ zminéné odpady potravinaiského primyslu. Diky jejich
vysoké rychlosti ristu a schopnosti zpracovavat potravindiské odpady se stavaji velmi
dilezitymi a slibnymi biotechnologickymi mikroorganismy. Jsou schopné produkce velkého
mnozstvi biomasy s vysokym obsahem télu prospésnych latek za velice kratky cCas.

Mikrotfasy a sinice jsou autotrofnimi mikroorganismy schopné produkce stejnych
metabolitl jako kvasinky, navic ale produkuji i latky pro né specifické (napt. chlorofyly). Ve
vetsing pripadu jsou striktné aerobni a nejsou schopny ziskéavat uhlik z organickych zdrojt a
odpadnich substrat. Jejich velkou vyhodou je ale to, ze jako zdroj uhliku vyuzivaji oxid
uhlic¢ity a maji mensi pozadavky na mnozstvi soli v médiu, ¢imz se naklady na jejich kultivaci
snizuji. Mikrotasy také spadaji pod oleogenni mikroorganismy, kdy jejich produkce
lipidickych latek mtze piekrocit az 50% hmotnosti jejich biomasy. Nevyhodou ale je jejich
pomaly rist, nizka produkce biomasy a pomérné¢ velké naroky na produkéni podminky
(dostatecny piisun svétla a vzduchu, presné dané slozeni produk¢éniho média a vysoké naroky
na sterilitu prostiedi a média).

Mimo zpracovani zminénych potravinarskych odpadi maji tyto typy kultivaci velky
potencial v produkci metabolitl, které maji velké antioxida¢ni schopnosti, dale to mohou byt
esencialni mastné kyseliny a prekurzory velké skaly vitamint.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Rasy

Rasy jsou skupinou fototrofnich jednobunéénych nebo mnohobundénych eukaryotickych
organismii. Mnohobunécné tasy jsou vyvojoveé vyspélejsi a jsou diferencovany do struktur,
které plni rtizné funkce. Nachézeji se vSude na planeté a potiebuji ke svému rustu a
spravnému vyvoji vodu. U komplexné&jSich mnohobunéénych mikrotas jsou naroky na vodu
mnohem vysS§i a jeji pritomnost je striktné vyzadovana. Tyto mikroorganismy se mohou
nachazet jak ve slané, tak i ve sladké vode.

Obecné se da fici, Ze neexistuje piesna definice fas. Cela skupina sice sdili urcité prvky,
jako naptiklad zeleny pigment chlorofyl, ktery zastdva funkci priméarniho fotosyntetického
pigmentu. Obecna struktura a morfologie chloroplastii naznacuje, Ze vSechny mikrotfasy maji
spole¢ného predchiidce sinice. Nicméné v procesu vyvoje mikrofas se od sebe jednotlivé
druhy nezanedbatelné 1i$i. Kmeny mikrofas se rozdéluji do nékolika skupin:

(a) Rhodopyta (Cervené tasy)

(b) Dinophyta

(c) Cryptophyta

(d) Chromophyta (Hnédé tasy)

(e) Euglenophyta

() Chlorophyta (Zelené fasy)

Jednobunécni zéstupci fas se oznacuji jako mikrotasy. Je to méné vyvinuta forma fas. Jejich
piedchtidce vznikl endosymbidzou heterotrofni eukaryotické buniky se sinici. Mikrofasy se
nachazeji vSude na svété, dokonce i v arktickych podminkach. Evolu¢né se vyvinuly tak, aby
byly schopny ptezit v podstaté¢ ve vSech podminkéch, at’ uz na nejsusSich mistech planety
(Chroococcosidiopsis sp.) nebo ve velmi kyselém prostiedi (Coccomyxa sp.)

Zastupuji esencialni ¢ast potravinového fetézce a spolecné se sinicemi jsou zodpovédné za
piiblizné€ az 50% fotosynteticky produkovaného Oz na Zemi. [1] -[4]

1.1.1 Morfologie mikroras

Mikrotasy sdili zdkladni charakteristiky a strukturu eukaryotickych bunék. Hlavni rozdil je v
ptitomnosti chloroplastii. Chloroplasty jsou semi-autonomni organely schopné replikace,
transkripce a translace gent. Jsou tvofeny vnéjsi membranou, kterd obklopuje vnitini matrix
chloroplastu. Vnitini membranu tvoii diskovité utvary thylakoidy, které jsou sloupcovité
naskladany na sob¢ a tvoti granum.

Bunécna sténa mikrofas je slozena primarné z celuldzy, ktera je posklddana v né€kolika
vrstvach a tim tvofi tenkou ochrannou vrstvu. Jiné molekuly pfitomné v bunécné sténé jsou
ligniny, hemiceluldzy, alginat, fucin a fucoidin. Pfitomnost téchto latek zavisi na specifickém
druhu mikrofasy. Extrémofilni kmeny maji mnohem tlust$i buné¢nou sténu a jeji sloZeni je
ptimo zavislé na prostredi, ve kterém ziji. U mikrofas je velmi ¢asté tvofeni kolonii, které jsou
zapouzdiené do cenobii. Tyto struktury se skladaji z derivath polysacharidd, terpenti nebo
lipidi. Dalsi typickou strategii je vytvofeni sChranky podobné struktury jako u jiz vySe
zminénych cenobii u jednobunéénych mikrofas. Bunécna st€éna nemuze byt ptilis tlusta.
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Lze konstatovat, ze jeji tloustka je kompromisem mezi ochrannou funkci a schopnosti
piijmout a propoustét do bunky co nejveétsi mnozstvi svétla.  [1]-[4]

1.1.2 Svételna faze fotosyntézy a Calviniv cyklus

Fotosyntéza je biologicky proces, ve kterém je zachycena slunecni energie a sérii procesu je
pfeménéna z energie svétla na energii potfebnou k zivotu. Fotosynteticky aktivni vinové délky
se nachazeji v rozmezi od 400 do 700 nm.

V zelenych eukaryotickych bunkach probihd fotosyntéza v utvarech znamych jako
chloroplasty. Tyto organely obsahuji pigmenty chlorofyly a pomocna barviva a ve vétSiné
pripadl zahrnuji vSechny vyznamné faze fotosyntézy.

Uvnitt chloroplastli se vyskytuji vnitini membranové struktury thylakoidy. Cely vnitini
prostor chloroplasti vyplituje husty roztok stroma, ktera obsahuje velké mnozstvi rozpustnych
enzymi. V prokaryotickych fotosyntetickych buinikach probiha fotosyntéza na specialnich
membranach odvozenych od bunééné cytoplazmy. [5]

inner membrane outer membrane

intermembrane

granum

stroma

Obrdazek 1: Struktura chloroplastu [6]

Hlavni slozky oxygenni fotosyntézy jsou dva fotochemické reakéni centra, kterd spolu
pracuji v takzvaném necyklickém elektronovém transportnim fetézci. Tato centra se oznacuji
jako fotosystém I (PSI) a fotosystém II (PSII). PSII rozklada Hillovou reakci vodu a vyuziva
vzniklé elektrony. Jako odpadni produkt vznika kyslik. Elektrony vzniklé rozpadem vody jsou
pfenaSeny chinony a cytochrom b6f komplexem do PSI. V tomto fotosystému se akceptor
elektroni NADP+ redukuje na NADPH. Protony vzniklé Hillovou reakci z vody jsou
prenaseny elektrochemickym gradientem do lumenu thylakoidd a dale slouzi k produkci ATP.

[51[7]

11



ADP + Pi—ATP + HO

Carbon fixing A
reactions

\

NADPH NADP

Lumen

Q

',H,O
o (CP7)  (CP8Y) T il

PS L ) Cytbefow . PSIgm

-

Obrazek 2:Schéma svételné faze fotosyntézy|[3]

Jako Calviniiv cyklus se oznacuje metabolickd draha fotosyntézy, kterd zpracovava
produkty svételné faze fotosyntézy (ATP a NADPH) a dale je pouziva k fixaci oxidu
uhli¢itého za vzniku uhlikatého skeletu. V tomto metabolickém cyklu probiha 13 reakci

katalyzovanych 11 enzymy. KliCovym enzymem poté ribulosa bisfosfat karboxyldza
(Rubisco). [5]

Calvintv cyklus se sklada ze tii fazi:
1. Fixace oxidu uhli¢itého ribulosa-1,5-bisfosfatem za vzniku dvou molekul 3-
fosfoglyceratu
2. Redukce 3-fosfoglyceratu za vzniku hexdzovych cukri
3. Zpétna regenerace ribulosa-1,5-bisfosfatu a nasledna fixace dalSich molekul CO2

Proces karboxylace produkuje 3-fosfoglycerat. Nasleduje druha faze Calvinova cyklu-
reduk¢ni faze. Tato Cast vyuziva produkty vytvorené ve svételné fazi fotosyntézy (ATP a
NADPH) a energii Vv nich ulozenou k vytvoteni sacharidi. Jmenuje se redukéni faze z toho
divodu, ze se vyuziva redukce NADPH, ktery poskytuje elektron 3-fosfoglyceratu a tim je
mozné vytvorit jednoduchy cukr glyceraldehyd-3-fosfat. Posledni regenera¢ni faze Calvinova
cyklu slouzi jednak k tvorbé sacharidii (ptfevazné glukdzy) a také k regeneraci plvodni
molekuly ribulosa-1,5-fosfatu. Oba tyto procesy vyuzivaji jako prekurzor vznikly
glyceraldehyd-3-fosfat. Tato faze vyzaduje dodani energie v podobé ATP molekul a obsahuje
sérii mnoha reakci. Cely cyklus musi prob&hnout Sestkrat, aby byla vytvofena jedna molekula
glukdzy z ptivodniho COz. [8]

Kazdé probéhnuti Calvinova cyklu fixuje jednu molekulu CO2. Cyklus musi prob&éhnout
tiikrat, aby se vytvortil glyceraldehyd-3-fosfat. Po Sesti cyklech se mohou spojit dvé molekuly
glyceraldehyd-3-fosfatu za vzniku glukozy. Kazdy prubéh cyklu spotiebovava 3 ATP a 2
NADPH a regeneruje ribulosa-1,5-bisfosfat. Celkova spotiecba ATP a NADPH k vytvoieni
jedné molekuly glukozy Cini 18 ATP a 12 NADPH. [8]
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1.1.3 RozmnoZovani mikroias

Mikrotasy se nejcastéji rozmnozuji vegetativné nebo nepohlavné. Bud’' rozdélenim bunky,
oddélenim casti kolonie nebo produkci pohyblivych sport. Z matetské bunky vznikaji dveé
totozné dcefiné bunky. Toto d€leni miize byt pfimé nebo podélné. Nékteré mikrorasy se
rozmnozuji i pohlavné. Tim umozni vyménu genetické informace a udrzuje genetickou
rtuznorodost vV populaci. [9]

1.1.4 Vybrané druhy mikroias

1.1.41 Rod Desmodesmus

Rod Desmodesmus puvodné patfil do rodu Scenedesmus. Na pielomu 70. a 80. let dvacatého
stoleti byl tento rod rozdélen do tii podrodi: Scenedesmus, Desmodesmus a Acutodesmus. V
roce 1997 doslo ke slouceni podrodii Scenedesmus a Acutodesmus. Tim zlstaly pouze dva
taxonomické podrody: Scenedesmus a Desmodesmus.

Charakteristickym znakem pro rod Desmodesmus je tvorba linearnich cenobii, slozenych
nejcastéji ze 4 (ale mohou se skladat 1 ze 2,8 a vice bunck). Cenobidlni bunky jsou
vietenovitého tvaru s mirné zaoblenymi vrcholy. Desmodesmus je v soucasné dob¢ jediny
znamy organismus obsahujici chlorofyly, ktery je schopny zpusobit lidem infekci. [10][11]

brdzek 3: Desmodesmus communis [12 ‘

1.1.42 Rod Chlorella
Chlorella je jednou z nejznaméjSich mikrotas, kdy bylo identifikovano ptes sto druhd.
Vyskytuje se bud’ jednotlivé nebo ve shlucich ve sladké i slané vodé a pidé€. Buika je
kruhového tvaru a obsahuje poharkovité chloroplasty a Skrobovd zrna. RozmnoZuji se
nepohlavné za pomoci spor. Velikost se pohybuje v rozmezi 2pm-10 pm.

Velmi ¢asto se pouziva jako doplnék stravy. Zastupci tohoto rodu jsou Chlorella vulgaris,
Ch. sorokiniana a Ch. pyrenoidosa. [13]
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Obrazek 4: Chlorella vulgaris [14]

1.2 Kvasinky
Prestoze vétSina hub existuje ve forme vicebunéénych organismi, nékteré druhy si osvojily
jednobunéénou existenci. Takovym organismum se fika kvasinky. [15]

V ptirod€ je to pievladajici organismus schopny zpracovat uhlovodiky. Také zahrnuji
dulezité organismy vyuzivané v pramyslu (napf. Saccharomyces cerevisiae jako pekaiské
drozdi), nékteré patogeny, a také slouzi jako modelové mikroorganismy ve védeckém svété
pro pochopeni, jak pfesné funguji eukaryotické buniky. Bylo popsdno nékolik set druht
kvasinek, ale to porad piedstavuje jen malou ¢ast vSech kvasinek Zijicich na Zemi.

Jako heterotrofni organismy vyzaduji piijem energie zuhlikového zdroje (vétSinou
uhlovodiky). Vedle vegetativniho rozmnozovéani puceni a d¢leni jsou schopny také
pohlavniho rozmnoZovani. [15]

1.2.1 Cytologie kvasinek
Kvasinkova buiika se sklada ze silné bunécné stény, pod kterou se nachazi cytoplazmaticka
membrana slouzici k ochrané cytoplazmy.

V cytoplazmé se nachazi jadro oddélené od ni dvojitou membranou, stejné jako organely
typické pro eukaryotick¢ builkky jako endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat,
mitochondrie, plastidy, vakuoly a ribosomy. [16]-[20]

Hlavnim ukolem bunécné stény je ochranit bunku pfed vnéjs§imi vlivy a oddélit ji od
prostiedi. Soucasné ale musi zajistit dostatecny transport Zivin do burnky.

Taky umoznuje individualnim buiikdm spolu v rdmci kolonie komunikovat. Kvasinkova
bunécna sténa se sklada z chitinové vrstvy, na které se nachézi vrstva p-glukand.

B-glukany se skladaji z monosacharidovych jednotek, které jsou spojeny [B-1,3-
glykosidickymi vazbami a vétveni je umoznéno diky B-1,6- glykosidickym vazbam. Vrstva
proteint a fosfati, ktera tvoii finalni vrstvu obsahuje i kratké fetézce mandzy. [17]-[20]

Cytoplazmaticka membrana se sklada z fosfolipidové dvojvrstvy, kde jsou proteiny, steroly,
antioxidanty, signalni molekuly a dalsi jsou dale upeviiovany a rozpoustény. Cytoplazmaticka
membrana obklopuje bunééné protoplasty. Membrana je semipermeabilni a vytvari rozhrani
mezi bunikou a prostiedim. Je neomezené prostupna pro malé molekuly a plyny. VéEtsi
molekuly musi prochazet skrze transportni kanaly. [17]-[20]
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Cytoplazma je prihlednd hmota, ve které¢ jsou lokalizovany vSechny bunécné organely,
enzymy a zasobni latky. Nachdzi se zde endoplazmatické retikulum (ER), které je tvofeno
systtmem membran a je zodpovédné za syntézu a formovani proteinii v oblasti nazyvané
drsné ER. V ¢asti hladkého ER probihaji procesy pfemény a modifikace lipidd, polysacharidd,
syntéza karotenoidl a dal$i enzymatické reakce. Déle se v cytoplazmé nachazi mitochondrie,
které slouzi jako zasobarna energie pro buiiku. V mitochondriich jsou enzymy dychaciho
feté¢zce a oxidativni fosforylace. Mitochondrie patii mezi semi-autonomni organely (podobné
jako chloroplasty), coz znamena, Ze maji samostatnou schopnost replikace, transkripce a
translace nukleovych kyselin. [16]-[20]

V cytoplazmé se da nalézt i Gtvar zndmy jako vakuola. Tvoii se jako sféricky tutvar
obklopen jednovrstevnou membranou. Jeji funkci je skladovani vSech nezbytnych enzymi a
latek.

Golgiho aparat je mezimembranova formace ve formé vezikul. Jeho primarni funkci jsou
post transla¢ni upravy proteintl, jejich transport do cilového mista a syntéza polysacharidu.
[17]-[20]

Dalsi diilezitou organelou je jadro, které je od cytoplazmy odd€leno pérovitou jadernou
membranou. Je nositelem genetické informace burnky. Zajistuje nezbytny proces déleni
bunky. [16]-[20]

Cytoplazmaticka
membrana

Cytoplazma

Endoplazmatické
retikulum s ribozomy

Endoplazmatické {tzv. drsné)

retikulum bez ribozémua
(tzv. hladké) Vakuola

Obradzek 5: Cytologie kvasinkové buiiky [21]

1.2.2 RozmnoZovani kvasinek
U kvasinek se vyskytuji dva typy rozmnozovani, pohlavni a vegetativni. Vegetativni
rozmnozovani se dale déli na puceni a déleni. V pifipadé pohlavniho rozmnozovani se
vytvareji spory a ty mohou byt bud’ askospory nebo bazidiospory.

Na zaklad¢ téchto spor se kvasinky déli na Basidiomycota (stopkovytrusné) a Ascomycota
(vieckovytrusné). Karotenogenni kvasinky upfednostiiuji hlavné nepohlavni rozmnoZovani.

1.2.2.1 Nepohlavni rozmnoZovani
Drtiva vétSina kvasinek preferuje puceni jako typ vegetativniho rozmnozovani. V procesu
puceni se na povrchu matetfské bunky vytvoii maléd dcefinné burika.
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Na zacatku procesu se membrany ER spoji a pak rozdéli. Proces se opakuje do vytvoreni
dostatecného mnozstvi membrany. Tvar mitochondrie se zméni a protdhne do valcovitého
tvaru.

Tento krok je nasledovan procesem jaderného mitotického déleni a soucasné jeho migraci
(spolu s dalsimi organelami jako mitochondriemi, vakuolami atd) do nové se tvoriciho
pupenu. Potom, co vSechny potfebné organely do pupenu dorazi se kanal mezi dcefinou a
mateiskou buitkou uzavie. Na obou bunkach se vytvofi nova bunééna sténa a na mateiské
buiice vznikne charakteristicka jizva po puceni. Matefska a dcefinnd buiika jsou geneticky
totozné. [17]-[20]

1.2.2.2 Pohlavni rozmnoZovani

Pohlavni rozmnozovani u kvasinek znamena, Ze se spoji dvé buiiky s haploidnim charakterem
(obsahujicim jednu sadu chromozomil). Proces se jinak nazyva také kopulace nebo konjugace.
Po spojeni dvou jader dochazi ke vzniku diploidniho jadra. To je meidzou Stépeno na 4 nova
jadra. Kazdé nové vzniklé jadro je opét haloidni a obsahuje polarni télisko s mikrotubuly. [16]

1.3 Karotenogenni kvasinky

Néekteré druhy kvasinek produkuji karotenoidni pigmenty jako jsou PB-karoten, torulen a
torularhodin. Diky t€émto pigmentiim ziskavaji kvasinky své charakteristické zluté, oranzové
neb Cervené zbarveni a jsou nazyvany jako Cervené (karotenogenni) kvasinky. Tyto pigmenty
jsou produkovany obzvlasté ve stresovych situacich, a to pifevazné oxidacni a svételny stres.
Je to skupina neptibuznych mikroorganismti. Taxonomicky se fadi pievazné do tridy
Basidiomycotes, diky skute¢nosti, ze se vétSina z nich vyznacuje tvorbou bazidiospor. Jedna
se o kvasinky, které jsou vsSudypiitomné. Mohou se nachazet ve slané a sladké vod¢, na
rostlinach, také v potravinach a Casto byvaji asociovany se zvifaty. Dal§imi metabolickymi
produkty téchto kvasinek mohou byt ergosterol, nenasycené mastné kyseliny, koenzymy Q9 a
Q10. [22]-[26]

1.3.1 Vybrané druhy ¢ervenych kvasinek

1.3.1.1 Rod Rhodotorula

Rod Rhodotorula je striktné aerobni. Je schopny produkce glykogenu béhem exponencialni
faze rastu a lipidd a karotenoidii béhem staciondrni faze ristu. Maji elipsoidni tvar a
oranzové-Cervenou barvu. Jejich velikost je Spm a mohou se rozmnozovat jak pohlavnég, tak
nepohlavné. Vyskytuji se v pide¢, ve vzduchu a pfidavkem v mléce a mléénych produktech.
[27]

Rhodotorula produkuje ureazu a nema schopnost pfijimat inositol a zkvaSeny cukr. Nekteré
druhy jsou hlavnimi producenty karotenoidl s ptevladajici syntézou B-karotenu, torulenu a
torularhodinu. Jsou také skvélym zdrojem proteinli, lipidi a vitaminl. NejzndméjSim
zastupcem je Rhodotorula kratochvilovae, znaméa svou produkci lipidi ve formé
triacylglycerolii (TAG). Dalsimi druhy jsou R. mucilaginosa, R. psychrofila a R, glacialis.
[27][28]
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Neékteré druhy jsou schopné neobvyklého tvotfeni pseudomycelii, které by mohlo mit
souvislost s gastrointestinalni poruchou. [28]

Do tohoto rodu spadaji i kvasinky Rhodosporidium.

Jedinym rozdilem mezi nimi je to, ze kvasinky rodu Rhodotorula se roznozuji nepohlavné
pucenim nebo d€lenim, zatimco kvasinky rodu Rhodosporidium se rozmnozuji pohlavné.
Zastupci tohoto rodu jsou Rhodosporidium azoricum, Rhodosporidium diobovatum,
Rhodosporidium kratochvilovae, a Rhodosporidium toruloides.[29][30]

bbrdzek 6: Rhodtorula kra{tchvilovae »

1.3.1.2 Rod Sporobolomyces
Do rodu Sporobolomyces spada asi 20 druhid cervenych kvasinek. Patifi do celedi
Basidiomycotes a vytvareji vétsinou symetrické balistokonidie.

Jedna se o mikroorganismy vyskytujici se v atmosféte a fylosféte, kde je Castym zdrojem
vyzivy dusiku nitrat nebo redukované formy dusikatych sloucenin. Tyto kultury nemaji
kvasné schopnosti. Buiiky jsou tmavé Cervené, kulovité (elipsoidni az protdhlé) s velikosti 5-
18 pum. Rod Sporidiobolus je telomorfem (rozmnozuje se pohlavn¢) Sporobolomyces.
Zastupci tohoto rodu mohou byt Sporobolomyces roseus a Sporobolomyces salmonicolor.
[22]

Obrdzek T: Sporobolomyces pararoseus
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1.4 Produkované metabolity

1.4.1 lzoprenoidy
Izoprenoidy jsou jednou z nejstarSich a nejrozsahlejsich skupin latek na Zemi. Radi se zde
pres 30 000 zastupct s rozliSnymi strukturami a funkcemi. Mohou to byt rtstové faktory,
esencialni oleje, jedy, feromony a riizné polymery nachézejici se ve vsech organismech.
Dlouh¢ nenasycené izoprenoidni fetézce se nachdzeji ve struktuie ubichinonu, zndmého
také jako koenzym Q0. Do skupiny izoprenoidl se fadi také steroly. Je to skupina latek, které
jsou esencidlnimi slozkami biomembran. V neposledni fadé¢ se mezi izoprenoidy pokladaji
také karotenoidy.
[zoprenoidy jsou odvozené od péti uhlikaté struktury izoprenu. Obrovska diverzita struktur
a rozmanitost funkci a ryst jednotlivych zastupct jsou podminény poctem zkondenzovanych
izoprenoidnich jednotek, jejich konkrétni cyklizaci, oxidaci a dal$imi reakcemi. [35]-[39]

1.4.1.1 Ubichinon
Ubichinon, zndmy také jako koenzym Q, patii do skupiny molekul sdilejicich zakladni
strukturu chinonového jadra. Zbytek molekuly se skldda z polyprenylového fetézce vzniklého
kondenzaci izoprenovych jednotek. Pocet izoprenovych jednotek a délka fetézce jsou
vyjadieny Cislem ve jméné molekuly, napt. koenzym Qio. Tento koenzym je nejznaméjSim
zastupcem a je pritomen ve vétSiné eukaryotickych bunék, primarné v mitochondricih. [40]-
[42]

Jeho hlavni vyuziti je v dychacim fetézci, ve kterém sbira a transportuje elektrony vzniklé
re oxidaci FADH2 a NADH+H™ kofaktori.

Je také vyznamnym antioxidantem a chrani lipidické membrany pied oxida¢nim
poskozenim a peroxidaci. Nejvice je spojovan s kosmetickym a farmaceutickym pramyslem.

Pouziva se v kosmetice, ktera ma zamezit a zpomalit starnuti pleti. [40]-[43]
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Obrdzek 8: Struktura molekuly ubichinonu

1.4.1.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou velkou rtiznorodou skupinou ptirodnich pigmentl nachazejicich se na celé
planeté a zastavaji mnoho dilezitych funkci. Nachazeji se v niz8ich i vyssich organismech,
jako sinicich, bakteriich, kvasinkach, fasach a rostlindch. Chemicky se jednd o derivaty
terpenit skladajicich se z 8 izoprenovych (pétiuhlikatych) jednotek. Jsou charakteristické
svym zlutym, oranZzovym nebo ¢ervenym zbarvenim. [44]-[46]
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Obrazek 9: Struktura vybranych molekul karotenoidii

1.4.1.2.1 Funkce karotenoidi

Karotenoidy maji mnozstvi esencialnich biologickych funkci. Poskytuji ochranu
fotosyntetizujicim ale 1 ostatnim organismiim fotooxidativni ochranu proti ucinku
singletového kysliku a jeho radikalt tvofenych v pfitomnosti svétla. U zvifat a lidi jsou tyto
molekuly prekurzorem vitaminu A, retinolu a retinové kyseliny. Tim maji velmi jedine¢nou
ulohu ve vyzivé a v procesu bunécéné diferenciace. U lidi jsou to take latky schopné prevence
riznych nemoci, jako je rakovina, srdecni a cevni onemocnéni a dalsi.

U rostlin slouzi jako reguléatory ristu a vyvoje, pigmenty Ucastnici se fotosyntézy a slouzi
jako prekurzory pro kyselinu abscisovou (ABA) a strigolaktony. Jednou z jejich funkci jsou
také atraktanty. [47][48]

Mimo jiné jsou také vyuzivany prumyslové, a to jako nutri¢ni suplementy, potravinaiska
barviva, pfidavek do krmiva pro zvifata a pro farmaceutické ucely. Dusledkem toho jsou
karotenoidy velmi studovanymi latkami. [47][48]

1.4.1.2.2 Biosyntéza karotenoidi

Karotenoidy jsou produkty izoprenoidni drahy, kterd je soucésti priméarniho i sekundéarniho
metabolismu. Jejich syntéza je dvoukrokovy proces. Prvnim krokem je syntéza aktivni
izoprenové jednotky ve formé izopenentyl pyrofosfatu (IPP) nebo dimethylallyl pyrofosfatu
(DMAPP). Toto je soucasti sekundarniho metabolismu nezbytného pro vSechny organismy,
protoze vyjma karotenoidil slouzi aktivovana forma izoprenu k syntéze jinych esencialnich
molekul (sterolt, steroidnich hormonii nebo ubichinonu).
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Ve druhém kroku procesu je syntéza IPP je nasledovana sledem kondenzacnich reakci.
Tyto aktivni jednotky se na sebe pfipojuji tfemi riznymi zpusoby: ,,hlava-hlava®, , pata-pata®,
,pata-hlava®. [44][49] -[51]
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Obrazek 10: Biosyntéza karotenoidii. Cervené jsou znaceny enzymy katalyzujici reakce [52]

1.4.1.3 Lutein

Lutein je Zluty rostlinny pigment patfici mezi karotenoidy, konkrétn€ mezi xanthofyly.
Xanthofyly jsou oxidovanymi karotenoidy. Ve své Cisté formé je to Cerveno-oranzova
krystalicka latka nerozpustnad ve vod¢, ale rozpustnd v tucich a polarnich rozpoustédlech. Je
pfitomen v mnoha druzich ovoce a zeleniny, nachéazi se ale i ve vajecném zloutku a o¢nich
tkanich. V lidském téle nema lutein schopnost pfeménit se na vitamin A, ale je velmi u¢innym
antioxidantem. Nejvétsi vyznam pro €loveéka spociva v jeho schopnosti neutralizovat volné
radikaly vznikajici v disledku ptisobeni UV paprski na o¢ni sitnici a tim o€i chrani. Zastavuje
také degenerativni zmény na zluté skvrné, které ¢asto byvaji pfi¢inou slepoty. Lidské télo jej
neumi syntetizovat, a proto jeho piijem zcela zavisi na pfirodnich zdrojich jako jiz zminéném
ovoci a zelening, popt. potravinovych doplncich. [53]
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Obrazek 11: Struktura molekuly luteinu

1.4.1.4 Astaxanthin

Astaxanthin je ¢erveno-oranzovy pigment patfici do rodiny xanthofyl. Tato latka je také
vyznamna svymi antioxida¢nimi ucinky, o kterych se fika, Ze jsou dokonce lepsi nez ty od [-
karotenu. Diky témto vlastnostem je velmi vyznamnou latkou v ochrané proti
kardiovaskularnim onemocnénim, riznym druhim rakovin a nékterym nemocem
imunologického systému. Jeho pfirodnimi zdroji jsou fasy, kvasinky, korysi, nachazi se také v
pefti plamenaki a kiepelek. [54]
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Obrdazek 12: Struktura molekuly astaxanthinu

1.4.1.5 Chlorofyly

Chlorofyly jsou pigmentové molekuly nachazejici se v rostlindch, sinicich a tasach. Hraji
zasadni roli v procesu fotosyntézy. Zpusobuji zelenou barvu rostlin a nachazeji se v
membranach thylakoidi eukaryotickych bunék, kde jsou vazany k hydrofébnim proteiniim.
Organismy schopné fotosyntézy pomoci chlorofyli zachycuji slune¢ni svétlo a spolu s dalsimi
nezbytnymi molekulami jej méni na chemickou energii. Jejich zelend barva je zplsobena
absorpci modrého a Cerveného spektra slune¢niho svétla. Obecna struktura se sklada z
porfyrinového kruhu s navazanym chelatem Mg?" v jeho centru. Na vné&jsi uhlik
porfyrinového kruhu je navazan uhlovodikovy fetézec (fytol). V ptirode se vyskytuje nekolik
druhd chlorofyli. Lze je rozdélit do skupin A, B, C, D, E a F. Nejcastéjsi jsou chlorofyly A a
B, ostatni typy jsou pfitomné v minoritnim mnozstvi ve specifickych mikroorganismech, jako
jsou Cervené a hnédé tasy. Kazdd skupina fotoautotrofnich organismli mé sviij specificky
pomér chlorofyli. Ten je dan evolu¢né, typem prostiedi a podminkami v médiu. V ptipade
mikroorganisma se pomér chlorofylii méni i jako odezva na stresové podminky.[45][55] -[58]
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Obrazek 13: Struktura molekuly chlorofylu A

1.4.1.5.1 Biosyntéza chlorofyli
Syntéza chlorofylu probiha u eukaryotickych bun¢k v chloroplastech a u prokaryotickych
bun¢k v cytoplazmé. Biosyntetickd cesta zacind syntézou prekurzoru kyseliny 5-
aminolevulové (ALA). Proces tvorby prekurzoru za¢ina kondenzaci molekuly glutamatu s
tRNA za vzniku glutamyl-tRNA enzymem glutamyl-tRNA syntazou. V dalsim kroku je nové
vznikla molekula pfeménéna na glutamat-1-semialdehyd enzymem glutamyl-tRNA
reduktdzou. Nasledné¢ vznikne procesem transaminace S-aminolevulova kyselina (ALA).
Syntéza chlorofylu pokracuje kondenzaci dvou ALA prekurzorovych jednotek za vzniku
porfobilinogenu enzymem porfobilinogen syntazou. Nasleduje kondenzace Ctyf
porfobilinogenovych molekul s pyrolovymi kruhy a tim se vytvofi hydroxymethylbilan
(HMB). Enzym uroporfyrinogen syntdza hydrolyzuje HMB a tvoii strukturu cyklického
tytrapyrolu uroporfyrinogenu Ill. Tento enzym Kkatalyzuje dalsi pfemény molekuly vedouci ke
vzniku koproporfyrinogenu III a nasledné protoporfyrinu IX. Enzym Mg-chelatiza katalyzuje
piipojeni Mg?* za vzniku Mg-protoporfyrinu IX. Nasleduje sled cykliza¢nich reakci, kdy se
produktem stava divinyl protochlorofylid. Po tomto kroku nasleduje redukéni reakce za
tvorby chlorofylidu.

Poslednim krokem procesu je esterifikace vedlejSiho fetézce kyseliny propionové
fytyldifosfatem katalyzovana enzymem chlorofyl syntaza za wvzniku finalni molekuly
chlorofylu. [45][55] -[58]
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Obrazek 14: Biosyntéza chlorofylu A [59]

1.4.1.6 Ergosterol

Ergosterol je sloucenina se sterolovou strukturou. Vyskytuje se pouze v houbach, plisnich a
nékterych mikroorganismech. Je lokalizovan v bunéénych sténach, kde zajistuje spravnou
funkeci lipidické membrany. S jeho piitomnosti souvisi také permeabilita bunééné membrany a
aktivita membranovych enzymil. Lze ho najit i v cytosolu, kde hraje nezastupitelnou roli pii
procesech latkové vymény. Strukturné je velmi blizky cholesterolu, kdy jediny rozdil je
pfitomnost methylové skupiny vazané na uhlik C-24 a dv€ dvojné vazby mezi uhliky C7-C8 a
C22-C23.

Ergosterol je prekurzorem vitaminu D. Ozafenim ergosterolu se otevird kruh mezi atomy
uhliku C9 a C10. Timto krokem vznika ergokalciferol. Ten se pozdé&ji v jatrech a poté
Vv ledvinach méni na 10,25-dihydroxyergokalciferol, coz je aktivovana forma vitaminu D.
Vitamin D ma tfi hlavni funkce: pomah4 koordinovat metabolismus fosfatd, podporuje
mineralizaci kosti a ve stfevni sliznici indukuje biosyntézu bilkovin nezbytnych pro resorpci
véapenatych iontli Ca?*. Ve velkych ddvkéach je vitamin D toxicky a lze se jim piedavkovat.
[60]
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Obrazek 15: Struktura molekuly ergosterolu

1.4.2 Lipidy

Lipidy jsou velkou skupinou latek srozdilnou strukturou a funkci. Soucasné vykazuji
nepolarni charakter a rozpustnost v organickych rozpoustédlech, jako naptiklad v chloroformu
nebo hexanu. Z chemického hlediska se jedna o estery alkoholt a vyssi mastné kyseliny (tedy
latky skladajici se z kysliku, uhliku a vodiku). Jsou produktem primarniho bunécného
metabolismu. Lipidy se déli do tii zdkladnich skupin:

1. Jednoduché lipidy — dale se dé€lici na acylglyceroly (oleje a tuky) a vosky, coz
jsou estery vysSich alkoholi a vysSich mastnych kyselin.

2. Slozené lipidy — strukturné spadaji pod acylglyceroly, kde je jedna esterova
vazba esterifikovana jinou kyselinou, naptiklad fosforovou. Ve své struktufe obsahuji
také alkoholy, uhlovodiky a dalsi. Slozené lipidy vykazuji amfipaticky charakter. Do
této skupiny patii fosfolipidy, glykolipidy a sfingosin.

3. Posledni skupinou jsou derivaty lipidi a prekursory. Zahrnuji se zde steroly,
steroidy, hormony, karotenoidy, vitaminy rozpustné v tucich a dalsi. [44][49]

1.4.2.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny hraji kliCovou roli v buiikkach vSech Zivych organismu. Jsou to skupinou
monokarboxylovych kyselin ve formé esterii. Jedna se o stavebni jednotku lipidt. V zavislosti
na poctu dvojnych vazeb se d€li na nasycené a nenasycené mastné kyseliny. Nasycen¢ MK
obsahuji ve své struktufe pouze jednoduché vazby mezi atomy uhliku. U nenasycenych se
vyskytuje minimaln¢ jedna dvojna vazba (MK znamé jako MUFA), ale zpravidla vice
dvojnych vazeb (PUFA). Mastné kyseliny zastavaji v zivych organismech nékolik funkci.
Jejich dlouhy hydrofobni fetézec je schopen vytvofit membranové dvouvrstvé struktury.

Tyto struktury slouzi k subbunééné kompartmentaci. Déale mastné kyseliny slouzi jako
prekurzory biologicky aktivnich slou€enin, a tudiZ nesou signalizacni funkci (kyselina
arachonidova).

Dalsi funkci mastnych kyselin je zdsobarna energie. Energie ulozena v mnoha C-C vazbach
muze byt uvolnéna procesem B-oxidace a dale v Krebsové cyklu.

Mastné kyseliny mohou ale také pfedstavovat riziko pro buiiku. Ve vysSich koncentracich
se jejich amfipaticky fetézec chova jako detergent a rozruSuje strukturu membrén a proteint.
Z tohoto ditvodu se v bunikach nachézeji v lipidickych kapickach, nejcastéji vazany ve formé
triacylglycerolu. [44][49][61][62]

\/\/\/=\/\/\/\/LLUH

Obrazek 16: Kyselina palmitova
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1.4.2.2 Syntéza a odbouravani mastnych kyselin

Biosyntéza mastnych kyselin probiha v cytoplazmé bunék. Cely proces zacina karboxylaci
vychozi latky acetyl-CoA na malonyl-CoA za pomoci enzymu acetyl-CoA karboxylazy.
Tento krok je energeticky naro¢ny a dochazi pifi ném ke spotiebé ATP. Nasledné enzym
malonyl-CoA transacetylaza pireméni malonyl-CoA na malonyl-ACP. V dal$im kroku probiha
kondenzacni reakce mezi malonyl-ACP a acetyl-ACP. Acetyl-ACP byl vytvofen pomoci
enzymu acetyl-CoA transacetylazy z acetyl-CoA. Kondenzaci téchto dvou molekul vznika
acetoacetyl-ACP a uvolnuje se oxid uhli¢ity. Nasleduje redukce acetoacetyl-ACP za pomoci
enzymu B-ketoacyl-ACP reduktazy na -hydroxybutyryl-ACP. Tato nové vznikla molekula je
enzymem [-hydroxyacyl dehydrogenazou za vzniku krotonyl-ACP. Nasleduje redukce a
vznik butyryl-ACP za pfitomnosti enzymu enoylreduktazy. Timto zpisobem se pavodni
fetézec acetyl-COA prodluzuje o dva uhliky. Proces se opakuje, dokud se uhlikaty fetézec
nesklada ze 16 ulikd. V tu chvili ziskavame vysledny produkt kyselinu palmitovou. Vysledna
bilance Kk jeji syntéze je 8 molekul acetyl-CoA, 7 molekul ATP a 14 molekul NADPH.
[23][49]

Mastné kyseliny jsou velmi bohatym zdrojem energie. K jejimu uvolnéni slouZzi
odbouravaci draha zvana B-oxidace. Na rozdil od syntézy mastnych kyselin probiha f-oxidace
V matrixu mitochondrii. Mastné kyseliny se zde transportuji pfes mitochondridlni membranu
pomoci karnitinového transportniho systému. Proces B-oxidace spociva v aktivaci mastné
kyselinypomoci koenzymu A, ktery je navazan misto hydroxylové skupiny na karboxylovém
uhliku. Aktivaci katalyzuje enzym acyl-CoA syntdza a je umoznéna pouze za spotieby
energie z ATP. Béhem tohoto procesu se acyl oxiduje a postupné zkracuje o 2 uhliky
v podobé acetyli. Acyl-CoOA (Cn+2) je pomoci acyl-CoA dehydrogendzy a oxida¢niho
koenzymu FAD nejprve dehydrogenovan na enoyl-CoA. Ten je pomoci enoyl-CoA hydratazy
podroben hydrataci za vzniku L-3-hydroxyacyl-CoA. Tato nové vznikla molekula je
dehydrogenovana B-hydroxyacyl-CoA dehydrogendzou za vzniku B-oxoacyl-CoA. Od néj se
poté odstépuje acetyl-CoA za vzniku acyl-CoA (Cy). [44][63]

B—oxidace Syntéza 7
acyl-CoA(C_.,) acyl-ACP(C__,)
FAD NADP" j
FADH jy NADPH+H’
cn;)\'l—('o.-\ enoyl-ACP
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_ 4

D-3-hydroxyacyl-ACP
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NAD" NADP )
NADH+H’ NADPH+H"

B-oxoacyl-CoA p-oxoacyl-ACP

CoA CoA+CO,
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e—— el v v
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Obrazek 17: Schéma biosyntézy a B-oxidace mastnych kyselin [44]
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Obrdzek 18: Podrobné schéma biosyntézy mastnych kyselin [44]

palmitoyl-ACP

1.5 Vliv prostiedi na rist a rozmnoZovani mikroorganismu

1.5.1 Rust mikroorganismu

Zavislost rustu mikrobidlni kultury na Case popisuje tzv. ristova kiivka. Po inokulaci do
kultiva¢niho média prochazi kultura sérii ristovych fazi. Prvni faze po inokulaci se nazyva
lag faze. V této fazi se nejprve kultura ptizpiisobuje novym podminkam a nedochazi k jejimu
rozmnozovani. Dochazi k sérii enzymatickych reakci, které zpracovéavaji produkéni substrat a
buiiky rostou a ptipravuji se k déleni. Délka lag faze zavisi na fyziologickém stavu bunck a
mnozstvi a slozeni kultivaéniho média. Jako dalsi nésleduje faze zrychlené¢ho ristu, ve které
se buniky rychle a intenzivné mnozi. Poté se prechdzi do faze exponencialniho ristu, kdy maji
buniky nejkrat$i generacni dobu a zacinaji produkovat primarni metabolity. S dochazejicimi
zivinami v médiu se rychlost mnoZeni bunék snizuje. Této fazi se fika faze zpomaleného
rastu. S dochazejicimi zivinami v médiu prechazi ve stacionarni fazi. Rychlost rozmnozovani
bunék se v tomto okamziku rovna rychlosti odumirani bunck.
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Mikroorganismy zacinaji tvofit sekundarni metabolity. Posledni faze se nazyva fazi
odumirani a dochézi k ni pii vyCerpani veskerych zivin z média a kultura postupné odumira.
[24][64]
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Obrazek 19: Riistovad krivka

1.5.2 Biologické stresové faktory
Spole¢né souziti mikroorganismti je pro n¢ nelehka a velice stresujici zalezitost. Tento
musely s ostatnimi druhy bojovat o zivot. Evoluce vytstila ve dvé strategie k zivotu. Prvni
Z nich je byt predatorem a mikroorganismy specializujici se v téhle oblasti ziskaly zbrané
(antibiotika) a vyhody (rychlejsi schopnost rozmnozovani). Tyto piednosti jim dovolily ziskat
kompetitivni ndskok oproti ostatnim druhtim. Druhé strategie pteziti znamenala adaptaci na
jiny zdroj uhliku, dusiku a dalSich prvka. Tyto mikroorganismy se vyvijely procesem
kooperace a symbidzy, kdy dva a vice druhli vytvoii uspofadani a vSechny mikroorganismy
timto souzitim ziskdvaji vyhody, které by jinak nemcély. Typickym ptikladem je evoluce
eukaryotickych tas. Jak jiz bylo zminéno, fasy ptvodné¢ vznikly predaci, kdy byla sinice
pohlcena eukaryotni buiikou, coz vedlo k vyvoji mikrofasy. Dal$im ptikladem mize byt
symbidza organismu zijicich sice oddélené, ale vzajemné se podporujici (kolonie).

Ptitomnost vice mikroorganismt v prostiedi se tedy oznacCuje za biologicky stres, ktery
jednotlivé kultivované kmeny néjakym zplsobem ovliviiuje. Disledky stresu mohou byt
pozitivni (coz mize znamenat rychlejsi rist mikroorganismil nebo vétsi produkei metabolitit),
anebo negativni (predace, kontaminace kultury, thyn mikroorganismti). [65]-[69]

1.5.2.1 Kokultivace
Kokultivaci se rozumi cilend kultivace dvou nebo vice druhli mikroorganismi v ramci
jednoho produkéniho média. Cilem je zajistit, pokud moZno symbioticky rlist za ucelem
studia ptirozenych interakci mezi mikroorganismy, vétsi produkce mikrobidlni biomasy a
produkovanych metaboliti. Tento druh kultivace byl dlouho vyuZzivan ke studiu interakci
mezi jednotlivymi buiikami a jejich populacemi. [70][71]

Kokultiva¢ni podminky imituji pfirodni mikrobidlni prostfedi a v mnoha ptipadech se diky
tomuto typu kultivace povedla produkce metabolitl, které by mikroorganismy kultivované
oddélené neprodukovaly.
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Tyto produkované metabolity pak pro ostatni druhy slouzi jako chemické podméty a mohou
zptisobovat velké mnozstvi rozmanitych odezev, jako napiiklad zmény mycelidlni morfologie,
syntézu rozmanitych sekundarnich metabolitd a produkci extracelularnich enzymu. [70][71]

Existuje mnoho rozmanitych typu kokultivacnich systémi. Mohou se liSit v
rizném mnozstvi jednotlivych mikroorganismti (vyuzivaji se pomérové kultivace, kdy jedné
kultury je pomérové vice nez druhé), v podobnosti mikroorganismd, v riiznych produkénim
prostiedich, kultivaénim objemu a ¢ase kultivace.

Pouzité bunééné populace mohou byt velmi podobné jedna druhé (napft. stejny kmen lisici
Se pouze Vv genové expresi), nebo se mizou liSit az do t€ miry, ze se spolu kultivuji dva Gplné
rozlisné organismy. Rozdil mezi jednotlivymi populacemi muze byt také v jejich pfirozeném
vztahu, napf. predator a Kofist, parazit a hostitel atd. Panuje piesvédCeni, ze kokultivace
o velmi uspésné kokultivaci naprosto odlisSnych mikroorganismii. Obecné se da fici, ze
existuji tii typy kokultivaci tykajici se mikroorganismii. Prvnim z nich je kokultivace autotrof-
autotrof, druhym muze byt autotrof-heterotrom a poslednim pak je heterotrof-heterotrof. [71]

Tato diplomova prace se zabyva kokultivatnim systémem autotrof-heterotrof. Hlavni
myslenkou kultivace je spotieba organického zdroje uhliku a kysliku z média heterotrofnim
mikroorganismem za produkce CO2 do média. Ten je poté spoticbovan autotrofem, ktery dale
produkuje kyslik spotfebovavan opét heterotrofem. Vétsi mnozstvi CO2 a Oz v médiu by mélo
urychlit rast jednotlivych mikroorganismi a nemélo by dochéazet k soutézeni o zdroj
organického uhliku. Prakticky je ale velmi tézké docilit podminek, ve kterych by tento druh
kokultivace byl viibec mozny. Je tfeba zajistit produkéni médium vhodné pro vSechny
mikroorganismy, diilezité je spravné pH média a také ne vzdy spolu budou jednotlivé druhy
doopravdy symbioticky koexistovat. [65]-[69]

1.6 Nutri¢ni potieby mikroorganismii

1.6.1 Vyziva mikroras

Pro spravny rast mikrotas je dulezité, aby kultivaéni médium obsahovalo dostate¢né mnozstvi
vSech nezbytnych makronutrient, mikronutrientl a vitamind v takové formé, aby je bunky
mohly zpracovat.

Mezi nejvyznamnéjsi vyzivové makroprvky se fadi uhlik, dusik, sira a fosfor.

Uhlik je nejhojnéji se vyskytujici prvek mikrofasové biomasy, tvofici az 50% suché vahy
buniky. Jeho hlavnim zdrojem je anorganicky CO2, ktery je vazan v Calvinové cyklu
fotosyntézy enzymem zvanym Rubisco. Mixotrofni mikrofasy jsou schopné pfijimat uhlik
z organickych zdrojl, jako je acetat, glukéza a glycerol. Druhym nejzastoupenéj$im
makroprvkem v mikrofasové biomase je dusik. Slouzi jako esencidlni slozka klicovych
molekul. Mikrotfasy ho mohou ziskavat jak z anorganickych (amoniak, dusitany, dusi¢nany),
tak i organickych (urea, proteiny, aminokyseliny) zdroji. Vzdusny dusik N2 jsou schopny
fixovat pouze n€které kmeny sinic a bakterii. Mikrotasy vzdusny dusik fixovat nemohou. Sira
je nedilnou soucasti nékterych amino-kyselin, vitamini a lipidi.

28



Primarné je vstfebavana ze siranl. Fosfor je nezbytny pro DNA, RNA, spravnou funkci
fosfolipidovych membrén a také pro tvorbu ATP. Mikrotasy piijimaji fosfor hlavné ve form¢e
fosfath diky extra a intraceluldrnim enzymim pfichycenym k plazmatické membran¢.

DalSimi nezbytnymi prvky pro kultivaci mikrofas jsou vyzivové mikroprvky. Hraji
rozhodujici roli v enzymové a vitaminové aktivité. Zelezo ma nezastupitelnou roli pii
nezbytnych biochemickych procesech jako je syntéza chlorofylii, transport elektronti a
pii vstrebavani dusiku. Vapnik ve formé vapenatych iontl ovliviiuje déleni bunék a
morfogenezi. Hotcik ve formé hotrecnatych ionti slouzi jako aktivator mnoha enzymt a
je to ¢ast fotosyntetického aparatu. Dale jsou diilezité stopové prvky jako Mn, K, Co, Zn, B
a Mo. [2][4][5][44]-[49][72]

1.6.2 Vyziva kvasinek

Kvasinky ke svému riistu a vyvoji potiebuji esencidlni prvky uhlik, vodik, kyslik, dusik,
fosfor, draslik, hotf¢ik a siru, a to v makronutrientnim mnozstvi. V piipad¢é stopovych prvki
jim sta¢i mnozstvi mikronutrientni. Kvasinky jsou chemoorganotrofy vyuzivajici organické
slouceniny jako zdroje uhliku a energie.

V piipadé, ze kvasinkdm chybi néjaké esencidlni ziviny, tak se dostanou do stacionarni
faze, ve které se nerozmnozuji. Jedinym cilem vstoupeni do této faze je preziti obdobi
hladovéni. V nepfitomnosti uhliku nastdva sporulace. Nedostatek zivin je pomérné¢ bézny
stresovy faktor mikroorganismu. Z hlediska nedostatku Zivin jsou kvasinky nejvice zavislé na
uhliku a dusiku. V ptipad¢ nedostatku jinych prvki, jako je fosfor, sira a stopové kovy neni
moc bézné, Ze by mikroorganismy vstoupily do stacionarni faze. [73]

1.7 Odpadni substraty

Celosvétovy potravinaisky pramysl produkuje obrovskd kvanta pevnych i1 kapalnych
odpadnich produkti. Védci se zabyvaji novymi zpusoby, jak tyto odpadni produkty vyuzit,
aby se predeslo zbyte¢nému plytvani. V mnoha ptipadech je navic tento potravinarsky odpad
velice Spatné zpracovatelny. Mimo jiné tento odpad v sob¢ Casto obsahuje porad jeste velké
mnozstvi zivin a latek, které potenciondlné mohou byt vyuzity a tim zvysit efektivitu
zpracovavani téchto materiali. S vyvojem biotechnologii se stale vice védcu zabyva
mySslenkou zpracovani téchto odpadi pomoci mikroorganismu, za vzniku jejich uzite¢nych
metabolickych produktt. [74][75]

1.7.1 Oleje
Olejové odpady piedstavuji velmi nebezpecné riziko pro Zivotni prostiedi, hlavné z toho
diivodu, Ze jejich degradacni proces se povaZzuje za vysoce energeticky ndro¢ny. Jejich
pramyslové zpracovani je casto velice obtizné.

Lidé odpad vétSinou pouze vyleji do odpadni vylevky a olej se poté dostava do vody a
ucpava rozvody. Rostlinné oleje jsou nepolarni chemické slouceniny, pattici do skupiny
jednoduchych lipida. Jedné se o hydrofobni slouceniny.
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Skladaji se z mastnych kyselin a glycerolu, coz je trojsytny alkohol. Na glycerol jsou
esterovou vazbou navazany zpravidla rozdilné acyly, které se 1isi délkou fetézce a stupném
nenasycenosti. Na druhy uhlik glycerol se pievazné vaze fetézec nenasycené kyseliny. Kromé
jiz  zminénych hlavnich slozek obsahuji oleje mensi mnozstvi diacylglycerolt,
monoacylglyceroll, volnych mastnych kyselin a dalsi latky rozpustné v tucich. [67][77]

Védci v posledni dobé zkoumaji moznost zpracovani oleje za pomoci mikroorganimst,
prevazné oleogennich kvasinek. Cilem téchto experimentd je pfemeénit tyto odpadni substraty
na uzitecné produkty, v tomto ptipadé mastné kyseliny.

Rist mikroorganimi na rtiznych substratech s odpadnim olejem ukazal zvysSenou produkci
celkovych lipidh, kdy nejvysSi byla za pouziti rostlinného oleje pouzit¢ho ke smaZeni
zeleniny. Obsah vyprodukovanych mastnych kyselin se lisil v zavislosti na pouzité odpadnim
oleji. [77]

1.7.2 Syrovatka
Syrovatka je znama pro svou vysokou vyzivovou hodnotu a vSestranné vyuziti v
potravindiském pramyslu. Je bohatym zdrojem makro a mikronutrientl. Je to Zlutobild
heterogenni kapalné latka, ktera vznika jako vedlejsi produkt pii vyrobé syrii. Procentudlni
chemické slozeni se méni v zavislosti na sloZeni mléka, na jeho ptivodu (kravské, ov¢i, ...),
na zdravi zvifete, na teploté v procesu pasterizace, na fedéni syrovatky vodou a na stupni
fermentace laktozy. Obecné ale obsahuje dusikaté latky, laktéozu a kyselinu mlécnou. Je
bohatd na mineralni latky a vitaminy. RozliSuje se sladkd a kyseld syrovatka. Hlavnim
syrovatkovym proteinem je kasein. Obsahuje vysoky podil prolinu a hydrofébnich
aminokyselin. Nema pevné dan sekundéarni a tercidlni strukturu, protoZe neni stabilizovan
disulfidickymi vazbami. Vyskytuje se ve vice variantach, které se 1isi slozenim aminokyselin,
obsahem fosforu, chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi.

Déli se do cCtyt typu : a-, B-, v-, k- kasein Diky skutecnosti, Ze se vaze na vapnik a fosfor se
jeho uvolnénim uvolni také dulezité mnozstvi téchto minerala. [78]-[80]

1.8 Analytické metody

Analytickymi metodami oznacujeme takové metody, které slouzi ke stanoveni kvalitativnich a
metody, protoze metabolity (konkrétné pigmenty, ergsterol a ubichinon) lze separovat a
analyzovat za pomoci vysoce ufinné kapalinové chromatografie s gradientovou eluci.
Analyze mastnych Kyselin probiha po transesterifikaci na plynovém chromatografu. [81]

1.8.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografické metody jsou zaloZené na rozdilné distribuci ¢astic mezi dvéma vzijemné
nemisitelnymi fazemi. Tyto fdze se nazyvaji stacionarni a mobilni. Jedna se o kolonovou
separacni techniku. Kolona je naplnéna staciondrni (pevnou fazi), skrz kterou protéka mobilni
faze ve formé kapaliny nesouci vzorek. Mobilni faze protéka kolonou za vysokého tlaku.
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Jednotlivé slozky ve vzorku jsou staciondrni fazi zachytavany a zdrzuji se v koloné. Doba,
kterou slozky stravi v mobilni nebo staciondrni fazi zavisi na jejich afinité¢ k danym fazim.
Déle se v koloné zdrzi latky s v&tsi afinitou ke stacionarni fazi. U¢innost separace zavisi na
délce a naplni kolony a sloZzeni mobilni faze. Metoda, pii které se slozeni mobilni faze
Vv zavislosti na ¢ase méni se nazyva gradientova eluce. Tato eluce spociva ve zménach pomért
pouzitych rozpoustédel v pritbé¢hu separace latek. Metoda eluce, pii které se slozeni mobilni
faze neméni se nazyva izokraticka eluce. [82]-[85]

Pti vystupu z kolony pokracuje eluat na detektor. Ten je spojen s programem analyzy dat,
ktery prevadi signal z detektoru na graf chromatogram, a ten ukazuje zmény na detektoru
Vv pribéhu ¢asu. [82]-[85]

1.8.2 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie vyuziva pii separaci plynnou mobilni fazi. Tato technika se nejcastéji
pouziva pro separovani a identifikaci slozek plynnych, tékavych latek, a predevSim
organickych latek s bodem varu nizsim nez 400°C. Analyza zaina nastfikem vzorku na
kolonu, kdy jsou nasledné jednotlivé sloZky vzorku unasené inertim nosnym plynem (mobilni
fazi) a jsou separovany na zdklad¢ jejich afinity ke staciondrni fazi. Slozky postupné
vychézejici z kolony jsou zaznamenavany detektorem.

Casto pouzivanym detektorem je tzv. FID (plamenovy ioniza¢ni detektor). Principem je
spalovani analytu ve vodikovo-vzduchovém plameni hoficim mezi dvéma elektrodami.
Shotenim vznikaji iontové Castice, které zvySuji vodivost plamene a proud probihajici
detektorem je pfimo umérny koncentraci analytu v nosném plynu. [81]

1.8.3 Spektrofotometrie

Princip absorb¢ni spektrofotometrie spo¢ivd ve schopnosti atomti nebo molekul analyta
absorbovat svételné zafeni. Svételné zafeni prochazejici vzorkem excituje elektrony
molekulovych orbitali do vyssich energetickych hladin. Excitované castice ale vzapéti uvolni
ziskanou energii ve form¢ tepla nebo sekundarniho zafeni a vrati se na niz§i energetickou
uroven. Jako sekundarni zatfeni oznacujeme fosforescenci a fluorescenci. Sleduje se pokles
intensity monochromatického zatfeni vstupujictho a vystupujiciho ze vzorku. Tento jev
popisuje Bouger-Lambert-Beertiv zakon, coz je podstaté vztah mezi intenzitou dopadajiciho a
prochazejiciho zareni, koncentraci analytu a délkou absorbujici vrsty. Métenou veli¢inou je
absorbance vzorku. Bouger-Lambert-Beertiv zakon plati pouze pro ziedéné roztoky a

monochromatické zafeni. [81]
A=¢g-c-l (D

Rovnice 1: Bouger-Lambert-Beertiv zakon, kdy A je absorbance, £, je molarni absorb¢ni koeficient, 1 je délka

optické drahy a c je koncentrace analytu v roztoku
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2 Cil prace

- Pfehledna literarni reSerSe zamétena na vybrané kmeny mikrotas, karotenogennich kvasinek
a principy a vyhody kokultivace

- Otestovani produk¢nich vlastnosti vybranych kmenti karotenogennich kvasinek na fasovych
mineralnich médiich

- Kokultivace vybranych kmeni kvasinek se zastupci mikrotas

- Selekce vhodnych kokultivaénich partnert

- Optimalizace slozeni kokultivaéniho média a podminek kultivace

- Charakterizace ziskané biomasy pomoci chromatografickych technik

- Vyhodnoceni vysledki
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité chemikalie

3.1.1 Chemikalie pro kultivaci kvasinek, mikroras a sinic
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)
Pepton z kaseinu, Roth (SRN)
Agar-Agar, Roth (SRN)
Siran amonny Lach-ner, S.r.o. (CR)
Glycerol Lach-ner, S.r.o. (CR)
Mogovina Lach-ner, S.r.o. (CR)
Dusi¢nan sodny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Siran hofe&naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Dihydrogenfosforecnan draselny
Hydrogenfosfore¢nan draselny
Chlorid sodny p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)
Hydroxid draselny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Kyselina sirova 96% p.a., Penta (CR)
Siran zine¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Siran méd’naty pentahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina borita p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

3.1.2 Chemikalie pro extrakce, transesterifikaci a analyzu pro GC a HPLC
Methanol pro HPLC, Penta (CR)
Kyselina heptadekanova pro GC, Sigma-Aldrich (SRN)
Hexan pro GC, Penta (CR)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Acetonitril pro HPLC, Penta (CR)
Ethylacetat pro HPLC, Penta (CR)

3.2 Pristroje a pomitcky

3.2.1 Pristroje a pomiucky pro kultivace
Box Aura mini iBopTech (CR)
Ttepacka Yellow line, (SRN)
Ttepany inkubator, ZWYR-D2401 — Labwit, BioTech (CR)
Centrifuga Hermle Z36 HK, (CR)
Analytické vahy Boeco (CRN)
Kultivator Multi -Cultivator MC 1000 -OD PSI Drasov (CR)
Stojan pro 8 zkumavek o objemu 80 ml 27
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Termostat s vodni lazni

Vzduchova pumpa

Zasobnik s destilovanou vodou

LED diodovy zdroj pro kazdou zkumavku

Detektor optické hustoty — detekce pti 680 nm a 720 nm

3.2.2 Pristroje pro izolaci a analyzu vybranych analyti
Spektrofotometr VIS, Helios 8, Unicam (GB)
Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer (USA)
Termoblok VWR, (CR)
Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
HPLC/PDA sestava: Sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
« Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
* Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
* Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
* Vyhodnocovaci systém Xcalibur
* Kolona Kinetex Core Shell C18-EVO, 150 mm délka, 4,6 mm Siika,
5,0 um castice, Phenomenex
« Drzék predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)
* Pfedkolona - C18-EVO, Phenomenex
* Filtry pro HPLC, PTFE, Chromservis
» Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)
* Systém MicroTime 200, Picoquant GmbH, objektiv s vodni imerzi
Olympus UPLSAPO 60XW
Thermo Scientific TRACETM 1300 Gas Chromatograph, (Thermo Fischer Scientific,
USA)
* Detektor FID (Thermo Fischer Scientific, USA)
* Thermo Scientific AI 1310 Autosampler
* Kolona LION LN-FAME, 30 m x 0,32 mm % 0,20 um, Chromservis

3.3 Pouzité mikroorganismy

3.3.1 Kvasinky
Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004
Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6

3.3.2 Mikrorasy
Desmodesmus acutus CCALA 904
Desmodesmus armatus CCALA 439
Scenedesmus obliquus CCALA 455
Desmodesmus velitaris CCALA 468
Desmodesmus communis CCALA 463
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Coccomyxa sp. CCALA 912
Chlamydomonas reinhardtii CCALA 928
Chlorella minutissima CCALA 886

3.4 Kultivace mikroorganismi

3.4.1 Kaultivace karotenogennich kvasinek
Karotenogenni kvasinky byly kultivovany spole¢né s mikrotasami ve formé kokultivaci
Vv prostiedi BBM média s riiznymi poméry dusi¢nych, fosfore¢nych a hotecnatych iontd.

3.4.1.1 Inokulumlall

Zacatkem kazdé kultivace je ptfiprava univerzdlniho zivného média, v tomto ptipadé¢ YPD
kvasinkové médium (slozeni viz Tabulka ¢. 1). Kultivace je nutno provadét dvoufazovou
kultivaci, kdy prvni den se do objemu 50 ml inokulacniho média | zaoCkovala kultura
kvasinky ze zasobni Petriho misky (ockovala se 1 kli€ka kvasinky na 10 ml média). Druhy
den se Cast objemu inokula I ptfeockovalo do inokula II v poméru 1:5, kdy inokulum IT mélo
objem 125 ml. Slozeni inokula I a II je totozné, inokula se 1isi pouze v objemu.

Tabulka ¢. 1. SloZzeni YPD média

SloZeni inokula¢niho média
Slozka Mnozstvi
Destilovana voda 1000 ml
Kvasni¢ny autolyzat 10g
Bakteriologicky pepton 209
Glycerol 20 g

3.4.1.2 Produkéni média multikultivatorovych experimenti

Nasledujici fazi kultivace bylo pieneseni kvasinek z inokula II do pfipravenych produkcnich
médii. Média obsahovala misto bézné pouzivané destilované vody BBM medium (slozeni viz
Tabulka ¢. 2 a Tabulka ¢. 3), v ptipadé kokultivacnich experimentli byly navic banky
obohaceny o glycerol v koncentraci 30 g/l a dusi¢né, fosforeéné a hofecnaté ionty viz Tabulka
¢. 4. Kontrolni banka cist¢ kvasinkového média byla kultivovana také v BBM médiu
obohaceném glycerolem v koncentraci 30 g/l.

Pro kultivaci mikrofas a sinic byl vyuzit pfistroj multikultivator. Ten se sklada z osmi
oddélenych komor pro kultivaéni zkumavky. Kazdd zkumavka ma sviij vlastni piivod
vzdusnéni. Multikultivatory obsahuji LED osvétleni, které je mozné nastavit s rozdilnou
intenzitou pro kazdou zkumavku zvlast. Diky této skuteCnosti 1ze paralelné provadét osm
experimentl s rozdilnymi stresovymi parametry. V piipad¢ téchto provadénych experimentl
byla teplota i osvétleni udrzovany v konstantnich hodnotach. Bylo pouzito osm kultiva¢nich
bané€k, kdy prvni obsahovala pouze samotnou kvasinku, ockovanou s hodnotou absorbance
A=0,15, v BBM médiu s glycerolem v koncentraci 30 g/I.
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Druha banka obsahovala pouze fasu v BBM médiu, ktera byla ockovana zroztoku o
absorbanci 0,25, zbylych 6 ban¢k obsahovaly kokultivaci fas (A = 0,25) a kvasinek (A=0,15)
s ptidanymi esencialnimi prvky viz Tabulka ¢. 4. Kultivace trvaly 4 dny. Studovanymi
kvasinkami byly Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula kratochvilovae a Sporobolomyces
pararoseus. Zastupci mikrotas byli Coccomyxa sp., Desmodesmus armatus, Desmodesmus

acutus, Scenedesmus obliquus, Desmodesmus velitaris a Desmodesmus communis.

Tabulka ¢. 2. Slozeni BBM média

Slozka dHZ;g;)bnl roztok  (g/l Mnozstvina 1 1
NaNO3 25,00 10
CaCl-2H20 2,50 10
MgSQO4-7H20 7,50 10
KoHPO4 7,50 10
KH2PO4 17,50 10
NaCl 2,50 10
EDTA - 1
Acidified iron - 1
HsBO3 11,42 1
Trace metals - 1

Tabulka €. 3. SloZeni jednotlivych slozek BBM média

Roztok Slozka Mnozstvi (g/1)
EDTA EDTA 50,00
KOH 31,00
. FeSO47H20 4,98

Acidified

ciarmediron H2S04 (96%) 1 ml
ZnS04-7H20 8,82
MnCl,-4 H,O 1,44
Trace metals MoOs 0,71
CuSO4-5H,0 1,57
Co(NO3)2:6 H.O 0,49
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Tabulka ¢. 4. Obsah kultiva¢nich banék

Mikroorganismy Ptidané prvky Mnozstvi prvkl oproti
samotnému BBM médiu (%)

Kvasinka kontrola - 100

Mikrorasa kontrola - 100
Kokultivace P+N 200 + 200
Kokultivace P+N 300 + 300
Kokultivace P+N 400 + 400
Kokultivace Mg?* 200
Kokultivace Mg?* 200
Kokultivace P+N+ Mg* 300+300+300

3.4.2 Kultivace mikroras s glycerolovym stresem

Pro tyto kultivace bylo pro jeden kmen fasy pfipraveno 6 Erlenmeyerovych banék o objemu
250 ml. Ty byly naplnény 50 ml BBM média (Tabulka ¢. 2 a Tabulka ¢. 3). Prvni barika
obsahovala pouze médium a slouZila jako kontrolni. Do ostatnich byl pfidan glycerol
v mnozstvich 5g/l, 10 g/l, 15 g/l, 20 g/l a 25 g/l. Glycerol je pro mikrotfasy stresovym
faktorem a cilem experimentu bylo zjistit, jakou koncentraci jsou nejvice schopné tolerovat a
rust v ni. Kultivace probihala 21 dni. Studovanymi mikrotasami byly Scenedesmus obliquus,
Desmodesmus acutus, Desmodesmus communis a Desmodesmus armatus.

3.4.3 Kokultivace mikroias a kvainek na odpadnich olejich

V téchto experimentech byly pouzity rizné kombinace mikrofas a kvasinek, které byly
kultivovany na BBM médiu (Tabulka €. 2 a Tabulka €. 3) obohaceném o glycerol (30% C
slozky) a kavovy nebo fritovaci olej (70% C slozky). Pomér C:N byl 25. Kontrolni barika
s mikrofasami byla kultivovana na cisttm BBM médiu bez piidané C slozky. Cilem
experimentt bylo zjistit, zda jde za pouziti odpadnich oleji vytvofit optimalni kokultiva¢ni
médium, které zplisobi vyssi produkci biomasy a metaboliti. Tabulka ¢. 5 udéava, jakym
zpusobem byly piipraveny kultivaéni banky. Kultivace probihala 4 dny. Studovanymi
kvasinkami byly Rhodotorula kratochvilovae a Rhodosporidium toruloides. Z mikrotas to
byly Desmodesmus velitaris, Desmodesmus communis, Desmodesmus armatus, Scenedesmus
obliquus, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella minutissima a Desmodesmus acutus.

Tabulka ¢. 5. Obsah banék olejovych experimentil

Barnka Mikroorganismus Olej
1 Kontrolni kvasinka Kavovy
2 Kontrolni kvasinka Fritovaci
3 Kontrolni mikrotasa -
4 Kokultivace Kavovy
5 Kokultivace Fritovaci
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3.4.4 Zpracovani vzorki

3.4.4.1 Zpracovani biomasy

Po ukonceni kultivaci se biomasa sto¢i V centrifuze pifi 8000ot/min po dobu 8 minut.
Supernatant je slit, zcentrifugovana biomasa je promyta destilovanou vodou a znovu dana do
centrifugy po stejnou dobu za stejnych otacek. Supernatant je opét slit a biomasa je vlozena
do -80°C. Po jejim zmrznuti je vlozena do lyofilizatoru az do Gplného vysuseni. Poté se zvazi
a dale se odebird na HPLC a GC.

3.4.4.2 Priprava vzorku pro analytickou metodu HPLC dle Folsche

Zacatkem extrakce bylo odvazeni 8-15 mg lyofilizované biomasy do mikrozkumavky typu
Eppendorf se zavitem a tésnénim. Vzorek byl hydratovan 1 ml destilované vody a byl vloZzen
do -80°C mrazaku, kde se ponechal po dobu 20-30 min. Po uplynuti doby byly vzorky
vytazeny a rozmrazeny. Nasledné byly centrifugovany a supernatant byl vylit. Byly pifidany
sklenéné kulicky (glass pearls) a 1 ml methanolu p.a. Vzorky byly 15 minut tfepany na
vortexu. Vzorek byl pfeveden do 15 ml centrifugacni zkumavky a ptidalo se k nému jeste 2
ml chloroformu laboratorni kvality. Zkumavky byly na 10 min tfepany na vortexu.

Po uplynuti této doby byl do vzorku napipetovan 1 ml destilované vody a vzorky byly
staceny na centrifuze pfi 2000 rpm po dobu 1 minuty. Po stoceni vzorka byla odpipetovana
spodni chloroformova faze. Nasledovalo jeji odpafeni v termobloku, kde inertni atmosféru
zajisStoval No. Po odpafeni chloroformu byl k vysuSsenému vzorku pfidan 1 ml smési
ethylacetatu a acetonitrilu HPLC kvality v poméru 1:2. Poslednim krokem bylo ptefiltrovani
vzorku pies 0,4 um filtr PTFE do vialky se zavitem 0 objemu 1,8 ml. Parametry HPLC
sestavy jsou uvedeny v tabulce (Tabulka ¢. 6).

Tabulka €. 6. Gradientovy program a sloZzeni mobilnich fazi pro HPLC analyzu karotenoida

Kolona Nepolarni C18

Detektor DAD

Slozeni MF MF A: ACN:TrisHCI:MeOH MF B: MeOH:EtAc
84:14:2 60:40

Cas [min] MF A [%] MF B [%]

0 100 0

13 0 100

19 0 100

20 100 0

24 100 0

3.4.4.3 Transesterifikace vzorku mikrobiilni biomasy

Do krymplovacich vialek bylo odvazeno ptiblizn¢ 5-10 mg zlyofilizované biomasy. K ni bylo
napipetovano 1,8 ml transesterifika¢ni smési, obsahujici 15% H.SOs v methanolu HPLC
kvality a interni standard kyseliny heptadekanové v koncentraci 0,5 mg/ml.

Takto ptipravené vzorky byly zakrymplovany a inkubovany v termobloku po dobu 2 hodin pfi
teploté¢ 85°C. Po uplynuti této doby byly transesterifikované vzorky volné ponechéany, aby
vychladly na laboratorni teplotu.
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Do sklenénych vialek o objemu 5 ml byl kvantitativné pteveden obsah vialky se vzorkem,
a byl napipetovan 0,5 ml 0,05 mol/l NaOH. Poté byl piidan 1 ml hexanu HPLC kvality, vialka
byla uzaviena a tiepana na vortexu po dobu 5-10 minut. Po oddéleni fazi bylo z hexanové
faze pipetou odebrano 0,1 ml a pfevedeno do ¢isté 1,8 ml vialky spolu s 0,9 ml hexanem
HPLC kvality. Takto pfipraveny vzorek byl analyzovan pomoci GC. Parametry GC sestavy
jsou uvedeny v tabulce (Tabulka ¢. 7)

Tabulka ¢. 7. Parametry GC/FID

Kapilarni kolona LION LN-FAME

Rozméry 30 m x 0,32 mm x 0,20 pum,
Autosampler Thermo Scientific Al

Davkovani 1310

Objem nastiiku vzorku 1 ul

Pomér nastiiku délice toku |10

Konstantni priitok nosného

plynu H: 1 ml/min
Detektor Plamenové ioniza¢ni
Teplota 240 °C
Vzduch 350 ml/min, make-up N2 30
Pratok ml/min,
H2 35 ml/min
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Multikultivatorové kokultiva¢ni experimenty

V ramci multikultivatorovych experimenti byly kombinovany rizné druhy mikrotas a
kvasinek. V kazdém experimentu bylo zachovano stejné prvkové a obsahové slozeni médii,
viz Tabulka ¢. 4 na stran¢ 37. Hlavnim cilem téchto experimenti bylo vystavit
mikroorganismy stresové situaci z divodu nadbytku mineralnich prvka v riznych pomérech a
zjistit, jak na dané stresové situace reaguji.

Obrazek 20: Multikultivator s kokultivacemi

4.1.1 Rhodosporidium toruloides a Desmodesmus armatus

Tabulka ¢. 8. Produkce biomasy multikultivatorového experimentu s R. toruloides a D.
armatus

Mikrofasa | Kvasinka | P+N P+N P+N | Mg®" | Mg?" | P+N+Mg?*
kontrola | kontrola | 200% 300% 400% | 200% | 300% 300%

Biomasa
(g-1") 0,28 2,67 3,12 | Nepiezila | 4,75 1,50 3,11 2,67

U téchto multikultivatorovych experimentii byla nejvétsim kokultivaénim metabolickym
producentem kokultivace v prostfedi s Mg? * 300% (Obrazek 21), kdy nejvice produkovéany
byly ubichinon (3,1 mg/g susiny), poté nasledovaly srovnatelné hodnoty celkovych sterolt
(2,43 mg/g susiny) a celkovych karotenoidu (2,42 mg/g suSiny). Méné& zastoupené byly
celkové chlorofyly (0,96 mg/ g susiny) a p-karoten s luteinem.

V ptipadé P+N experimenti platilo, ze P+N 200% byla mensim producentem biomasy, ale
vétsim producentem ubichinonu a celkovych sterold. U P+N 400% kokultivace byla
pozorovana vétsi produkce biomasy, ale ubichinonu i celkovych sterolti bylo méné.
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Celkovych karotenoidi bylo mezi témito dvéma Kultivace srovnatelné mnozstvi. Mg?*
200% kokultivace obsahovala stejné metabolity jako Mg?* 300% kultivace, ale v piiblizng
poloviénim mnozstvi. Poslednim typem kokultivace byla P+N+Mg?* 300%, kdy byly
produkovany stejné metabolity jako v pfipadech Mg2 + médii s tim rozdilem, ze hodnoty
produkce metaboliti byly velmi nizké. Nejvice zastoupeny byly celkové chlorofyly, a to
V hodnoté pouhych 0,39 mg/g susiny.

Porovnanim P+N kultivaci s kontrolni kvasinkou, dosahovaly ob¢ vétsiho nartistu biomasy,
ale vyrazné mensi produkce zminénych metaboliti. Rasové metabolity nebyly pozorovany
téméi zadné. U Mg?* kultivaci je vétsi rozmanitost metabolitfl, jsou tam zastoupené fasové,
tak i kvasinkové. | v tomto pripadé¢ lze ale konstatovat, ze byly produkovany mnohem méné
nez U kontrolnich mikroorganismii. Co se biomasy tyce tak Mg?* 300% a P+N+Mg?* 300%
dosahovaly srovnatelné produkce s biomasou kontrolni kvasinky. Mg?* 200% biomasy
produkovala mén¢.

V grafickém znazornéni (Obrazek 22) lze vidét procentualni zastoupeni mastnych kyselin
vyprodukovanych timto typem kultivace. Ve vSech experimentech jsou obecné nejvice
zastoupeny SFA, nasleduji MUFA a nejméné zastoupené jsou PUFA. V piipadé
kokultivaéniho média s P+N 200% je posunuta produkce MK ve prospéch SFA (57,88%),
kdy je tato produkce nejvysSi ze vSech experimenti. Hodnota MUFA odpovidala
23,9%. Nejméné zastoupené byly PUFA (18,22%). U P+N 400% kultivace byly také nejvice
produkovany SFA, ale mén¢, nez v predchozim piipadé (50,27%). Procentualni zastoupeni
MUFA ¢inilo 37,55% a PUFA zastavaly pouhych 12,18%.

Kokultivaci v prosttedi Mg?" 200% byly nejvice zastoupenymi MK opét SFA (54,91%),
MUFA zastupovaly 26,9% a PUFA 18,19%. Profil MK u kokultivace Mg?* se skladal
7 53,01% SFA, 30,17% MUFA a 16,82% PUFA. V piipadé média s P+N+Mg?* pievazovaly
op¢t produkce SFA (50,18%) a MUFA (41,9%) na ukor PUFA, kterych bylo produkovano
pouze 7,92%. Celkovy profil MK tohoto experimentu byl pomérné stejnorody. Kokultivace
produkovaly mén¢ PUFA a vice SFA neZ kontrolni kvasinka i mikrofasa. Produkce PUFA
byla také vy$si ve viech ptipadech, kromé P+N 200% a Mg?* 200%.

Mnozstvi celkovych lipida (Obrazek 23) v porovnani s kontrolni mikrofasou a kvasinkou
bylo u kokultiva¢nich experimentli nizsi. Nejvétsi mnozstvi bylo zjisténo u kokultivaci Mg
300%, Mg 200% a P+N 200%. Nejméné lipidii bylo zaznamenano ve vzorku P+N+Mg?*
300%. Nizs$i mnozstvi lipidi u experimentd P+N 200% a P+N 400% mohla byt zpiisobena
veétsi produkei biomasy praveé na ukor syntézy lipidickych latek.
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Obrazek 21: Grafické zndazornéni produkce metabolitii mutikultivatorového experimentu
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Obrazek 22: Grafické zndzornéni vyprodukovanych mastnych kyselin multikultivatorového

experimentu s R. toruloides a D. armatus
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Obrazek 23: Porovnani procentualniho zastoupenti lipidit multikultivatorovych experimenti
s R. toruloides a D. armatus s jejich biomasou

4.1.2 Rhodosporidium toruloides a Desmodesmus acutus

Tabulka ¢. 9. Produkce biomasy multikultivatorového experimentu s R. toruloides a D.
acutus

Mikrofasa | Kvasinka | P+N P+N | P+N | Mg® | Mg?" | P+N+Mg?*
kontrola kontrola | 200% | 300% | 400% | 200% | 300% 300%

Biomasa
(g-1") 0,08 2,13 1,63 2,38 2,19 0,78 0,55 0,95

Metabolity produkované timto typem experimenty byly velice rozmanité (Obrazek 24).
Nejvétsim metabolickym producentem se ukazala byt kokultivace s P+N 200%. Vzorek
obsahoval ubichinon (5,71 mg/ g susiny), steroly (5,72 mg/g suSiny), karotenoidy (5,89 mg/g
susiny), chlorofyly, pB-karoten a lutein. Takova produkce muze byt oddvodnéna
upfednostnénim syntézy metabolith na tkor narustu biomasy. Metabolity P+N 300%
kokultivace byly steroly (4,56 mg/g susiny), ubichinon, chlorofyly, karotenoidy, lutein a -
karoten. P+N 400% kokultivace obsahovala stejné metabolity jako pravé popsané
experimenty, ale v men$im mnozstvi. Nejvice bylo vyprodukovano celkovych karotenoidi
(3,66 mg/g susiny).

Mg?* 200% a Mg** 300% mélo srovnatelnou produkci viech metabolitdi, az na celkové
chlorofyly, kterych bylo vice u kultivace Mg?* 300% kultivace (3,92 mg/g susiny).

Vzorek P+N+Mg?* 300% obsahoval chlorofyly (4,28 mg/g susiny), ubichinon (3,71 mg/g
susiny), karotenoidy (3,87 mg/g susiny), steroly, lutein a B-karoten. V porovnani s kontrolni
mikrotfasou produkovaly kokultivace vice sterold, ostatni metabolity byly zastoupeny vice u
mikrofasy. Kromé& P+N 200% kultivace, kdy bylo produkovéno sterold vice, byla i kontrolni
kvasinka vétsim metablickym producentem, nez kokultivace.
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V tomto experimentu bylo ve vSech typech kultivace (kromé mikrotfasy v kontrolnim
médiu) vyprodukovano nejvice SFA, pot¢ MUFA a nejméné¢ PUFA. U vsech kokultivaci byl
pozorovan pomeérné stejnorody profil produkce MK. Kokultivace P+N 200% m¢éla nejvétsi
zastoupeni SFA (48,8%), nasledovaly MUFA (27,99%) a PUFA (23,21%). Profil MK u
kokultivace P+N 300% byl tvoien 53,9% SFA, 23,89% MUFA a 22,21% PUFA. U P+N
400% kokultivace zustava stejny pomér MK jako v pfedchozich ptipadech, produkce SFA
¢inila 48,54%, MUFA 24,34% a PUFA 27,12%. Produkce PUFA této kultivace byla obecné
nejvyssi ze vSech kultivaci.

U kokultivaci s pfidanymi Mg?* prvky lze mluvit o naprosto srovnatelnych produkci MK.
V piipadé Mg?* 200% se profil skladal z 50,94% SFA, 31,72% MUFA a 17,35% PUFA.
V piipadé Mg?* 300% byla produkce SFA (52,4%) a PUFA (18,32%) vyssi, mnozstvi MUFA
naopak kleslo (29,28%). Kokultivace s pfidanim P+N+Mg?* o 300% se ukézala byt obecné
nejveétsim producentem SFA (55,67%) Dale se produkce MK skladala z 27,82% MUFA a
16,52% PUFA. V porovnani kontrolni mikrofasou bylo vyprodukovano podstatné vétsi
mnozstvi SFA na ukor PUFA, produkce MUFA byla srovnatelnd. MK zastoupené v kontrolni
kvasince byly srovnatelné s kokultivacemi. (Obrazek 25).

Co se tyce procentudlniho zastoupeni lipida v zavislosti na biomase (Obrazek 26), nejvice
jich bylo vyprodukovano kokultivaci Mg?* 200%. Produkce lipida u viech tii typt P+N
kultivaci je niz$i nez u Mg?* kokultivaci. Mezi stejnym typem kultivace plati, ze ¢im mensi
mnozstvi pfidanych prvkua, tim vEtsi obsah lipidi. Srovnanim s kontrolnimi mikroorganismy
bylo mnozstvi lipidi obsahovanych v kokultiva¢nich experimentech mensi.
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Obrazek 24: Grafické znazornéni produkce metaboliti mutikultivatorového experimentu
s R. toruloides a D. acutus
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Obrazek 25: Grafické znazornéni vyprodukovanych mastnych kyselin multikultivatorového
experimentu s R. toruloides a D. acutus
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Obrdazek 26: Porovnani procentudlniho zastoupeni lipidii multikultivatorovych experimentii
s R. toruloides a D. acutus s jejich biomasou
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4.1.3 Rhodosporidium toruloides a Scenedesmus obliquus

Tabulka ¢. 10. Produkce biomasy multikultivatorového experimentu s R. toruloides a Sc.
obliquus

Mikrotasa | Kvasinka | P+N P+N | P+N | Mg* | Mg? | P+N+Mg*
kontrola | kontrola | 200% | 300% | 400% | 200% | 300% 300%

Biomasa
(g:1) 0,07 1,13 0,63 0,51 1,14 0,81 0,67 0,99

V ramci tohoto experimentu (Obrazek 27) nebyly kokultivace, ale ani kontrolni kvasinka,
schopné vyrazné produkce metaboliti. P+N 200% byla obecné (vcetné kontrolni kvasinky)
nejlepSim producentem ubichinonu (2,95 mg/g susiny). V pfipadé zbylych P+N kultivaci byl
také nejvétsim produktem ubichinon, ale v podstatné mensim mnozstvi. Mg 200%
obsahoval také nejvice ubichinonu, nasleduji celkové steroly. Kokultivace Mg2+ 300% byla
nejvetsim kokultivaénim producentem chlorofyli (1,56 mg/g susiny), poté nasledoval opét
ubichinon.

V piipads P+N+Mg?* 300% kultivace byla tvorba viech metabolitli téméF uplné potlacena.
Na zékladé grafického zndzornéni lze pozorovat, Ze ani kontrolni kvasinka nebyla zvlast
velkym metabolickym producentem. Miizeme tvrdit, Zze v tomto piipad¢ typ kultivace a
prostiedi samotné kvasince nevyhovoval.

Profil MK experimentu byl velmi rtiznorody. (Obrazek 28). Kokultivace s obsahem P+N
200% obsahovala 47,61% SFA, 42,06% MUFA a 9,8% PUFA. V experimentech s P+N
300%, P+N 400% a Mg?" 200% je zvysena produkce SFA a MUFA na ukor PUFA, které se
zde neprodukovaly vibec. V ptipadé P+N 300% SFA ¢inily 53,83% a MUFA 46,17%, coz je
nejvétsi MUFA produkce vSech kultivaci. V piipadé P+N 400% byl profil MK sloZen
z 72,16% SFA (coz je obecné nejvétsi produkce) a 27,84% MUFA.

V poslednim ptipadé Mg?* 200% se MK skladaly z 67,55% SFA a 32,45% MUFA. U
kokultivace Mg 300% jsou SFA zastoupeny z 49,63%. Produkce MUFA je vyssi (38,9%) na
tikor PUFA (kterych bylo ve vzorku pouhych 11,46%). Kokultivace P+N+Mg?* obsahovala
srovnatelné mnozstvi SFA jako pfedchozi popisovana kultivace (49,55%). Produkce PUFA
(6,74%) byla jeste vice potlacena ve prospéch MUFA (43,17%).

Kontrolni mikrotfasa v tomto ptipad€ obsahovala pouze majoritni slozku SFA a minoritni
PUFA, MUFA nebyly produkovany viibec. V porovnanim s kontrolni kvasinkou, u ktera byla
zaznamenana nejvys$i produkce MUFA, byl profil MK na ukor MUFA posunut k vyssi
produkci SFA.

Co se ty¢e procentualniho obsahu lipidickych latek v biomase (Obrazek 29), tak nejvétsi
mnozstvi bylo obsaZeno ve srovnatelnych produkcich kokultivaci P+N 300%, Mg?* 200% a
Mg?* 300%. Nejmensi mnozstvi lipidGi obsahovala kokultivace P+N+Mg?* 300%. Zbylé
kultivace vyprodukovaly srovnatelné mnozstvi lipidickych latek. Kontrolni mikrofasa
vyprodukovala vyrazné vysS§i mnozstvi lipidickych latek oproti kokultivacim. V ptipadé
kontrolni kvasinky ale byly kokultivacemi vétsimi lipidickymi producenty ve vsech
piipadech, kromé& P+N+Mg?* 300%.
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Obrazek 27: Grafické znazornéni produkce metabolitii mutikultivatorového experimentu
s R. toruloides a S. obliquus

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30%
20%
10% -

0% \

Mikrotasa Kvasinka Koku P+N Koku P+N Koku P+N Koku Mg Koku Mg Koku
200% 300% 400% 200% 300% P+N+Mg

0,
PUFA MUFA SFA 300%
Obrazek 28: Grafické znazornéni vyprodukovanych mastnych kyselin multikultivatorového
experimentu s R. toruloides a S. obliquus
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Obrazek 29: Porovnani procentualniho zastoupeni lipidi multikultivatorovych experimenti
s R. toruloides a S. obliquus s jejich biomasou

4.1.4 Rhodosporidium toruloides a Desmodesmus velitaris

Tabulka ¢. 11. Produkce biomasy multikultivatorového experimentu s R. toruloides a D.
velitaris

Mikrofasa | Kvasinka | P+N P+N | P+N | Mg® | Mg?" | P+N+Mg?*
kontrola kontrola | 200% | 300% | 400% | 200% | 300% 300%

Biomasa
(g-1) 0,02 0,50 0,73 0,38 0,29 0,51 0,31 0,22

V piipad¢ téchto kokultivaci je velice zajimavé, Ze obsahuji srovnatelné, anebo vyssi
mnozstvi fasovych metaboliti jako kontrolni mikrofasa (Obrazek 30). U P+N kultivaci plati,
ze se zvySujicim se obsahem pfidanych prvk v médiu klesd mnozstvi biomasy a zaroven
klesaji celkové karotenoidy, lutein i pB-karoten. V piipadé P+N 200% je nejvice
produkovanym metabolitem ubichinon (1,28 mg/g susiny), poté celkové chlorofyly (0,99
mg/g susiny), karotenoidy a steroly. P+N 300% vzorek obsahoval nejvice chlorofylt (1,81
mg/g susiny), karotenu a ubichinonu. Mikroorganismy v P+N 400% médiu vyprodukovaly
nejvice ubichinonu (1,92 mg/g susiny), celkovych sterolti (1,43 mg/g susiny), chlorofylua (1,27
mg/g susiny) a karotenoidd.

V piipadé Mg?* kultivaci plati, Ze se zvySujicim se obsahem piidanych prvk v médiu
klesa produkce jak metaboliti, tak biomasy (s vyjimkou celkovych karotenoidu, kterych je v
kultivaci Mg?* 300% znatelné vice). Posledni P+N+Mg?* 300% kokultivace syntetizovala
obecné nejvice celkovych chlorofylu ze vsech kultivaci 2,86 mg/g susiny), nasleduji celkové
karotenoidy, ubichinon a lutein. Biomasy tato kokultivace vyprodukovala obecné nejméng.

Porovnanim s kontrolni kvasinkou dosahovaly vsechny kokultivace mensi produkce
metabolitl, a krom& P+N 200% kultivace i biomasy, avsak v porovnani s kontrolni
mikrofasou byly u vSech kokultivacich fasové metabolity pfitomny minimaln¢ srovnateln¢.
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Produkce MK vtomto experimentu byla velice riznoroda (Obrazek 31). V médicih
s pfidanymi P+N prvky jsou nejvice zastoupené MUFA, dale SFA a nejméné¢ PUFA. U
kokultivace s P+N 200% byl profil MK konkrétné tvofen 45,78% MUFA, tésné za nimi
nasledovaly SFA (45,19%) a nejmén¢ zastoupené byly PUFA (9,03%).

U mikroorganismt kultivovanych v prostfedi s P+N 300% tvorily MUFA 44,74%, SFA
35,1% a PUFA 20,16% celkového profilu MK. Slozky MK v kokultivacich s P+N 400%
tvotilo 47,21% SFA, 44,07% MUFA a 8,72% PUFA.

V ptipadé kokultivaéniho média s Mg?" 200% byla tplné potlacena produkce PUFA a
omezena produkce MUFA (11,15%) za ucelem vétSiho zisku SFA (88,85%). Toto mnozstvi
SFA bylo nejvétsi ze vsech kultivaci. U Mg?* 300% jsou majoritnim produktem SFA
(36,14%), velice tésn¢ nasleduji MUFA (36,01%) a PUFA (27,85%). Posledni kokultiva¢ni
experiment s pfidanymi prvky P+N+Mg?" na 300% mél nejvice zastoupenou slozku SFA
(44,03%), nasledovaly MUFA (36,97%) a PUFA (19%).

Profilu MK kontrolni mikrofasy nejvice odpovida kokultivace s Mg?* 200%. V pripadé
kokultivace byla jes§t¢ vice podpofena produkce SFA na tkor MUFA. V ostatnich
experimentech mikroorganismy tvofily PUFA na ukor produkce SFA. Profil MK kontrolni
kvasinky byl srovnatelny se vSemi kokultivacemi kromé& P+N 200%, P+N 400% a Mg?*
200%. V piipad¢ P+N kultivaci byla oproti kvasince zvysend produkce MUFA a sniZzena
produkce PUFA. U Mg?* kokultivace Ize konstatovat, ze byly viechny produkce potladeny na
ukor produkce SFA. PUFA zde nebyly produkovany viibec.

Nejvétsim producentem celkovych lipida (Obrazek 32) se ukazala byt kokultivace
s P+N+Mg2+ 300%. V Mg?* kultivacich platilo, Ze se zvysujicim se obsahem Mg2+ v médiu
rostla 1 produkce lipida. V piipadé P+N 200% a 400% je mnozstvi lipidl srovnatelné, u P+N
300% je v porovnani s predchozimi zminénymi mensi. Obecné nejmensi produkce byla
zaznamenana u Mg?" 200%. Oba kontrolni mikroorganismy produkovaly vice lipidickych
latek nez kokultivace.
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Obrazek 30: Grafické zndzornéni produkce metabolitit mutikultivatorového experimentu
s R. toruloides a D. velitaris
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Obrazek 31: Grafické znazornéni vyprodukovanych mastnych kyselin multikultivatorového
experimentu s R. toruloides a D. velitaris
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Obrazek 32: Porovnadni procentualniho zastoupeni lipidu multikultivatorovych experimenti
s R. toruloides a D. velitaris s jejich biomasou

4.1.5 Sporobolomyces pararoseus a Coccomyxa sp.

Tabulka €. 12. Produkce biomasy multikultivitorového experimentu s S. pararoseus a
Coccomyxa sp.

Mikrofasa | Kvasinka | P+N P+N P+N | Mg* | Mg®" | P+N+Mg*
kontrola kontrola | 200% | 300% | 400% | 200% | 300% 300%

Biomasa
(g-1") 0,18 0,85 1,27 1,13 0,77 7,94 0,73 0,98
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V grafickém zndzornéni metabolické produkce tohoto experimentu (Obrazek 33) lze
pozorovat, ze vyrazn¢ nejveétSim producentem metabolitli a biomasy (i v€etné kontrolnich
mikroorganismil) je kokultivace na médiu s obsahem Mg?* 200%. Nejvice zastoupeny jsou
celkové chlorofyly (8,28 mg/g susiny), dale poté steroly (3,34 mg/g susiny), celkové
karotenoidy (2,15 mg/g susiny), ubichinon (1,75 mg/g susiny), B-karoten a lutein.

V piipadé ostatnich kokultivac¢nich experimenti a kontrolni kvasinky jsou metabolické
produkce srovnatelné. Kokultivace jsou navic obohaceny o produkty fasového metabolismu,
ale svyjimkou Mg2+ 300% a P+N 300% (kde byly vyraznéji zastoupeny chlorofyly)
nedosahovaly vysSich hodnot. Kontrolni mikrofasa vyprodukovala nejvétsi mnoZstvi
ubichinonu, ale chlorofyly byly detekovany ve vétsim mnozstvi u kokultivaci Mg+ 200%,
Mg2+ 300% a P+N 300%.

Cely profil MK této sady experimentl je uveden na grafu nize (Obrazek 34). Ve vsech
kultivacich lze vypozorovat stejny trend, kdy nejvice produkovanymi MK jsou SFA, druh¢
nejvice zastoupené jsou MUFA (kromé P+N+Mg?" 300%). V piipadé P+N 200% byla
naprosto markantné upfednostnéna tvorba SFA (84,22%) na ukor zbylych MK. Produkce
MUFA (8%) a PUFA (7,78%) byla téméf stejna. Profil MK zbylych P+N kokultivaci byl
velmi srovnatelny. U P+N 300% byl tvoien 49,92% SFA, 34,08% MUFA a 16% PUFA. U
kokultivace P+N 400% byl tvoten 51,97% SFA, 34,77% MUFA a 13,26% PUFA. V ptipadé
vzorku obsahujiciho Mg?* 200% byly opét nejvice zastoupeny SFA (47,13%), nasledovaly
MUFA (33,53%) a PUFA (19,34%).

Mikroorganismy v médiu s Mg?* 300% na rozdil od ptedchoziho piipadu mirné
upfednostnily tvorbu SFA (58,55%) na tkor MUFA (30,02%) a PUFA (11,43%). Nejvétsim
celkovym producentem SFA (85,4%) byla kokultivace s P+N+Mg?* 300%. V tomto p¥ipadé
se mikroorganismy rozhodly vyprodukovat vét§i mnozstvi SFA na ukor MUFA (3,6%).
Zastoupeni PUFA tvotilo 11%.

Procentualné nejvice vyprodukovanych MK v zavislosti na biomase (Obrazek 35) se
nachazelo v kokultivaci Mg?* 200%, nasledovaly srovnatelné hodnoty kokultivaci v P+N
400% a Mg?* 300%. U zbylych P+N kultivaci platilo, Ze s vétsim obsahem ptidanych prvk
klesala produkce lipidi. Nejmensi mnoZstvi poté vyprodukovala kokultivace P+N+Mg?*
300%. Mnozstvi lipidii obsazené v kontrolni mikrofase bylo srovnatelné s Mg®* 200% (tedy
s nejvetsi kokultivaéni produkei). Vyrazné méné lipidi nez kontrolni kvasinka obsahovala
pouze kokultivace P+N+Mg?* 300%.
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Obrazek 33: Grafické znazornéni produkce metabolitii mutikultivatorového experimentu
se S. pararoseus a Coccomyxa sp.
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Obrazek 34: Grafické znazornéni vyprodukovanych mastnych kyselin multikultivatorového
experimentu se S. pararoseus a Coccomyxa sp.
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Obrazek 35: Porovnani procentualniho zastoupeni lipidi multikultivatorovych experimenti
se S. pararoseus a Coccomyxa sp. s jejich biomasou

4.1.6 Sporobolomyces pararoseus a Desmodesmus armatus

Tabulka ¢. 13. Produkce biomasy multikultivatorového experimentu s S. pararoseus a D.
armatus

Mikrotasa | Kvasinka | P+N | P+N | P+N | Mg? | Mg? | P+N+Mg?
kontrola kontrola | 200% | 300% | 400% | 200% | 300% 300%

Biomasa
(g-1) 0,07 0,75 0,40 0,54 0,75 0,96 0,65 0,56

V ptipad¢ téchto kultivaci se musi konstatovat, ze veskeré kokultivace kromé P+N 300% a
Mg?* 200% dosahovaly vyrazné mensi produkce metaboliti nez kontrolni mikroorganismy
(Obrazek 36). U dvou zminénych kultivaci dosahovala zvySenych hodnot pouze produkce
ubichinonu. U P+N 300% ¢inila 8,43 mg/g susiny, u Mg?* 200% to bylo 6,54 mg/g susiny. U
P+N experimenti plati, ze se zvySujicim se obsahem ptidanych prvkl v médiu se zvySuje i
nariist biomasy. MnozZstvi metaboliti bohuZzel zistdva stejné. V piipadé P+N 400%
kokultivace byly ve vzorku navic ptitomny chlorofyly, lutein a -karoten.

V piipadé Mg?* kultivaci plati, ze s piidanim prvki do média klesa produkce biomasy,
ubichinonu i celkovy karotenoiddl, produkce celkovych sterolii ziistiva stejna. P+N+Mg?*
kokultivace vyprodukovala nejvice ubichinonu, dale srovnatelné hodnoty celkovych sterolt a
karotenoidl. Jak jiz bylo zminéno na zacatku, tak Zadna z kokultivaci nedosahla v produkci
biomasy ani metabolickych  produktu vyrazného zlepSeni oproti  kontrolnim
mikroorganismtim.

Na grafickém znazornéni produkce mastnych kyselin (Obrazek 37) lze vidét, ze kromé
kokultivace P+N 300% byl profil MK srovnatelny, kdy majoritni produkt tvotfily SFA a
minoritni PUFA. Kokultivace P+N 200% vyrazné upifednostnila tvorbu SFA (65,54%) na
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ukor MUFA (18,51%) a stala se tim obecné nejvétsim SFA producentem. Hodnota PUFA
odpovidala 15,94%.

Vyjimku ze zjisténého trendu profilu MK tvofila jiz zminéna Kkokultivace sP+N 300%.
V tomto piipadé mikroorganismy upiednostnily vétsi produkci MUFA (50,57%) na tkor jak
SFA (40,81%) tak i PUFA (20,58%). Tato MUFA produkce se obecn¢ ukéazala byt nejvyssi.
Posledni P+N kokultivace (400%) nevykazuje tak markantni rozdily v produkci SFA a
MUPFA. SFA tvorti 43,11%, MUFA 36,31% a PUFA 20,58% profilu MK.

Profil zastoupeni MK u Mg?* kokultivaci je srovnatelny. U Mg2+ 200% je tvofen 42%
SFA, 39,99% MUFA a 18,01% PUFA. U Mg?* 300% je to poté 45,84% SFA, 35,33% MUFA
a 18,83% PUFA. V piipadé vzorku s obsahem P+N+Mg?* 300% je profil MK srovnatelny
s profily Mg?" experimentli, konkrétné je tvofen 41,76% SFA, 39,6% MUFA a 18,64%
PUFA. V porovnani s kontrolni mikrofasou kokultivace upfednostnily produkci MUFA na
ukor SFA. Produkce MUFA nebyla u mikrofasy viibec zaznamenana. S vyjimkou kokultivace
S P+N 300% je profil MK kvasinky srovnatelny s kokultivacnimi produkcemi MK.

Nejvice produkované lipidy (Obrazek 38) byly u kokultivaci pozorovany u srovnatelnych
hodnot u kokultivaci P+N 300% a P+N 400%. Nasledovaly opét srovnatelné produkce
experimentd Mg?* 300% a P+N+Mg®" 300%. Nejmensi mnozstvi lipidickych latek
vyprodukovaly kokultivace P+N 200% a Mg?* 200%. Produkce lipidickych latek obou
kontrolnich mikroorganismii nékolikanasobné¢ ptevysuji produkce kokultivacéni.
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B celkové steroly [mg/g]

Obrazek 36: Grafické zndzornéni produkce metabolitu mutikultivatorového experimentu
se S. pararoseus a D. armatus
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Obrazek 37: Grafické znazornéni vyprodukovanych mastnych kyselin multikultivatorového
experimentu se S. pararoseus a D. armatus
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Obrazek 38: Porovnadni procentualniho zastoupent lipidit multikultivatorové kokultivace S.
pararoseus se D. armatus s jejich biomasou

4.1.7 Rhodotorula kratochvilae a Desmodesmus communis

Tabulka ¢. 14. Produkce biomasy multikultivatorového experimentu s R. kratochvilovae a D.

communis
Mikrofasa | Kvasinka | P+N P+N P+N | Mg* | Mg®" | P+N+Mg*
kontrola | kontrola | 200% | 300% | 400% | 200% | 300% 300%
Biomasa
(g-1") 0,08 3,92 4,18 1,68 4,72 2,03 2,60 2,77
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Porovnanim P + R experimentti (Obrazek 39) v tomto typu kultivace se ukazuje, ze P+N
400% kultivace byla nejvétsim producentem jak biomasy, tak celkovych sterold (5,19 mg/g
biomasy) a ubichinonu (6,58 mg na susiny), nasledovaly celkové karotenoidy. P+N 300%
kokultivace meéla naprosto srovnatelné hodnoty produkce ubichinonu a celkovych sterold,
v mensi mife byly pfitomny i celkové Karotenoidy. V posledni P+N 200% kultivaci byla
nejvice zastoupen ubichinon a opét celkové karotenoidy.

Z Mg2+ kokultivaci byla lepsim producentem biomasy Mg2+ 300% kultivace, nasledovala
produkce ubichinonu (4,49 mg/g susiny) a celkovych sterolt (4,79 mg/g susiny). Mg2+ 200%
kultivace vyprodukovala sice mén¢ biomasy a ubichinonu, ale znatelné vice celkovych sterold
(6,02mg/g susiny), luteinu a celkovych karotenoidi. U téchto vzorki plati, Ze se zvySujicim se
obsahem Mg?" v médiu klesa produkce celkovych chlorofyli.

Poslednim typem kultivaci je P+N+Mg2+ 300% kdy byly ve vzorku nejvice zastoupeny
celkové steroly a ubichinon. V porovnani s kontrolni kvasinkou vyprodukovaly vice biomasy
P+N 200% a P+N 400% kultivace. Celkovych steroli bylo vice u Mg?* 200% a P+N+Mg?*
300%. Celkovych karotenoidii bylo vice ve vSech kokultivacich. Srovnanim s kontrolni
kvasinkou obsahovaly kultivace Mg?** a P+N+Mg?" 300% stejné produkty fasového
metabolismu, ale v mnohem mensi mife nez u kontrolni mikrofasy.

V ptipadé tohoto experimentu jsou produkce MK viech kultivaci (kokultivace Mg?* 200%
a P+N+Mg?* 300%) stejnorodé (Obrazek 40). Nejvice zastoupeny jsou MUFA, nasledovany
SFA a nejmensi slozku MK tvoii PUFA. U kokultivace P+N 200% je profil MK tvofen
45,07% MUFA, 39,6% SFA a 15,33%. V ptipad¢ kokultivace P+N 300% bylo procentudlni
slozeni MK nasledujici- 50,21% MUFA, 35,22% SFA a 14,57% PUFA. Obecné nejvétsim
producentem MUFA se ukazala byt kokultivace P+N 400% (51,84%). Dale bylo
produkovano 33,19% SFA a 14,96% PUFA.

U obou Mg?* experimentil nejsou rozdily mezi produkci SFA a MUFA tak markantni.
Mikroorganismy v médiu s Mg2+ 200% tvorily 41,93% SFA, 39,37% MUFA a 18,7% PUFA,
¢imz se produkce liSila od ostatnich kultivaci, kde byly majoritnim produktem MUFA.
Kokultivace Mg2+ 300% odpovidala zjisténému trendu a vyprodukovala nejvétsi mnozstvi
MUFA (42,73%), tésné¢ nasledovaly SFA (42,69%) a nejméné zastoupené byly PUFA
(14,58%). Druhou vyjimkou, kdy byly SFA produkovany vice nez MUFA byla kokultivace
s P+N+Mg?* 300%. Profil MK byl v tomto piipadé tvoien 40,58% SFA, 31,54% MUFA a
27,88% PUFA. Profil MK kvasinky odpovid4d profilu MK kokultivaci (kromé& dvou jiz
zminénych vyjimek, kdy byly vice produkovany MUFA).

Ve srovnani s mikrofasou kokultivace uptednostnily vétsi tvorbu MUFA na tkor PUFA.
Nejvice lipidickych latek (Obrazek 41) vyprodukovala kokultivace Mg?* 300%, nasleduje
kokultivace P+N 200%. Nejménsi produkce byla zaznamendna u kokultivace P+N+Mg?*
300%. V piipadé kokultivaci P+N 300% a P+N 400% je produkce lipidickych latek
srovnatelnd. Kromé kultivace s Mg®* 300%, byla u kontrolni kvasinky pozorovana vétsi
produkce lipidii nez u kokultivaci. Naopak produkce kontrolni mikrofasy byla srovnatelna
s nejmensimi produkcemi kokultivaci.
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Obrazek 39: Grafické zndazornéni produkce metabolitii mutikultivatorového experimentu
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Obrazek 40: Grafické znazornéni vyprodukovanych mastnych kyselin multikultivatorového

experimentu s R. kratochvilovae a D. communis
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200% 300% 400% 200% 300% P+N+Mg
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Obrazek 41: Porovnani procentualniho zastoupeni lipidit multikultivatorovych experimentii
s R. kratochvilovae a D. communis s jejich biomasou

4.1.8 Rhodotorula kratochvilae a Desmodesmus armatus

Tabulka ¢. 15. Produkce biomasy multikultivatorového experimentu s R. kratochvilovae a D.
armatus

Mikrofasa | Kvasinka | P+N | P+N | P+N | Mg? | Mg? | P+N+Mg?
kontrola kontrola | 200% | 300% | 400% | 200% | 300% 300%

Biomasa
(g-1") 0,31 0,58 1,83 1,19 1,56 1,49 0,76 1,87

Metabolicka produkce nasledujici experimentu (Obrazek 42 ) byla velmi rozmanita. Z P+N
kokultivaci se ukéazala byt nejlepSim producentem ubichinonu P+N 300% kokultivace.
Nasledovala zde produkce celkovych chlorofylti a sterolti. Celkové steroly byly nejvice
zastoupeny u P+N 400% Kkultivace, nasledovaly celkové karotenoidy a v mensi mife poté
chlorofyly, B-karoten, lutein a ubichinon (toho zde bylo produkovano nejméné ze vsech
kultivaci). Co se ty¢e biomasy, byla nejlepsim producentem P + N 200% kokultivace.

U Mg?* kultivaci platilo, Ze s vy$§im obsahem ptidanych Mg®* prvkii v médiu klesala
produkce jak biomasy tak 1 metaboliti. V obou piipadech byl nejvice zastoupen ubichinon a
poté celkové karotenoidy. V posledni P+N+Mg?* 300% kokultivaci byly nejvice zastoupeny
ubichinon (4,99 mg/g susiny), celkové steroly (2,43 mg/g biomasy) a karotenoidy (2,17 mg/g
biomasy). Tato kokultivace byla obecné nejvétsim producentem biomasy a jiz zminénych
metabolitd. V porovnani s kontrolni kvasinkou byly vSechny kokultivace vét§imi producenty
biomasy a kromé Mg?* kultivaci také metabolitd.

V ptipadé této sady experimentl je procentualni produkce MK (Obrazek 43) stejnoroda.
Ve vsech typech kokultivaci byl profil MK tvoifen nejvie SFA, nasledovaly MUFA a nejméné
zastoupené byly PUFA.
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Co se tyce konkrétnich hodnot jednotlivych slozek, tak u experimentu s P+N 200% byly SFA
zastouepny z 40,31%, MUFA odpovidaly 34,22% a PUFA (25,46%). U P+N 300% byl profil
MK nasledovny — SFA 48,82% (coz je obecné nejvétsi SFA produkce ze vSech experimenttl),
MUFA 35,26% a PUFA 15,93%.

U kokultivaci s P+N 400% V porovnani s pfedchozimi P+N experimenty trochu poklesla
produkce SFA (41,36%) a MUFA (31,22%) na tkor PUFA (27,42%), kterych bylo v tomto
vzorku produkovano obecné nejvice. vyprodukovaly kokultivace P+N+Mg2+, P+N 400% a
P+N 200%. Nejmensim producentem byla kokultivace Mg?* 300%.

Oba Mg?" experimenty mély téméf srovnatelny profil MK. U Mg?* 200% byl tvofen
38,08% SFA, 36,24% MUFA a 25,69% PUFA. Produkce MUFA byla v tomto piipadé
nejvétsi ze viech kokultivaci. U Mg?* 300% tvotily SFA 43,93%, MUFA 31,62% a PUFA
24,26% profilu MK. Mikroorganismy v prosttedi s P+N+Mg?* 300% produkovaly nejvice
SFA (38,12%), tésn€ nasledovany MUFA (35,66%) a nejmensi podil tvotily PUFA (26,21%).
Oproti kontrolni kultivaci mikrotasy byly v kokultivacich potlaceny produkce MUFA na tkor
vetSsitho mnozstvi SFA. Profil MK kontrolni kvasinky je s tim kokultivaénim srovatelny.

Nejvétsimi producenty lipidt (Obrazek 44) se ukazaly byt kokultivace s P+N 400%,
P+N+Mg?" 300% a P+N 200%. Nejmensim producentem byly mikroorganismy v médiu
s Mg?* 200%. V porovnani s obéma kontrolnimi mikroorganismy se kokultivace ukazaly byt
lepsi producenty MK, s vyjimkou jiz zminéné kokultivace Mg?* 200%.
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Kontr. Kontr. ~ P+N 200% P+N300% P+N400% Mg200% Mg300% P+N+Mg
Mikrofasa  kvasinka 300%

lutein [mg/qg] m betakaroten [mg/g] B celkové karotenoidy [mg/g]
m celkové chlorofyly [mg/g] ® ubichinon [mg/g] biomasa [g/1]

B celkové steroly [mg/g]

Obrazek 42: Grafické zndzornéni produkce metabolitii mutikultivatorového experimentu S
R. kratochvilovae a D. armatus s jejich biomasou
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Obrazek 43: Grafické znazornéni vyprodukovanych mastnych kyselin multikultivatorového
experimentu s R. kratochvilovae a D. armatus
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Obrdazek 44: Porovnani procentudlniho zastoupeni lipidii multikultivatorovych experimentii
s R. kratochvilovae a D. armatus s jejich biomasou

4.1.9 Rhodotorula kratochvilae a Desmodesmus velitaris

Tabulka €. 16. Produkce biomasy multikultivatorového experimentu s R. kratochvilovae a D.
velitaris

Mikrofasa | Kvasinka | P+N P+N P+N | Mg* | Mg®" | P+N+Mg*
kontrola kontrola | 200% | 300% | 400% | 200% | 300% 300%

Biomasa
(g-1) 0,10 0,94 0,52 1,53 0,59 0,31 1,39 1,57
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V tomto ptipad¢ se kazda z kokultivaci ukazala byt lepsi metabolickym producentem nez
kontrolni kvasinka (Obrazek 45). Ta produkovala pouze biomasu a celkové steroly. Z P+N
kokultivaci byla nejvétsim producentem celkovych karotenoidu (1,69 mg/g susiny) a steroll
(1,75 mg/g susiny) P+N 200% kokultivace. P+N 300% kokultivace zase produkovala nejvice
ubichinonu (1,59 mg/g susiny) a biomasy. Posledni P+N 400% kokultivace méla v biomase
nejvice zastoupeny celkové steroly a ubichinon, avsak v mnohem mensi mife nez ptedchozi
kultivace.

U Mg?* kultivaci byla lepsi ta s obsahem Mg?* 300%, kdy byl nejvice zastoupen ubichinon
(2,49 mg/g susiny) a nasledovaly celkové steroly.Tato kultivace vyprodukovala také vice
biomasy nez Mg?" 200% kultivace. Poslednim kultivaénim typem byla P+N+Mg?* 300%
kokultivace. Zde byly nejvice zastoupenym celkové Steroly a poté ubichinon. V porovnani
s kontrolni mikrofasou obsahovaly kokultivace, kromé luteinu, vSechny metabolické produkty
mikrofas ale v nezanedbatelné mensi mifte.

V tomto ptipad¢ nelze pro experimenty vytvorit obecny profil slozek MK, vysledky jsou
totiz dost rtiznorodé. U P+N 200% experimentu byly nejvice produkovany MUFA (41,06%),
poté SFA (33,89%) a PUFA (25,05%). Mikroorganismy v médiu s P+N 300% vyprodukovaly
naprosto srovnatelné mnozstvi SFA (42,79%) a MUFA (42,36%), PUFA tvoftily 14,85%
celkové slozky MK. Kokultivace s P+N 400% méla téméf stejné hodnoty jednotlivych slozek,
a to SFA tvotily 37,29%, MUFA 33,33% a PUFA 39,38%.

Kokultivace Mg?* 200% se ukazala byt obecné nejvétsim producentem MUFA (43,32%),
jen o néco méné byly zastoupeny SFA (39,73%) a nejmensi slozku opét tvorily PUFA
(16,95%). U Mg?* 300% vzorku se profil MK skladal z 43,24% SFA, 39,9% MUFA a 16,86%
PUFA. U posledniho typu kokultivace s P+N+Mg2+ 300% byly nejvice zastoupeny MUFA
(39,35%). Tésn¢ nasledovaly SFA (36,57%) a nejméné produkovany byly opét PUFA
(24,08%). Ve srovnani s kontrolni mikrotasou byla u kokultivaci potlaéena produkce PUFA
na ukor vysSich hodnot MUFA. Profil kvasinkovych MK pfiblizné odpovida profilim MK
ostatnich kultivaci. (Obrazek 46).

Nejvice celkovych lipida (Obrazek 47), co se ty¢e kokultivaci, vyprodukovaly
mikroorganismy V prostiedi s P+N 400% a P+N+Mg?* 300%. U P+N 200% a P+N 300%
plati, Ze s v&t§im obsahem piidanych prvka klesala produkce lipidi. U Mg?* experimentti
naopak vétsi obsah Mg?* prvkil v médiu znamenal vétsi lipidickou produkci. V porovnani
s kontrolni kvasinkou bylo ale mnozstvi syntetizovanych lipidickych latek u vSech kokultivaci
mensi. Mikrofasa méla men§i mnozstvi vyprodukovanych lipidii nez kokultivace, kromé dvou
piipadt, a to kokultivaci P+N 300% a Mg?* 200%.
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Obrazek 45: Grafickeé znazorneni produkce metabolitic mutikultivatorového experimentu
s R. kratochvilovae a D. velitaris s jejich biomasou
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Obrazek 46: Grafické znazornéni vyprodukovanych mastnych kyselin multikultivatorového
experimentu s R. kratochvilovae a D. velitaris
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Obrazek 47: Porovnani procentualniho zastoupeni lipidit multikultivatorovych experimentii
s R. kratochvilovae a D. velitaris s jejich biomasou

4.1.10 Rhodotorula kratochvilae a Desmodesmus acutus

Tabulka ¢. 17. Produkce biomasy multikultivatorového experimentu s R. kratochvilovae a D.
acutus

Mikrofasa | Kvasinka | P+N P+N | P+N | Mg® | Mg?" | P+N+Mg?*
kontrola kontrola | 200% | 300% | 400% | 200% | 300% 300%

Biomasa
(g-1") 0,08 0,54 4,26 0,37 0,29 0,50 0,84 0,45

V ramci tohoto kultivaéniho experimentu (Obrazek 48) se ukazaly byt nejlepSim
metabolickym producentem P+N kokultivace s tim, Ze nejlepSim se ukazala byt P+N 300%
kokultivace. Je zde majoritné zastoupen ubichinon (12,50 mg/g suSiny), dale nasleduji
celkové steroly (5,25 mg/g susiny), celkové karotenoidy a chlorofyly. U P + N 200% byl
nejvice zastoupen také ubichinon (10,11 mg/g suSiny), dale nasleduje steroly a v téméf
zanedbatelnou mife celkové chlorofyly a karotenoidy.

Tato kokultivace méla ze vSech kultivaci, a to vcetn€ kontrolni kvasinky, nejvetsi
zastoupeni biomasy. Posledni P + N 400% kultivace obsahovala opét nejvice ubichinonu, dale
steroly, celkové chlorofyly a celkové karotenoidy. Produkce karotenoidt a chlorofylu byla
stejna s P + N 300%, ale ubichinonu a sterolti bylo vyrazné méné. U P+N kultivaci plati, ze se
zvySujici se koncentraci pfidanych vzorkli do média klesé produkce biomasy.

Z Mg?* kokultivaci se ukézala byt lepsim producentem celkovych metaboliti Mg®* 300%
V P+N+Mg?* 300% kultivaci byly nejvice zastoupenym celkové karotenoidy (a to nejvice ze
vSech kultivaci véetné kontrolni kvasinky). Ostatni metabolity tam byly zastoupeny v malé
mife. Srovnanim s kontrolni kvasinkou byli celkové lepsimi produceny P+ N kultivace. Mg**
a P+N+Mg?** kultivace dosahovaly vyrazné niz§i produkce metaboliti.
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Porovnanim s kontrolni mikrofasou jsou v kokultivacich obsazeny stejné metabolity, ale
v mnohem mensi mife.

Profil vyprodukovanych MK byl v této kultivaci pomérné riznorody (Obrazek 49).
Kokultivace s P+N 200% majoritné produkovala SFA (54,75%), nasledovaly SFA (35,69%) a
PUFA (9,56%). Tento vzorek vyprodukoval obecné nejvice MUFA a spolu s kokultivaci
Mg?* 300% jsou jedinymi experimenty, kdy produkce MUFA pievysovaly SFA. U kultivace
s navySenim P+N na 300% byl profil MK tvofen 43,66% SFA, 30,37% MUFA a 25,97%
PUFA. V pfipadé¢ posledni P+N (400%) kultivace byla produkce MK téméF naprosto
srovnatelna s P+N 300% kultivaci, SFA ¢inily 45,82%, MUFA odpovidaly 30,13% a PUFA
tvorily 24,05%.

Mikroorganismy v médiu s Mg?* 200% produkovaly nejvice SFA (49,78%), nasledovaly
MUFA (33,32%) a PUFA (16,9%). V kokultivaci s Mg2+ 300%, jak jiz bylo feCeno, jsou
hlavni slozkou MK MUFA (42,9%), az pot¢ SFA (33,19%) a PUFA (23,9%).
V kokultivaénim médiu s pfidanymi prvky P+N+Mg?* 300% byly hlavni slozkou MK SFA
(38,14%), pomérné tésné poté nasledovaly MUFA (32,68%) a PUFA (29,18%). V porovnani
s kontrolni mikrofasou byly v kokultivacich podpofeny tvorby MUFA na ukor PUFA.
Kontrolné kvasinka méla profil produkovanych MK srovnatelny s kokultivacemi (kromé jiz
zminénych kokultivaci, kdy byly majoritnim produktem MUFA).

S prehledem nejvétsi mnozstvi celkovych lipidi bylo zjisténo u kokultivace v prostiedi
s P+N 200%, produkce této kokultivace né€kolikandsobné pfevySuje vSechny ostatni kultivace
(Obrazek 50). Za ni nasleduje kontrolni kvasinka a kokultivace P+N 300%. Mnozstvi lipida
kokultivaci P+N 400% a Mg2+ 200% je srovnatelné, stejné tak u kokultivaci Mg?* 300% a
P+N+Mg?* 300%. Kontrolni kvasinka vyprodukovala srovnatelné mnozstvi lipidi
s kokultivaci v prostiedi s P+N 300% a produkce mikrofasy se da srovnat s Mg?* 300% a
P+N+Mg?* 300% experimenty.
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Obrazek 48: Grafické znazornéni produkce metaboliti mutikultivatorového experimentu
s R. kratochvilovae a D. acutus s jejich biomasou
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Obrazek 49: Grafické zndazornéni vyprodukovanych mastnych kyselin multikultivatorového
experimentu s R. kratochvilovae a D. acutus
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Obrazek 50: Porovnani procentualniho zastoupeni lipidi multikultivatorovych experimenti

4.1.11 Rhodotorula kratochvilae a Scenedesmus obliquus

s R. kratochvilovae a D. acutus s jejich biomasou

Tabulka ¢. 18. Produkce biomasy multikultivatorového experimentu s R. kratochvilovae a S.

obliquus
Mikrofasa | Kvasinka | P+N P+N P+N | Mg* | Mg®" | P+N+Mg*
kontrola | kontrola | 200% | 300% | 400% | 200% | 300% 300%
Biomasa
(g-1") 0,07 0,62 0,77 9,11 0,37 1,15 0,70 0,15
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Z grafického znazornéni produkovanych metabolitt (Obrazek 51) u P+N experimentt plati,
7ze se zvysSujicim se mnozstvim pifidanych prvki stoupd produkce karotenoidnich latek i
sterolil. Nejvice jich tedy bylo pfitomno v P+N 400%, a to chlorofyly (2,29 mg/g susiny)
steroly (2,01 mg/g susiny), ubichinon (1,78 mg/g susiny), celkové karotenoidy, B-karoten a
lutein. P+N 300% kultivace je také s prehledem vyrazné nejvétsim producentem biomasy ze
vSech experimentt (v¢etné kontrolnich mikroorganismi).

U Mg?* kultivaci platilo, ze se zvysujicim se obsahem pfidanych prvki stoupa syntéza
metabolitl (v obou kultivacich byly pfitomny stejné), ale klesa produkce biomasy. U Mg?*
300% vzorku bylo nejvice celkovych sterolti a ubichinonu. U P+N+Mg2+ 300% kultivace to
vypada, jako by mikroorganismy téméf uplné potlacily produkci biomasy na ukor syntézy
metabolitti. Nejvice zde byly zastoupeny chlorofyly (4,94 mg/g susiny) a obecné to byla jejich
nejvetsi produkce ze vSech kokultivaci. V mensi mife potom byly syntetizovany celkové
karotenoidy, steroly, lutein a B-karoten. Kontrolni kvasinka vyprodukovala vice sterold a
ubichinonii nez kokultivace, ale karotenoidnich latek produkovaly vice kokultivace.
Mikrotasové metabolity byly zastoupeny ve vSech kokutivacich, ale méné nez u kontrolni
mikrofasy.

V této sadé kokultivacnich experimentli jsou drtivym majoritnim produktem SFA, na tkor
produkce MUFA a PUFA. V piipadé kokultivace s P+N 200% c¢inila produkce MK 79,2%
SFA, 9,2% MUFA a 11,6% PUFA. Nasledujici kultivace v prostfedi P+N 300% me¢la profil
MK sloZzeny z 85,3% SFA, 2,38% MUFA (coz je obecné nejmensi MUFA produkce) a
12,32% PUFA. V kokultivaci s P+N 400% byla produkce SFA (68,2%) mirné potlacena na
ukor nartustu MUFA (15%) a PUFA (16,8%).

V ptipadé média sobsahem Mg?* 200% byly opét nejvice zastoupeny SFA, jejich
procentudlni zastoupeni Cinilo 88,32%, coz je obecné nejvétsi SFA produkce ze vSech
kultivaci. Na tkor vysoké SFA produkce bylo vyprodukovano pouze 5,81% MUFA a 5,87%
PUFA. U Mg2+ 300% kultivace byl zaznamenan narust PUFA (21,36%). Hodnoty zastoupeni
MUFA odpovidaly 6,49% a SFA 72,15%. V posledni kokultivaci v prostiedi P+N+Mg?*
300% byl profil MK tvofen 69,19"SFA, 12,4% MUFA a 18,41% PUFA. V porovnani
s kontrolnimi mikroorganimy produkuji kokultivace stejné majoritni produkty (SFA), navic
ale jest¢ diky médiu obohaceném o ptidané prvky jsou schopné produkce MUFA, které u
obou kontrolnich mikroorganismti chybi (Obrazek 52).

Nejvice celkovych lipidi (Obrazek 53) vyprodukovala kokultivace P+N 200%. Za ni
nésleduje kokultivace P+N 300%. U P+N a Mg?* kokultivaci plati, Ze se zvySujicim se obsahu
piidanych prvki klesa mnozstvi vyprodukovanych lipidt. Mg?* kultivace vyprodukovaly
obecné mén& lipidi nez ty spfidanymi P+N prvky. Vzorek s P+N+Mg?* 300%
vyprodukovala z této sady experimenti obecné nejméné lipidickych latek. V porovnani
s kontrolni kvasinkou dosédhla vyssi produkce pouze kokultivace s P+N 200%, produkce P+N
300% je srovnatelnd a ostatni jsou nizs$i. U kontrolni mikrofasy jsou niZ§i hodnoty lipida
pozorovéany pouze u Mg?* 300% a P+N+Mg?* 300% kokultivaci.
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Obrazek 51: Grafické zndzorneni produkce metabolitit mutikultivatorového experimentu
s R. kratochvilovae a S. obliquus s jejich biomasou
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Obrazek 52: Grafické znazornéni vyprodukovanych mastnych kyselin multikultivatorového
experimentu s R. kratochvilovae a S. obliquus
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Obrazek 53: Porovnani procentualniho zastoupeni lipidit multikultivatorovych experimenti
s R. kratochvilovae a S. obliquus s jejich biomasou

4.2 Experimenty kokultivaci s odpadnimi oleji

Cilem téchto experimentli bylo zjistit vliv kokultivaci na rist mikroorganismi a produkci
jejich metabolithi v prostiedi odpadnich olejli, kdy pravé ony zajistuji zdroje zivin, pievazné
uhliku. Mikrotasy byly vybrany na zékladé soucasné provadénych experimenti mikrofas na
odpadnich olejich kolegyné Be. Pavliny Sniegonové. [86]

4.2.1 Rhodotorula kratochvilae a Desmodesmus velitaris

Tabulka ¢. 19. Produkce biomasy kokultivacnich experimenti s R. kratochvilovae a D.
velitaris na odpadnich olejich

Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej
Biomasa 3,16 2,52 0,01 5,83 4,43
(g1

Na grafickém zndzornéni produkovanych metabolitli (Obrazek 54) lze vidét, Ze kavova
kokultivace vyprodukovala vice biomasy nez kontrolni kvasinka. Produkce ubichinonu (10,32
mg/g susiny) a celkovych steroli (4,83 mg/g susiny) byla u kokultivace niz§i a mnozstvi
celkovych karotenoidii je srovnatelné. Kokultivacni experiment na fritovacim oleji
vyprodukoval vice biomasy a ubichinonu (6,01 mg/g susiny) nez kontrolni kvasinka. Naopak
sterolll a celkovych karotenoidil bylo v kokultivaénim vzorku pfitomno méné.

Profil MK tohoto typu kultivace (Obrazek 55) je nasledovny. Kokultivace v prostiedi
s kdvovym olejem byla nejvétSsim producentem PUFA (43,9%), druhym nejvétSim
producentem SFA (40,26%) a zaroven nejmensim producentem MUFA (15,84%) ze vSech
kultivaci.
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V porovnani s kontrolni kvasinkou na kavovém oleji byla podpotena produkce PUFA na
ukor SFA. Kokultivace na fritovacim oleji méla srovnatelné hodnoty produkce PUFA (38,3%)
a MUFA (37,29%), nejméné bylo vyprodukovano SFA (24,41%). V porovnanim s kvasinkou
kultivovanou na fritovacim oleji byl profil MK obou kultivaci srovnatelny. Nejvice lipida
(Obrazek 56) kokultivace na fritovacim oleji, ktera ale produkovala méné lipidi nez jeji
kontrolni kvasinka. Na kavovém oleji byl lepsim producentem lipidickych latek kokultivace
nez samotna kvasinka.

Na zadném grafu neni uvedena kontrolni mikrofasa, protoze mnozstvi biomasy bylo tak
malé, Ze neslo zpracovat na chromatograficka stanoveni.
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Obrdazek 54: Grafické zndzorneéni produkce metabolitii R. kratochvilovae a D. velitaris na
odpadnich olejich
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Obrdazek 55: Grafické zndzornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
kratochvilovae s D. velitaris na odpadnich olejich
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Obrazek 56: Porovnani procentualniho zastoupent lipidit kokultivace R. kratochvilovae
s D. velitaris na odpadnich olejich s jejich biomasou

4.2.2 Rhodotorula kratochvilae a Desmodesmus communis

Tabulka ¢. 20. Produkce biomasy kokultivacnich experimenti s R. kratochvilovae a D.
communis na odpadnich olejich

Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej
Biomasa 3,16 2,52 0,02 6,40 2,24
(g7

Grafické zndzornéni produkce metaboliti (Obrazek 57) ukazuje vyssi produkci biomasy u
kavové kokultivace nez u jeji odpovidajici kontrolni kvasinky. Mnozstvi ubichinonu (10,37
mg/g susiny), sterolu (3,27 mg/g susiny) a celkovych karotenoidd (0,41 mg/g suSiny) je u
kokultivace nizsi. Je mozné, Ze je to zplisobeno tim, ze mikroorganismy upiednostnily tvorbu
biomasy na tkor produkce metabolitii.

V ramci kokultivace na fritovacim oleji Ize hovofit o opaku. MnozZstvi biomasy je nizsi nez
u kontrolni kvasinky, ale ubichinonu je vyrazné vice (11,17 mg/g suSiny). Vzorek navic
obsahoval celkové karotenoidy, chlorofyly a -karoten. Jedinym metabolitem, kterého je vice
u kontrolni kvasinky jsou celkové steroly.

Kokultivace na kavovém odpadnim oleji vyprodukovala nejvice SFA a také nejvice PUFA
(45,27%) ze vSech kultivaci. Zaroven vyprodukovala nejmensi mnozstvi MUFA (14,17%).
Oproti kvasince na kavovém oleji byla v tomto pfipadé podpotena produkce PUFA na ukor
MUFA. Kokultivace na fritovacim odpadnim oleji se ukazala byt nejlep$im producentem
MUFA (39,52%), nésleduji SFA (34,17%) a nejméné PUFA (26,31%). V porovnani se svou
kontrolni kvasinkou bylo produkovano vice SFA na ukor PUFA (viz Obrazek 58).

Nejvétsi procentualni zastoupeni lipidti v biomase bylo u kokultivace na fritovacim oleji,
ale opét bylo mensi nez u kontrolni kvasinky na fritovacim oleji.
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Z kavovych experimentii se i zde ukazala byt lepSim producentem lipidickych latek
kokultivace nez samotna kvasinka (Obrazek 59).

| vtomto pfipadé bohuzel v grafech neni uvedena kontrolni mikrofasa, z divodu
nedostatecného mnozstvi biomasy.
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Obrdazek 57: Grafické zndzornéni produkce metabolitii R. kratochvilovae a D. communis na
odpadnich olejich

100%
90%
80%
70% -
60% -
50%
40% -
30%
20%
10% -

0%
Kvasinka kava Kvasinka frit. olej Koku kava Koku frit. olej

PUFA MUFA SFA
Obrdazek 58: Grafické zndzornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
kratochvilovae s D. communis na odpadnich olejich
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Obrazek 59: Porovnani procentualniho zastoupent lipidit kokultivace R. kratochvilovae
S D. communis na odpadnich olejich s jejich biomasou

4.2.3 Rhodotorula kratochvilae a Desmodesmus armatus

Tabulka ¢. 21. Produkce biomasy kokultivacnich experimenti s R. kratochvilovae a D.
armatus na odpadnich olejich

Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej
Biomasa 6,13 11,96 0,04 0,63 0,78
(g7

V grafickém znazornéni produkovanych metaboliti (Obrazek 60) Ize vidét, ze Zzadna
kokultivace nebyla schopna srovnatelné produkce ani biomasy ani metaboliti v porovnani
Sjeji odpovidajici kontrolni kvasinkou. V obou kokultivacich byly zastoupeny stejné
metabolity, ale v podstatné menSim mnozZstvi nez u kontrolnich kultivaci. u kavové
kokultivace byl nejvice zastoupen ubichinon (4,08 mg/g susiny), steroly (1,54 mg/g susina) a
celkové karotenoidy (0,37 mg/g susiny). V piipadé kokultivace na fritovacim oleji bylo
produkovano 3,36 mg/g suSiny ubichinonu 1,54 mg/g suSiny steroli a 0,25 mg/g suSiny
celkovych karotenoidii.

Dle profilu vyprodukovanych MK (Obrazek 61) lze fici, ze kavova kokultivace méla
pfiblizn¢ srovnatelné produkce SFA (41,22%) a PUFA (39,05%), MUFA bylo
vyprodukovano nejméné (19,73%). Profil MK byl v tomto pfipadé srovnatelny s kontrolni
kvasinkou. V kokultivaci v ptitomnosti fritovaciho oleje vySly srovnatelné vysledky produkce
MUFA (36,76%) a PUFA (37,99%), nejmensi produkce byla zaznamenana u SFA (25,25%).
V tomto ptipadé byly oproti kontrolni kvasince podpoieny produkce SFA na ukor MUFA.

V otazce celkové produkce lipidi (Obrazek 62) kokultivaci byla lepS§im producentem
kavova kokultivace.

72



V porovnani s kontrolni kvasinkou bylo ale mnozstvi pfitomnych lipidi v obou
kokultivacich mens$i nez u kontrolnich kvasinek. Miize to byt zplsobeno celkovou velmi
nizkou produkci biomasy kokultivacnich experimentt.
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Obrazek 60: Grafické zndazornéni produkce metabolitit R. kratochvilovae a D. armatus na
odpadnich olejich
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Obrdazek 61: Grafické zndzornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
kratochvilovae s D. armatus na odpadnich olejich
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Obrazek 62: Porovnani procentualniho zastoupent lipidit kokultivace R. kratochvilovae
S D. armatus na odpadnich olejich s jejich biomasou

4.2.4 Rhodotorula kratochvilovae a Scenedesmus obliquus

Tabulka ¢. 22. Produkce biomasy kokultivacnich experimenti s R. kratochvilovae a S.
obliquus na odpadnich olejich

Kvasinka | Kvasinka | Mikrotasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej
Biomasa 6,13 11,96 0,03 5,13 14,45
(g1
Srovnanim kavovych experimentii (Obrazek 63) lze vidét, je kokultivace vyrazné veétSim
producentem ubichinonu (30,37 mg/g suSiny) a sterolu (18,12 mg/g suSiny).

Vyprodukovanych celkovych karotenoidii bylo ve vzorku kokultivace také vice. Kontrolni
kvasinka naopak tvofila vice biomasy.

V piipad¢ experimentl na fritovacim oleji to naopak vypada, Ze kokultivace uptednostnila
tvorbu biomasy pfed metabolity, kterych vyprodukovala méné nez kontrolni kvasinka.
V kokultiva¢nim vzorku byl pfitomen ubichinon (5,79 mg/g suSiny), steroly (2,52 mg/g
susiny), celkové karotenoidy, chlorofyly a -karoten.

Kokultivace v médiu s kavovym olejem byla nejvétsim producentem PUFA (46,83%), pak
SFA (38,96%) a PUFA (14,22%). U kokultivace byla oproti kontrolni kvasince potlacena
produkce MUFA na tikor PUFA. U kokultivace na fritovacim oleji byly nejvice zastoupenymi
MK PUFA (39,19%), nésleduji MUFA (35,51%) a SFA (25,3%). V porovnanim s kontrolni
kvasinkou kokultivace produkovala vice SFA na tkor MUFA. Grafické zobrazeni pfiloZeno
nize (Obrazek 64).

Z kokultivaci se ukazala byt lepSim lipidickym producentem kokultivace na kdvovém oleji
(Obrazek 65). Oproti kontrolni kvasince bylo ale mnozstvi produkovanych lipida kokultivaci
mensi. U kokultivace na fritovacim oleji bylo mnoZstvi vyprodukovanych lipidii v porovnéni
S kontrolni kvasinkou pomérn€¢ malé, tato skuteCnost ale mulze souviset s faktem, ze
kokultivace upfednostnila produkci biomasy na ukor syntézy lipidickych latek.
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Obrdazek 63: Grafické zndzorneéni produkce metabolitit R. kratochvilovae a S. obliquus na
odpadnich olejich
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Obrazek 64: Grafické zndzornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
kratochvilovae s S. obliquus na odpadnich olejich
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Obrazek 65: Porovnani procentualniho zastoupent lipidit kokultivace R. kratochvilovae
se S. obliquus na odpadnich olejich s jejich biomasou

4.2.5 Rhodotorula kratochvilae a Chlamydomonas reinhardtii

Tabulka ¢. 23. Produkce biomasy kokultiva¢nich experimentd s R. kratochvilovae a Ch.
reinhardtii na odpadnich olejich

Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej
Biomasa 6,79 12,28 0,03 4,53 14,31
(g:1")

Z experimentll na kavovém oleji se ukazala lepSim producentem biomasy, ubichinonu i
celkovych steroli kontrolni kvasinka (Obrazek 66). Kokultivace produkovala stejné
metabolity jako kvasinka, ale v men$im mnoZstvi, nejvice zastoupen byl ubichinon (3,59
mg/g suSiny), celkové steroly (1,17 mg/g suSiny) a celkové karotenoidy. B-karotenu
vyprodukovala kokultivace vice nez kontrolni kvasinka.

V kokultivaci na fritovacim oleji je nejvice zastoupen ubichinon (3,8 mg/g susiny) a
celkové steroly (2,38 mg/g biomasy). Tyto hodnoty produkce jsou mensi nez u odpovidajici
kontrolni kvasinky, miize to byt ale zplsobeno tim, Ze kokultivace uptednostnila tvorbu
biomasy na tkor metaboliti. Biomasy vyprodukovala kokultivace vice neZ kontrolni
kvasinka. V mensim mnozstvi byly ve vzorku zastoupeny i celkové karotenoidy a p-karoten.
V obou kokultivacich byly pfitomny metabolity mikrofas, lutein a chlorofyly, ale ve vyrazné
mensi mife neZ u kontrolni kvasinky.

Profil produkovanych MK timto typem kultivace je graficky znazornén nize (Obrazek 67).
Profil kavové kokultivace byl nejvice tvoren PUFA (47,1%), poté nasleduji SFA (38,8%) a
MUFA (14,1%). U kokultivace se profil MK skladal z 46,44% PUFA, 36,93% MUFA a
16,62% SFA. Jednotlivé produkované slozky kokultivaci a jejich pfislusnych kontrolnich
kvasinek jsou srovnatelné.

76



Nejvétsimi producenty celkovych lipidu (Obrazek 68) z kokultivaci se ukazala byt lepsim
producentem ta, kultivovana na kdvovém oleji. Ob¢ kokultivace vytvorily mensi mnoZzstvi
lipidt nez jejich kontrolni kvasinky. Nejmensim producentem ze vSech kultivaci se ukazala
byt kontrolni mikrofasa.
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Obrdazek 66: Grafické zndzornéni produkce metabolitii R. kratochvilovae a Ch. reinhardtii
na odpadnich olejich
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Obrazek 67: Grafické zndzornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
kratochvilovae s Ch. reinhardtii na odpadnich olejich
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Obrazek 68: Porovnani procentualniho zastoupent lipidit kokultivace R. kratochvilovae
s Ch. reinhardtii na odpadnich olejich s jejich biomasou

4.2.6 Rhodotorula kratochvilae a Desmodesmus acutus

Tabulka ¢. 24. Produkce biomasy kokultivacnich experimenti s R. kratochvilovae a D. acutus
na odpadnich olejich

Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej
Biomasa 6,79 12,28 0,03 4,61 13,61
(g:1")

Z kavovych experimenti byla lepSim metabolickym producentem kontrolni kvasinka
(Obrazek 69). U kokultivace byly pfitomny vSechny metabolity, jako u kvasinky, ale v mensi
mife. Nejvice zastoupen byl ubichinon (6,08 mg/g suSiny), dale celkové steroly (4,64 mg/g
susiny) a celkové karotenoidy. Produkce biomasy byla u kokultivace také niZzsi.

U vzorku kokultivace na fritovaci oleji byla zaznamendna vyrazné vyssi produkce biomasy
na ukor syntézy ostatnich metaboliti nez u jeji kontrolni kvasinky. Nejvice zastoupeny
metabolit byl ubichinon (5,12 mg/g susiny), celkové steroly a karotenoidy. Oba kokultiva¢ni
vzorky obsahovaly také chlorofyly, ale v mnohem mensi mife nez kontrolni mikrotasa.

Profil produkovanych MK timto typem kultivace je graficky znazornén nize (Obrazek 70).
Profil MK kokultivace s kavovym olejem obsahoval 42,11% PUFA, 42,27% SFA a 15,63%
MUFA. V porovnanim s kontrolni kvasinkou je zde mirn€¢ upfednostnén produkce SFA na
ukor MUFA. Kokultivace s fritovacim olejem vyprodukovala 46,19% PUFA, 39,68% MUFA
a 14,13% SFA.

V tomto ptipadé je profil MK kokultivace a kontrolni kvasinky téméf naprosto srovnatelna.
V porovnani s kontrolni mikrofasou jsou u kavové kokultivace vice produkovany SFA oproti

MUFA a u kokultivace na fritovacim oleji byla zaznamenéana vétsi produkce MUFA na ukor
SFA.
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Nejvice lipidi (Obrazek 71) vyprodukovala kokultivace s fritovacim olejem, a to i
porovnani se svou kontrolni kvasinkou. Produkce kokultivace s kavou je o néco nizsi nez u
prislusné kontrolni kvasinky. Nejméné lipidii ze vSech kultivaci vyprodukovala kontrolni

mikrofasa.
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Obrazek 69: Grafické zndazornéni produkce metabolitit R. kratochvilovae a D. acutus na

odpadnich olejich
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Obrazek 10: Grafické zndzornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
kratochvilovae s D. acutus na odpadnich olejich
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Obrazek 71: Porovnani procentualniho zastoupeni lipidii kokultivace R. kratochvilovae
s D. acutus na odpadnich olejich s jejich biomasou

4.2.7 Rhodotorula kratochvilae a Chlorella minutissima

Tabulka ¢. 25. Produkce biomasy kokultiva¢nich experimentd s R. kratochvilovae a Ch.
minutissima na odpadnich olejich

Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej
Biomasa 6,79 12,28 0,03 7,37 7,43
(g7

Dle grafického znazornéni produkce metabolith (Obrazek 72), lze vidét, ze ani jeden
kokultivacni experiment nebyl lepSim producentem metaboliti a biomasy nez jejich
odpovidajici kontrolni kvasinka. Ve vzorku kavové kokultivace byly nejvice zastoupeny
celkové steroly (0,85 mg/g susiny), dale zde byly piitomny celkové karotenoidy a chlorofyly
(celkovych chlorofyll kokultivace vyprodukovala vice nez kontrolni mikrotasa.

U experimentu s kokultivaci na fritovacim oleji byly detekovany pouze celkové steroly
(0,55 mg/g susiny), ostatni metabolity byly zastoupeny v tak malé mife, Ze byly pod hranici
detekce.

Kévova kokultivace méla srovnatelny obsah PUFA (36,25%) a SFA (39,65%), mnozZstvi
MUFA bylo stanoveno na 24,1%. Oproti své kontrolni kvasince uptednostnila tvoru MUFA
namisto PUFA. Kokultivace na fritovacim oleji vyprodukovala 30,94% PUFA, 36,44%
MUFA a 32,62% SFA. V tomto ptipad¢ kokultivace tvofila vice SFA na ukor PUFA. Obé¢
kokultivace syntetizovaly vice MUFA na ukor SFA oproti kontrolni mikrotase (Obrazek 73).

Nejvétsim producentem celkovych lipida (Obrazek 74) v kokultivacich byla zaznamenana

.....

jejich ptislusné kontrolni kvasinky, ale vice nez kontrolni mikrotasa.
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Obrazek 72: Grafické zndzorneéni produkce metabolitit R. kratochvilovae a Ch. minutissima

na odpadnich olejich

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -

50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% - 5
Kvasinka kava ~ Kvasinka frit. olej Rasa kontrola Koku kava Koku frit. olej
m PUFA MUFA n SFA

Obrazek 713: Grafické zndzornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
kratochvilovae s Ch. minutissima na odpadnich olejich
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Obrazek 74: Porovnani procentualniho zastoupeni lipidii kokultivace R. kratochvilovae
s Ch. minutissima na odpadnich olejich s jejich biomasou

4.2.8 Rhodosporidium toruloides a Desmodesmus velitaris

Tabulka ¢. 26. Produkce biomasy kokultiva¢nich experimentt s R. toruoides a D. velitaris na
odpadnich olejich

Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej

Biomasa 3,72 3,85 Neptezila 6,1 10,53
CR)

Srovnanim mikroorganismt kultivovanych na kavovém oleji lze vidét (Obrazek 75), ze
kokultivace byla lepSim producentem biomasy. Naopak ubichinon, celkové steroly a celkové
karotenoidy byly vice zastoupeny ve vzorku kontrolni kvasinky. Miize to byt zplisobeno
skute¢nosti, Ze kokultivace upfednostnila produkci biomasy na ukor metabolitt.

Kokultivace na fritovacim oleji byla naopak vyrazné vétSim producentem biomasy, ale 1
ubichinonu (19,98 mg/g susiny), celkovych steroli (6,19 mg/g susiny) i karotenoidd, nez jeji
kontrolni kvasinka. V obou kokultiva¢nich vzorcich byl v mensi mife ptitomen lutein a B-
karoten.

Z grafické znazornéni profilu MK (Obrazek 76) lze vidét, ze MK produkované kavovou
kokultivaci byly PUFA (44,14%), SFA (12,04%) a MUFA (43,82%). Tato kokultivace oproti
své kontrolni kvasinky dala pfednost tvorbé PUFA misto SFA. Procentudlni zastoupeni MK u
kokultivace na fritovacim oleji ¢inilo 46,14% PUFA, 35,81% MUFA a 16,04% SFA. Profil
MK kokultivace na fritovacim oleji a pfislusné kontrolni mikrotasy je témét shodny.

Nejvice celkovych lipidi (Obrazek 77) u kokultivaci bylo zjisténo u kokultivace na
fritovacim oleji, az poté nasledovala kavova kokultivace. V porovnani s danymi kontrolnimi

.....
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Obrazek 15: Grafické zndzorneéni produkce metabolitit R. toruloides a D. velitaris na
odpadnich olejich
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Obrazek 16: Grafické zndzornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
toruoides s D. velitaris na odpadnich olejich
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Obrazek T7: Porovnani procentualniho zastoupeni lipidit kokultivace R. toruloides s D.
velitaris na odpadnich olejich s jejich biomasou

4.2.9 Rhodosporidium toruloides a Desmodesmus communis

Tabulka ¢. 27. Produkce biomasy kokultivac¢nich experimenti s R. toruoides a D. communis
na odpadnich olejich

Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej
Biomasa 3,72 3,85 0,13 4,1 4,34
(g1

Kévova kokultivace se ukazala byt lepSim producentem biomasy, celkovych sterolt (11,33
mg/g susiny) a ubichinonu (9,19 mg/g susSiny) nez jeji kontrolni kvasinka. Ta byla naopak
vétSim producentem celkovych karotenoidd. V kokultivatnim vzorku byly pfitomny 1
chlorofyly, lutein a B-karoten.

Kokultivace na fritovacim oleji byla lep§im producentem biomasy a celkovych sterolt
(4,95 mg/g susiny), ale zastoupeni ubichinonu a celkovych karotenoidii bylo mensi nez u
kontrolni kvasinky. I vtomto vzorku byly pfitomny chlorofyly, lutein a p-karoten, ale
Vv mens$im mnozstvi nez u kdvové kokultivace. Ve srovnani s kontrolni mikrofasou mély obé
kokultivace ve vzorku vétsi zastoupeni sterolii a ubichinonu, a mensi zastoupeni chlorofylil a
luteinu (Obrazek 78)

Zastoupeni MK v grafickém znazornéni (Obrazek 79) ukazuje, Ze kavova kokultivace
obsahovala srovnatelné zastoupeni PUFA (44,14%) a SFA (43,82%), nejméné& zastoupenou
slozkou byly MUFA (12,04%). Oproti své kontrolni kvasince uptfednostnila kokultivace
tvorbu PUFA misto SFA. SloZeni profilu MK u kokultivace kultivované na médiu
s fritovacim oleji bylo nasledujici — PUFA (46,14%), MUFA (35,81%) a SFA (18,04%).
Tento profil je srovnatelny s kontrolni kvasinkou na fritovacim oleji.
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Co se tyka celkového zastoupeni lipida (Obrazek 80) byla z kokultivaci lep$im
producentem ta, na fritovacim oleji.

Obecné ale byla tvorba lipidi v kokultivaci mensi nez u kontrolni kvasinky. V pfipadé
kavové kokultivace opét platilo, ze vice lipidi vyprodukovala kontrolni kvasinka namisto
kokultivace.

Kontrolni mikrotasa neni zahrnuta v Zadném grafu, protoze nepiezila kultivaci.
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Obrazek 18: Grafické zndzornéni produkce metabolitii R. toruloides a D. communis na
odpadnich olejich
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Obrazek 19: Grafické zndzornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
toruoides s D. communis na odpadnich olejich
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Obrazek 80: Porovnani procentualniho zastoupent lipidit kokultivace R. toruloides s D.

communis na odpadnich olejich s jejich biomasou

4.2.10 Rhodosporidium toruloides a Desmodesmus armatus

Tabulka ¢. 28. Produkce biomasy kokultiva¢nich experimentt s R. toruoides a D. armatus na

odpadnich olejich
Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej
Biomasa 3,72 3,85 0,08 4,14 3,57
(g7

Kavova kokultivace se ukazala byt nejlepSim producentem celkovych sterold (11,05 mg/g
susiny). Druhym nevice zastoupenym metabolitem byl ubichinon (15,56 mg/g susiny) a poté
celkové karotenoidy, chlorofyly, lutein a B-karoten. Srovnanim s kontrolni mikrofasou byla
produkce vsech metabolitt (kromé celkovych sterold) nizsi. U kokultivace bylo zjisténo vétsi
mnozstvi celkovych sterolll a biomasy, naopak zde bylo méné ubichinonu a celkovych
karotenoidl oproti kontrolni kvasince.

Kokultivace na fritovacim oleji vyprodukovala vice vsech metaboliti neZ jeji odpovidajici
kontrolni kvasinka (pouze celkovych steroli bylo syntetizovano méng). Hodnota ubichinonu
¢inila 17,18 mg/g susiny, dale byly ve vzorku zastoupeny celkové karotenoidy, lutein a
chlorofyly. V tomto piipadé byly produkty kokultivace vyrazné niz8$i nez u kontrolni
mikroftasy. (Obrazek 81)

Profilu MK (Obrazek 82) v tomto piipadé ukazuje, ze profil kavové kokultivace tvorily
Z nejvetsi Casti PUFA (43,11%), Druhymi nejzastoupengj$imi byly SFA (35,46%) a az poté
nasledovaly MUFA (21,42%). Tato kokultivace oproti své kontrolni kvasinky upfednostnila
tvorbu PUFA oproti SFA.
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U kokultivace na fritovacim oleji tipln€ chybi slozka PUFA, profil je tvoien pouze MUFA
(68,2%) a SFA (31,8%). Tato kokultivace dala oproti své kontrolni kvasince prednost tvorbé
MUFA a uplné potlacilo tvorbu PUFA.

Nejlepsim producentem lipidickych latek (Obrazek 83) v kokultivacich byla kokultivace na
fritovacim oleji. Mnozstvi obsazenych lipidickych latek je vtomto pfipadé srovnatelné
s kontrolni kvasinkou kultivovanou na fritovacim oleji. Mnozstvi lipida tvofenych kavovou
kokultivaci je nizs$i nez u kontrolni kavové kvasinky. Mikrofasa vyprodukovala ze vSech
kultivaci nejméné lipidu.
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Obrazek 81: Grafické zndazorneéni produkce metabolitii R. toruloides a D. armatus na
odpadnich olejich
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Obrazek 82: Grafické zndzornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
toruoides s D. armatus na odpadnich olejich
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4.2.11 Rhodosporidium toruloides a Scenedesmus obliquus

Tabulka ¢. 29. Produkce biomasy kokultiva¢nich experimentt s R. toruoides a S. obliquus na

Koku frit. olej

odpadnich olejich
Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej
Biomasa 3,72 3,85 0,10 4,10 3,17
(g1

Lepsim producentem celkovych metabolitd (Obrazek 84) se v tomto piipadé ukazala byt
kokultivace na kavovém médiu, kdy byly nejvice produkovany celkové steroly (14,0 mg/g
susiny), nasledoval ubichinon (12,85 mg/g susiny), celkové karotenoidy (0,73 mg/g susiny) a
celkové chlorofyly (0,68 mg/g susiny). V porovnani se svoji kontrolni kvasinkou byly
produkce vsech latek, kromé ubichinonu vyssi. Co se mnozstvi biomasy tyce ta byla mezi
kokultivaci a kontrolni kvasinkou pfiblizné srovnatelna.

V piipad¢é kokultivace na fritovacim olej byl také nejvétsim produktem ubichinon (11,73
mg/g susiny), druhym nejvice zastoupenym metabolitem byly celkové steroly (1,76 mg/g
suSiny). Zadné dal§i hlavni metabolity nebyly detekovany. Porovnanim se svou kontrolni
kvasinkou byly produkce ubichinonu srovnatelné, ale hodnoty biomasy i celkovych sterola
byly niz$i. Kavova kokultivace byla jedina, ktera ve svych metabolitech obsahovala
detekovatelné mnozstvi celkovych chlorofyli, v ptipadé kultivace na fritovacim oleji nebyly
zjistény Fasové metabolity zadné. Zadna kokultivace nebyla schopna ani srovnatelné produkce
fasovych metabolitii kontrolni mikrotasy.
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Z profilu MK (Obrazek 85) lze konstatovat, ze se kavova kokultivace ukazala byt obecné
nejlepSim producentem PUFA (46,73%), druhymi nejvice zastoupenymi MK byly SFA
(39,69%) a poté MUFA (13,58%). Oproti kontrolni kvasince kokultivace uptednostnila tvorbu
PUFA na tkor SFA.

Kokultivace na fritovacim oleji byla obecné nejvétsim producentem MUFA (42,21%), dale
vyprodukovala 35,1% PUFA a 22,69% SFA. Profil MK byl srovnatelny s kontrolni
kvasinkou, jen s tim rozdilem, Ze kokultivace vyprodukovala mensi mnozstvi PUFA na tkor
MUPFA. Kokultivace na kavovém oleji produkovala srovnanim s kontrolni mikrofasou vice
PUFA na tkor SFA a kokultivace na fritovacim oleji méla vétsi zastoupeni MUFA na ukor
SFA.

Nejlepsimi producenty lipidickych latek (Obrazek 86) se opét ukazala byt kokultivace na
fritovacim oleji. V tomto piipad¢ byla produkce lipidii kontrolni kvasinkou vys$i nez u
kokultivace. Kontrolni mikrotfasa obsahovala ve srovnani se vSemi kultivacemi nejmensi
mnozstvi lipidu.
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Obrazek 84: Grafické zndzorneéni produkce metabolitii R. toruloides a S. obliquus na
odpadnich olejich
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Obrazek 85: Grafické znazornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
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Obrdazek 86: Porovnani procentudlniho zastoupent lipidii kokultivace R. toruloides se S.
obliquus na odpadnich olejich s jejich biomasou

4.2.12 Rhodosporidium toruloides a Chlamydomonas reinhardtii

Tabulka ¢. 30. Produkce biomasy kokultiva¢nich experimenti s R. toruoides a Ch. reinhardti
na odpadnich olejich

Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej
Biomasa 3,72 3,85 0,25 5,77 7,16
(g1
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U nasledujicich kokultivaci byl nejvice produkovanym metabolitem ubichinon (Obrazek 87).
Tato produkce byla zaznamendna u kokultivace na kavovém oleji a dosahovala hodnoty 20,43
mg/g susiny, nasledovala produkce celkovych sterold (6,05 mg/g suSiny) a poté celkové
karotenoidy (0,78 mg/g susiny). Ve srovnani s kontrolni kvasinkou byla produkce ubichinonu
srovnatelna, celkovych sterold se tvorilo méné. Kokultivace byla ale vétsim producentem
biomasy a celkovych karotenoidu.

V piipad¢ kokultivace na fritovacim oleji byl také nejvice zastoupen ubichinon (8,44 mg/g
susiny), poté celkové steroly (4,23 mg/g susiny) a celkové karotenoidy (0,77 mg/g susiny).
Kokultivace na fritovacim olej je ze vSech kultivaci nejvétSim producentem biomasy.
Srovnanim Se svou kontrolni kvasinkou byla produkce ubichinonu mensi, ale produkce
sterolll i karotenoidd je naopak vyssi. V porovnanim obou kokultivaci s kontrolni mikrotfasou
1ze vidét, Ze ani jedna nebyla schopna ani srovnatelné produkce fasovych metabolitt.

Na grafickém znazornéni nize (Obrazek 88) lze pozorovat, ze u kavové kokultivace byly
nejvice zastoupenou MK PUFA (46,54%), nasleduji SFA (40,63%) a nejméné zastoupeny
byly MUFA (12,83%). Kokultivace se odlisuje od kontrolni kvasinky svou produkci MK tim,
ze bylo produkovano vice PUFA oproti MUFA 1 SFA.

Profil MK kokultivace na fritovacim oleji ukéazal nejvétsi zastoupeni PUFA (46,29%),
nasleduji MUFA (36,79%) a nejméné zastoupené¢ byly SFA (16,92%). Profily MK
kokultivace 1 kontrolni kvasinky jsou témét stejné. Srovnanim mikrofasy a kavové
kokultivace lze konstatovat, ze mnozstvi SFA je srovnatelné, ale v ptipadé kokultivace bylo
mnozstvi PUFA mensi na ukor MUFA. V kontrolni mikrofase nebylo MUFA produkovano
vubec. U kokultivace na fritovacim olej byla MUFA oproti mikrotase produkovéana na ukor
SFA i PUFA.

V otazce celkového zastoupeni lipidi (Obrazek 89) se ukazala byt nejlepSim producentem
kokultivace na fritovacim oleji. Samotna kvasinka na fritovacim oleji syntetizovala méné
lipidii nez kokultivace. V ptipadé¢ kavovych kultivaci se ukazala byt lepSim producentem
lipidickych latek kontrolni kvasinka nez kokultivace. Nejmensi zastoupeni lipida se ukazalo
byt u kontrolni mikrotasy, toto mnozstvi bylo mnohem mensi nez u kokultivaci.

91



20 A
15 A
10 A
5 -
0 |
Kvasinka kava Kvasinka frit.olej Kontr. Rasa Koku kéava Koku frit.olej
m |utein [mg/g] m betakaroten [mg/g] m celkové karotenoidy [mg/g]
= celkové chlorofyly [mg/g] m ubichinon [mg/qg] biomasa [g/1]

m celkové steroly [mg/g]

Obrdazek 87: Grafické zndzorneéni produkce metabolitii R. toruloides a Ch. reinhardtii na
odpadnich olejich
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Obrazek 88: Grafické zndzornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
toruoides s Ch. reinhardtii na odpadnich olejich
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Obrdazek 89: Porovnani procentudlniho zastoupeni lipidii kokultivace R. toruloides s Ch.
reinhardtii na odpadnich olejich s jejich biomasou

4.2.13 Rhodosporidium toruloides a Chlorella minutissima

Tabulka ¢. 31. Produkce biomasy kokultivaénich 93xperiment s R. toruoides a Ch.
Minutissima na odpadnich olejich

Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. Olej

Biomasa 3,72 3,85 0,14 6,96 3,57
CR)

V ptipad¢ tohoto experimentu se ukazala byt jako nejlepsi kokultivaci v otazce produkce
metaboliti Kokultivace na fritovacim oleji (Obrazek 90). Nejvice produkovany byl ubichinon
(14,10 mgl/g susiny), poté nasledovaly celkové steroly (4,20 mg/g suSiny), dale to byly
celkové karotenoidy (0,75 mg/g susiny). V porovnani se svoji kontrolni kvasinkou byla
produkce vSech metabolitd vyssi, celkova biomasa pak byla u kokultivace o néco nizsi.
V porovnani s kontrolni mikrotasou se kokultivace ukazala byt horsim producentem fasovych
metabolitl.

U kokultivace na kavovém oleji byly nejvice zastoupenym produktem opét ubichinon,
s hodnotou produkce 12,63 mg/g susiny, opét nasledovaly celkové steroly (3,75 mg/g suSiny)
a celkové karotenoidy (0,78 mg/g susiny). Po porovnani s kontrolni kvasinkou byly ov§em
veskeré syntézy metabolitl niz§i. Mlze to byt zplsobeno tim, Ze kokultivace upfednostnila
produkci biomasy (kterd je vysSi neZ u kontrolni kvasinky) na ukor tvorby metaboliti.
Srovnanim s kontrolnim mikrofasou platilo 1 v tomto ptipad¢, Ze kokultivace nebyla schopna
ani srovnatelné produkce metabolita.
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Srovnanim produktd vyprodukovanych MK (Obrazek 91) ukazuje, ze kavova kokultivace
je obecné nejvétsim producentem PUFA (45,45%), nasleduji SFA (43,32%) a MUFA
(11,23%).

Oproti odpovidajici kvasinkové kontrole kokultivace produkovala vice PUFA na ukor
zbylych MK. U kokultivace ve fritovacim oleji jsou nejvétsSim produktem PUFA (44,86%),
poté MUFA (37,67%) a SFA (17,47%). V tomto piipady jsou profily MK kokultivace a
kvasinky na fritovacim oleji srovnatelné. Ve srovnani s kontrolni mikrotasou produkovala
kavova kokultivace vice PUFA a SFA na ukor MUFA, v piipadé kokultivace na fritovacim
oleji byla podpofena syntéza MUFA na ukor SFA.

Z kokultivaci se ukazala byt lep§im producentem celkovych lipidi (Obrazek 92) ta
V ptitomnosti fritovaciho oleje, ale jeji produkce je mensi nez produkce odpovidajici kontrolni
kvasinky. Také mnozstvi lipidi ptitomnych v kavové kokultivaci je nizs$i nez v kvasince
kultivované na kavovém oleji. V tomto ptipadé to miize byt zptsobeno vEétSim nartstem
biomasy na tkor syntézy lipidickych latek. Kontrolni mikrofasa byla mensi producent lipidii
nez ob¢ kokultivace.
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Obrazek 90: Grafické znazornéni produkce metabolitii R. toruloides a Ch. minutissima na
odpadnich olejich
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Obrazek 91: Grafické znazornéni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
toruoides s Ch. minutissima na odpadnich olejich
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Obrazek 92: Porovnani procentudlniho zastoupeni lipidii kokultivace R. toruloides s Ch.
minutissima na odpadnich olejich s jejich biomasou

4.2.14 Rhodosporidium toruloides a Desmodesmus acutus

Tabulka ¢. 32. Produkce biomasy kokultivaénich experimentii s R. toruoides a D. acutus na

odpadnich olejich
Kvasinka Kvasinka | Mikrofasa | Kokultivace | Kokultivace
kava frit.olej kava frit. olej
Biomasa 3,72 3,85 Nepiezila 1,98 4,64
(g1
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Z kokultiva¢nich experimentt (Obrazek 93) se ukazala byt Ilep§im metabolickym
producentem kokultivace na fritovacim oleji. Jejimi hlavnimi metabolity byly ubichinon
(15,62 mg/g susiny), steroly (10,68 mg/g suSiny) a karotenoidy (2,03 g/mg suSiny).
V porovnani s odpovidajici kvasinkou jsou produkovany stejné hlavni metabolity a v ptipadé
kokultivaci jsou produkovany ve vétSich mnozstvich. 1 biomasa produkovana touto
kokultivaci dosahovala vyssi hodnoty.

Kokultivace na kavovém oleji produkovala také ubichinon (7,78 mg/g susiny), karotenoidy
(0,34 mgg susiny) a sterolické latky (2,79 mg/g susiny). V tomto piipad¢ je ale tvorba vSech
metabolitll nizs$i nez u odpovidajici kontrolni kvasinky.

Z grafického zobrazeni profilu MK (Obrazek 94) lze vidét, ze v kokultivacich v kavovém
oleji byly produkce SFA (45,14%) a PUFA (41,,33%) pomérné srovnatelné. Tato kokultivace
je obecné nejmensim producentem MUFA (13,53%). Oproti kontrolni kvasince na kavovém
oleji tato kokultivace vyprodukovala vice PUFA na ukor ostatnich MK. Nasleduje
kokultivace v ptitomnosti fritovaciho oleje, kdy jsou produkce vSech MK srovnatelné — SFA
33,27%, MUFA 33,23% a PUFA 33,49%. V porovnanim s kontrolni kvasinkou kultivovanou
na fritovacim oleji byla podpofena produkce SFA na tkor MUFA A PUFA.

V otazce celkového mnozstvi produkovanych lipidd (Obrazek 95) kokultivacemi
vyprodukovala nejvétsi na fritovacim oleji. Odpovidajici kontrolni kvasinka byla ovSem
zodpovédna za vétsi lipidickou produkci nez kokultivace. U kavové kokultivace bylo
mnozstvi pfitomnych lipidit mensi nez u kokultivace na fritovacim oleji a dokonce i mensi
nez o odpovidajici kontrolni kvasinky.

V grafech neni uvedena kontrolni kvasinka z toho diivodu, Ze nepiezila kultivaci.
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Obrdazek 93: Grafické znazornéni produkce metabolitii R. toruloides a D. acutus na
odpadnich olejich
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Obrazek 94: Grafické znazorneni vyprodukovanych mastnych kyselin kokultivace R.
toruoides s D. acutus na odpadnich olejich
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Obrazek 95: Porovnani procentualniho zastoupeni lipidit kokultivace R. toruloides s D.
acutus na odpadnich olejich s jejich biomasou
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4.3 Experimenty mikrofas s glycerolem

Cilem téchto experimentt bylo zjistit jaky vliv na riist a metabolismus mikrofas mé kultivace
mikroorganismt v produkénich médiich obohacenych o urcité koncentrace glycerolu a tim
vystavenim mikrofas stresové situaci.

4.3.1 Desmodesmus communis

Tabulka ¢. 33. Produkce biomasy D. communis v médiich s riiznou koncentraci glycerolu

Koncentrace glycerolu (g-1?) Biomasa (g-1")
0 0,004
5 0,023
10 0,070
15 0,109
20 0,085
25 0,069

Nejvice produkovanym metabolitem sledovanych mikrofas byl ubichinon a byl detekovan u
média s koncentraci glycerolu 20 g/l (Obrazek 96), jeho hodnota byla 2,11 mg/g susiny. U
médii s koncentraci glycerolu 5, 10 a 15 g/l byla jeho produkce srovnatelna a pii koncentraci
25 g/l se neprodukoval viibec.

U posledni zminéné koncentrace se, v porovndni s ostatnimi experimenty, netvorily
metabolity témér vibec. V porovnani s kontrolni mikrotasou jsou ale veskeré vytézky
kultivaci s glycerolem minimalni produkci metabolitd. Lze bezpecné tvrdit, ze pridanim
glycerolu do média dochazi k poklesu produkce biomasy i metaboliti.

U vsech typu kultivace tohoto experimentu jsou majoritnimi MK SFA (Obrazek 97). Jejich
nejvétsim producentem byla mikrotasa v prostiedi s 15 g/l koncentraci glycerolu (47,06%) a
mikrofasa V prostiedi s 20 g/l koncentraci glycerolu (47,76%).

U vSech kultivaci kromé& mikrofasy v koncentraci glycerolu 5g/l byly druhou nejvice
zastoupenou slozkou MK PUFA. U glycerolu 5g/1 to byly MUFA, kterych bylo obecné
vyprodukovano nejvice ze vSech kultivaci (34,48%). Nejvice PUFA bylo zjisténo u kultivace
v glycerolu 10g/l (34,97%). Profil produkovanych MK byl srovnatelny s kontrolni
mikrotasou.

Co se tyce procentudlniho zastoupeni lipidickych latek v zdvislosti na vyprodukované
biomase (Obrazek 98), Ize sledovat, Zze se zvySujici se koncentraci glycerolu v médiu klesa
produkce lipidickych latek. Ve vSech ptipadech je mnoZstvi lipidi mensi neZ u kontrolni
mikrofasy.

98



14
12
10

o N B OO 0

m. 0

Mikrotasa 59/ 10 g/l 159/l 20 g/l 25 g/l
kontrola
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m celkové chlorofyly [mg/g] m ubichinon [mg/qg] 1 biomasa [g/1]
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Obrazek 96: Grafické porovnani produkovanych metabolitii D. communis v riiznych
koncentracich glycerolu
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Obrazek 97: Grafické porovnani profilii produkovanych MK D. communis v riiznych
koncentracich glycerolu
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B Procentualni zastoupeni lipidi v biomase = Biomasa

Obrazek 98: Celkova produkce lipidii D. communis v prostredi s riznou koncentract
glycerolu

4.3.2 Desmodesmus armatus

Tabulka ¢. 34. Produkce biomasy D. armatus v médiich s riiznou koncentraci glycerolu

Koncentrace glycerolu (g-1?) Biomasa (g-1"!)
0 0,004
5 0,025
10 0,018
15 Nepiezila
20 Nepiezila
25 Nepiezila

Z grafického znazornéni produkce metabolitii (Obrazek 99) lze vidét, ze po pridani jakékoli
koncentrace jsou metabolity fas srovnatelné. NejvétSich hodnot dosahovala produkce
ubichinonu a poté nasleduji v menSim mnozstvi celkové steroly. V porovnani s kontrolni
mikrofasou je ale produkce obou mikrofas v médiu s glycerolem vyrazné€ niz§i a neobsahuje
vSechny metabolity, které¢ produkovala samotna mikrotfasa. Ta mimo jiz zminéné metabolity
produkovala i lutein, f-karoten. |1 vtomto piipadé se da pozorovat, ze aplikovany stres
Vv podobé piidani glycerolu do média ma za vliv pokles jak produkce biomasy, tak i
metaboliti.

Nejvice SFA vyprodukovala mikrofasa (Obrazek 100) v prostiedi s koncentraci glycerolu
10 g/l (51,7%). Zaroven vyprodukovala také nejvice MUFA (48,3%). PUFA neprodukovala
vibec. Mikrotasa v prostiedi s koncentraci glycerolu 5 g/l vyprodukovala SFA (30,22%),
MUFA (47,5%) i PUFA (22,28%).

Oproti kontrolni mikrofasy (kdy byly produkovany primarné PUFA a poté SFA), tato
mikrotfasa upfednostnila produkci MUFA oproti jak SFA tak PUFA. U kultivace mikrofasy S
koncentraci glycerolu 10 g/l byly produkovany pouze SFA (51,7%) a MUFA (48,3%).
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V piipadé procentudlniho zastoupeni lipidi v zavislosti na biomase (Obrazek 101) je
graficky zobrazena pouze procentudlni zavislost. Je to z divodu minimalniho narastu biomasy
a tedy neschopnosti zobrazit ji v grafu spolecné€ s procentudlnim zastoupenim. Nejvice
lipidickych latek vyprodukovala kontrolni kvasinka oproti glycerolovym kultivacim. dale
nasleduje médium s koncentraci glycerolu 5 g/l a nejméné jich vyprodukovala mikrofasa
v médiu s glycerolem 10 g/l. Lze vidét, Ze se zvySujici se koncentraci glycerolu klesala
produkce lipidickych latek.

30
25
20
15

10

Mikrofasa kontrola 59/ 10 g/l
lutein [mg/g] m betakaroten [mg/g] m celkové karotenoidy [mg/g]

m celkové chlorofyly [mg/g] m ubichinon [mg/qg] biomasa [g/1]

celkové steroly [mg/g]

Obrazek 99: Grafické porovnani profilu produkovanych MK D. armatus v riiznych
koncentracich glycerolu
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Mikrotasa Glycerol 5 g/l Glycerol 10 Mikrotasa kontrola ~ Glycerol 5 g/l Glycerol 10 g/l

kontrola g/l
PUFA = MUFA = SFA B Procentudlni zastoupeni lipid v biomase
Obrazek 100: Grafické porovnani Obrazek 101: Celkova produkce lipidi
profilii produkovanych MK D. armatus D. armatus v prostredi s riiznou
V riiznych koncentracich glycerolu koncentraci glycerol
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4.3.3 Scenedesmus obliquus a Desmodesmus acutus

Tabulka ¢. 35. Ziskana biomasa Scenedesmus obliquus

Koncentrace glycerolu (g-1?) Biomasa (g-1")
0 0,06
5 Neptezila
10 Neptezila
15 Neptezila
20 Neprezila
25 Neptezila

Tabulka ¢&. 36. Ziskana biomasa Desmodesmus acutus

Koncentrace glycerolu (g-1?) Biomasa (g-1™)
0 0,14
5 NepieZila
10 Neprezila
15 NepieZila
20 Neprezila
25 Neprezila

V piipad¢ kultivaci Sc. Obliquus a D. acutus ve stresovych glycerolovych médii lze vidét
(102aTabulka ¢. 35 a Tabulka ¢. 36), Ze ani jedna mikrofasa nebyla schopna piezit
V ptitomnosti zadné koncentrace glycerolu. Tyto dvé mikrofasy se ukazaly naprosto

neschopné kultivace v prostiedi, kdy je mimo vzdu$ného C navic uhlik ve formé glycerolu.
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5 Zavér

Diplomova prace byla zaméfena na karotenogenni kvasinky a zelené mikrotasy a jejich
vystevni biologickému nutricnimu a svételnému stresu. Biologicky stres zajistovaly
kokultivace (tj. cilena kultivace fas a kvasinek v ramci jednoho média. Nutri¢ni stres byl
zpusoben pridanim esencialnich prvki (v pozdé€jsim ptipadé oleji) do standardizovaného
kultiva¢niho média. Svételny stres bylo mozné vyvolat v multikultivatorovych experimentt,
S fizenou intenzitou osvétleni. Studovanymi kvasinkami byly Rhodosporidium toruloides,
Rhodotorula kratochvilovae a Sporobolomyces pararoseus. Zastupce mikrofas tvofili
Desmodesmus acutus, Desmodesmus armatus, Scenedesmus obliquus, Desmodesmus
velitaris, Desmodesmus communis, Coccomyxa sp. Chlamydomonas reinhardtii a Chlorella
minutissima.

Kultivaci mikrotas v médiu s pfidanym obsahem glycerolu (nutri¢ni stres), bylo mozné
pozorovat klesajici produkci biomasy, metabolitl i lipidickych latek v zavislosti na zvySujici
se koncentraci glycerolu v médiu. Lze konstatovat, ze vystavenim téchto mikrofas tomuto
konkrétnimu stresovému faktoru zapficilo utlumeni Zivotaschopnosti mikroorganismi az
jejich thyn.

V nasledujici Casti budou popsany nejvyznamnéjsi kultivace jak v multikultivatorech, tak i
na odpadnich olejich.
nejvetsim producentem biomasy v médiich s obsahem P+N 200% a P+N 400%. Metabolicka
ani lipidickd produkce nedosahovala u kokultivaci ani srovnatelnych hodnot s kontrolnimi
mikroorganismy. U kokultivace R. toruloides a D. acutus byla produkce biomasy v porovnani
s kontrolni kvasinkou vys$$i pouze u média s obsahem P+N 300%. V piipadé produkce
metabolitl je tieba zminit, Ze v kokultiva¢nich vzorcich bylo obnaZeno nezanedbatelné
mnozstvi fasovych metabolitd, i kdyZ v mensi mife nez i kontrolni mikrorasy. Akumulace
lipidi byla u kokultivaci niz§i nez u kontrolnich mikroorganismii a platilo, ze
Vv odpovidajicich sadach experimentl akumulace lipidii klesala se zvySujicim se obsahem
piidanych prvku v médiu. Kokultivace R. toruloides s D. acutus sice nebyla vyznamnym
producentem biomasy, ale tvorba metaboliti byla nezanedbatelna. Vzorky obsahovaly jak
kvasinkové tak i fasové metabolity. U akumulace lipidii opét platilo, ze v odpovidajicich
sadach experimentli akumulace lipida klesala se zvySujicim se obsahem pfidanych prvki
v médiu. Posledni zminénou kultivaci bude R. toruloides s D. velitaris. Ani v tomto piipadé¢
nelze hovofit o vyznamné produkci biomasy, ale v profilu metaboliti je v tomto piipadé
zastoupeno VvEtSi mnozstvi fasovych metaboliti nez v pfedchozim piipad€. Vypada to, Ze
mikrofasa byla v tomto piipad¢ schopna konkurovat jak ristem, tak i metabolickou produkci
kvasince.

Multikultivatorovy kokultivaéni experiment se S. pararoseus a Coccomyxa Sp.
vyprodukoval nejvice biomasy v ptipadé médii s obsahem P+N 200%, P+N 300%, Mg**
200% a P+N+Mg? 300%. Mg2+ 200% experiment vyprodukoval také vyrazné nejveétsi
mnozstvi metabolitli a celkovych lipidd. V experimentu e S. pararoseus a D. armatus byla
nejvyznamnéj$im producentem biomasy kokultivace v médiu s obsahem Mg?* 200%. Média
s obsahem P+N 300% a Mg?* 200% byly nejvyznamnéjsimi producenty ubichinonu. V tomto
ptipadé kokultivace nebyly schopné vyraznéjsi akumulace lipida.
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Z mutlikultivatorovych experimenti s R. kratochvilovae a D. communis byla vyssi

produkce biomasy nez u kontrolnich mikroorganismt u médii s ptidavkem P+N 200% a P+N
400%. Metabolické produkce byla u vSech kokultivaci velmi rozmanit4 a zpravidla vyssi nez
u kontrolni kvasinky. V otazce celkové akumulace lipidd byla pouze kokultivace v médiu
s Mg?* 300% vyssi nez u kontrolni kvasinky. Kokultivace R. kratochvilovae s D. armatus
byla ve vSech kokultivacich s ptidanymi prvky vétsim producentem biomasy nez kontrolni
kvasinka. Nejvétsi metabolickd produkce byla pozorovana u média s P+N+Mg?" 300%.
Nejvice akumulovanych lipidi byla obsazeno ve vzorcich kokultivaci s P+N 400% a
P+N+Mg?* 300%. Ostatni kultivace akumulovaly méné lipidi neZ kontrolni mikroorganismy.
V piipad¢ kultivace R. kratochvilovae s D. velitaris byla produkce biomasy nejvyssi u médii
se slozenim P+N 300%, Mg2+ 300% a P+N+Mg?" 300%. V ostatnich kultivacich byla
biomasa nizsi nez u kontrolnich mikroorganismii. Metabolicka produkce kokultivaci byla ve
vSech pfipadech vyS$$i neZ u kontrolni kvasinky. Kokultivace sice obsahovaly i fasové
metabolity, ale ve vyrazné menSim mnoZstvi nez u kontrolni mikrofasy. Lipidicka produkce
vSech kokultivaci byla niz8i nez u kontrolni kvasinky. Vyrazné nejvétsi produkce biomasy
oproti kontrolni kvasinky u kokultivace R. kratochvilovae s D. acutus byla zjisténa u média
s P+N 200%. Metabolicka produkce byla nejvyssi u P+N sady kokultivaci. Akumulace lipida
byla vyrazné nejvyssi opét u média s obsahem P+N 200%. Nejvice tvofené biomasy u R.
kraochvilovae se S. obliquus byla pozorovana u média s obsahem P+N 300% a Mg?* 200%. U
tohoto experimentu je nutny zminit fakt, ze kokultivace byly schopné minimaln¢ srovnatelné
produkce fasovych metaboliti s kontrolni mikrotasou. Akumulace lipidl je obecné nejvyssi u
média s obsahem P+N 200%.
s kvasinkou R. toruloides. Tato kvasinka se s mikrofami D. velitaris, D. communis a Ch.
reinhardtii ukazala byt lepSim producentem biomasy kultivaci na obou odpadnich olejich i
metaboliti neZ jejich kontrolni Kultivace. V piipad¢ experimentu s R. toruoides a fasami D.
acutus, S. obliquus a Ch. minutissima byly v pfipadé kokultivaci na kavovém oleji
zaznamenany veétsi produkce biomasy ve srovnani s kontrolni kvasinkou. Kokultivace R.
toruloides s D. acutus se ukazala byt jedinou kokultivaci této sady experimentti dosahujici
lepsim produkci kokultivaci na fritovacim oleji. Produkce metaboliti byla u kokultivaci
obecné minimaln¢ srovnatelna s kontrolni kvasinkou. Metabolity mikrotfas byly pfitomné ve
vSech kokultivacich, ale v tomto pfipadé ve vyrazné menSim mnozstvi nez u kontrolnich
mikrotas. V otazce celkové produkce lipida byla kokultivace R. toruloides s Ch. reinhardtii
na fritovacim oleji jedinou kultivaci, kdy kvasinka s mikrofasou vyprodukovaly vice
lipidickych latek nez kontrolni kvasinka. Ve vSech ostatnich ptipadech byla produkce lipidi u
kokultivaci mensi neZ u kontrolnich kvasinek. U této sady experimentd je tieba jesté zminit,
ze u vSech sad kokultivaci byla minimaln€ jedna, ktera svou produkci biomasy prekonala
odpovidajici kontrolni mikrofasu.

Z kokultivaci na odpadnich olejich s R. kratochvilae byla vyssi produkce biomasy u obou
typt odpadnich oleji zaznamenana pouze u kokultivace s D. velitaris. R. kratochvilovae
s mikrofasami D. communis a Ch. minutissima vyprodukovala vice biomasy v médiu
s kavovym olejem. Vyssi tvorbu biomasy v médiu s odpadnim fritovacim olejem byla
zjisténa u kokultivaci s R. kratochvilae a D. acutus, Ch. reinhardtii a Sc. obliquus.
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Nejvétsi metabolicka produkce byla zaznamenana u kokultivace s D. communis.
V ostatnich ptipadech byly metabolity u kokultivaci zastoupeny méné nez u kontrolnich
kvasinek. V otazce lipidické produkce byla vyssi u kokultivaci na kavovém oleji (v ptipadé R.
kratochvilovae s D. communis a D. velitaris), v médiu na fritovacim oleji byla jedina
kokultivace s vyssi akumulaci lipida ta, s D. acutus.

V ptipad¢ multikultivatorovych experimentl nebyl narust biomasy natolik vyznamny, aby
jeji produkce byla hlavni motivaci experimentu. V piipadé€, ze by ale hlavnim cilem kultivaci
m¢él byt zisk metabolitd, poté se kokultivace ukéazaly jako pomérné vyrazny producent jak
rasovych, tak i kvasinkovych metabolit a mély by byt provedeny dalsi experimenty, slouzici
k optimalizaci média za ucelem co nejvyssi metabolické produkce.

Kokultivace na odpadnich olejich maji velky potencial v tvorbé biomasy i1 produkce
metabolitl. VSechny experimenty popsané v téhle praci byly pouze pilotni. Dalsi experimenty
by mély cilit na optimalizaci média, dale na zjisténi vlivii mnozstvi koncentrace oleji v médiu
na rust a metabolismus kvasinek a mikrofas, a také snaha nalézt nejvhodnéjsi kokultivacni
mikroorganismy. V neposledni fadé by bylo vhodné provést velkoobjemové experimenty ve
fermentorech s fizenym prostiedim.

Experimenty s mikrofasami v prostfedi s ptidanym glycerolem ukéazaly, Ze pFitomnost
glycerolu mikroorganismy hubi a nema tedy smysl v kultivacich za téchto podminek
pokracovat.
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7

Seznam pouzitych zkratek a symboli

ACN — acetonitril
DAD - detektor diodového pole
FID - plamenové¢ ioniza¢ni detektor

GC - plynova chromatografie

HPLC - vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

MeOH - methanol

MF A — mobilni faze A

MF B — mobilni faze B

MK- mastné kyseliny

MO - mikroorganismy

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny
PTFE — polytetrafluorethylen

PUFA — polynenasycené mastné kyseliny
SFA — nasycené mastné kyseliny

TrisHCI — pufr kyseliny chlorovodikové
YPD - yeast extract-pepton-dextrose
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