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Abstrakt

Bakalarska prace je zaméfena na Kultivaci vybranych druhti kvasinek a jejich produkei lipidi,
které maji mnohostranné vyuziti naptiklad pfi vyrob¢ biopaliv nebo produktt potravinaiského
primyslu. Lipidy tvoii zakladni biomolekuly, které jsou soucasti biomembran v zivych
organismech. V teoretické ¢asti je popsana stavba, chemické slozeni avyziva téchto
mikroorganismu. Dale jsou zde charakterizovany pouzité kmeny kvasinek a v neposledni fadé
také lipidické metabolity. Experimentalni ¢ast je orientovana na popis ptipravy zivnych médii,
ve kterych byly kvasinky kultivovany. Byl sledovan celkovy podil lipidd a lipidickych
metabolitd v biomase a provedeno srovnani mezi jednotlivymi kmeny kvasinek, s vyuzitim
rizného slozeni produkénich médii. Kultivace kvasinek probihala pfi riznych C/N pomérech,
za pouziti rozdilnych zdrojt uhliku a dusiku, byly vyuzity také odpadni substraty jakozto zdroje
uhliku a dusiku ve srovnani s klasickymi zdroji. V neposledni fade bylo provedeno srovnani
profilu mastnych kyselin produkovanych vybranymi kvasinkami S mastnymi kyselinami, které
jsou obsazeny v rostlinnych olejich a masle. Ze série experimenti bylo vypozorovano, ze
nejvetsi podil lipida v biomase byl pozorovan u kmene Rhodosporidium toruloides v ptipadé
vyuziti odpadniho substratu zivo¢isného tuku.

Klicova slova
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Abstract

The bachelor's thesis is focused on the cultivation of selected species of yeast. It is proven that
these lipids have many uses and can be applied in the production of biofuels or food industry
products. Lipids are forming basic biomolecules that are part of biomembranes in living
organisms. The theoretical part describes the structure, chemical composition, and nutrition of
these microorganisms. Furthermore, this work contains the characteristic not only of the yeast
strains used but also of the lipid metabolites. The experimental part is focused on the description
of the preparation of the culture medium designed for yeast growth. The total proportion of
lipids and lipid metabolites in the biomass was monitored and compared to individual yeast
strains grown on culture media with different compositions. The yeast was cultivated on
mediums with carbon and nitrogen from different sources and in different ratios. Waste
substrates were also used as carbon and nitrogen sources to compare them to conventional
sources. The profile of fatty acids produced by selected yeasts was compared to the fatty acids
contained in vegetable oils and butter. The series of experiments showed that the largest
proportion of lipids in biomass was observed in the strain Rhodosporidium toruloides grown
on a waste substrate of animal fat.

Key words

Oleogenic yeasts, carotenoids, lipids, nutritional stress, waste substances, HPLC/ PDA,
GC/FID.
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1 UVOD

Diilezitost kvasinek je podtrzena kazdodenni spotiebou chleba a kvaSenych népoju.
Nedavny pokrok v biotechnologii zvysil zavislost mnoha lidi na téchto mikroorganismech, diky
jejich produkci latek aplikovanych v 1é¢ivech a jinych vyrobcich. Kvasinky jsou fylogeneticky
rozmanitou skupinou charakterizovanou jednobunéénym ristem. Jsou vyuzivany jiz po
tisicileti, a to predev§im diky jejich schopnosti kvaseni. Oleogenni kvasinky jsou
charakteristické diky své schopnosti vytvaret lipidy ve vétsi mife. Prave tyto mikrobialni lipidy
jsou v posledni dobé vyznamné z divodu své vSestranné vyuzitelnosti. Nékteré z téchto
mikroorganismti maji schopnost produkce lipidl s vysokym podilem nenasycenych mastnych
kyselin, a proto jsou ¢asto vyuzivany ve farmaceutickém primyslu. Schopnost téchto kvasinek
vyuzivat ke svému rustu rizné kultivaéni substraty a také odpadni produkty, snizuje jejich
kultivaéni cenu, a diky tomu se stavaji vice populdrni pro vyuziti v biotechnologickém
pramyslu.

Problémem poslednich let je klesajici mnozstvi fosilnich paliv a kazdodenni zavislost
populace na palivech jako takovych. Z téchto diivodu byla zahajena produkce bionafty a k jeji
vyrob¢ jsou vyuzivany ruzné druhy rostlin, jako naptiklad slune¢nice nebo fepka. Obsah
uhlovodikt zodpovédnych za zne€isténi Zivotniho prostiedi, ktery se uvoliuje pii vyuzivani
bionafty, je v tomto piipad¢€ nizsi nez pii spotiebé fosilnich paliv. Jeji produkce ov§em vyzaduje
obrovské plochy zemédé€lské ptudy, hnojiv a velké mnozstvi sladké vody. Vynos surovin pro
tvorbu bionafty je ovlivnén také podminkami prostiedi, ve kterém se péstuji. Tyto suroviny se
vyuzivaji primarné v potravinaiském primyslu, proto zde existuje jistd konkurence mezi
vyrobou potravin a bionafty. Na rozdil od vyroby bionafty zalozené na kulturach rostlin, je
produkce mikrobiologickych biopaliv nezavisla na pocasi a umoziuje kontrolu tvorby
potiebnych lipidl. V zeméd€lstvi a potravinafstvi je produkovano velké mnozstvi odpadnich
substratdi, které nejsou dale vyuzivany. Biotechnologické vyzkumy se V soucasné dobé
zaméfuji na vyuziti téchto odpadnich latek pro rust a kultivaci kvasinkovitych mikroorganismul.
Ke sniZzeni ekonomickych a environmentéalnich problémil lze potravinové odpady vyuzit
k produkci biolipidi oleogennimi kvasinkami v mnoha odvétvi.

StéZejnim tématem bakalaiské prace je tvorba lipidi prostfednictvim kvasinek rodu
Rhodosporidium, Yarrowia a Metschnikowia. Je zde popsana stavba kvasinek, chemické
sloZeni a jejich vyZiva. Prace je zamétfena na zménu riznych zdroji uhliku a dusiku pfi vyuziti
rozdilnych poméru koncentrace uhliku k dusiku v Zivném mediu, kdy cilem bylo dosazeni co
nejlepSich vysledki s vyuZitim odpadnich substratli, pro nasledné vytvofeni latek s ptfidanou
hodnotou.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Kvasinky

Kvasinky jsou mikroskopické houby S riznorodym rozmérem, ktery je zavisly na jejich
rodu a kultivaénich podminkach ve kterych se nachazeji. Obvykle dosahuji rozméri kolem
3-4 um. Za zakladni tvar bunky se udavéd rotacni elipsoid. Jsou charakterizovany jako
heterotrofni organismy, zdrojem jejich energie a zivin jsou zivé a nezivé organické latky.
Kvasinkovité buiiky ziskavaji svou vyzivu produkci a uvolnovanim rtznych proteolytickych,
glykolytickych anebo lipolytickych enzymua pro traveni organickych latek, nebo absorbci
aminokyselin a monosacharid skrz buné¢nou sténu. Reprodukuji se prostiednictvim puceni
nebo Stépeni. Kvasinky jsou povazovany za fakultativni anaeroby, coZz znamend, ze mohou
piezit a rist v pfitomnosti nebo neptitomnosti kysliku. K rozmnozovani kvasinek dochézi za
aerobnich podminek, buniky preménuji kyslik a cukry na oxid uhli¢ity a energii prostfednictvim
oxida¢niho metabolismu, coz umozinuje efektivni rist kvasinek. Za anaerobnich podminek jsou
vyuzivany pro vyrobu kvasenych napoju a etanolu. Za téchto podminek dochazi k fermentaci
neboli kvaseni, z ¢ehoz vyplyva jejich pojmenovani. Jedna se o proces, ve kterém dochazi
k pfemén¢ monosacharidi, disacharidi a trisacharidii na oxid uhli¢ity a ethanol. Celkem bylo
objeveno pies 1500 druht kvasinek s tim, Ze se jedna pouze 0 1 % z celkové existence.
S kvasinkami se ve velké mife setkavame v piirod¢, ve vzduchu, v pudé a nékteré druhy také
parazituji na hmyzu, zvifatech ¢i c¢lovéku. Nejvice se ovSem vyskytuji na substratech
obsahujicich cukr. Mnoho druhti kvasinek produkuje prospésné latky jako naptiklad vitaminy,
pigmenty a enzymy. OvSem ne vSechny jejich vlastnosti jsou prospé$né. V potravinaiském
pramyslu byvaji castym zdrojem kontaminace. Existuji také patogenni kvasinky, které mohou
byt ptivodci nemoci u lidi s oslabenou imunitou. [1, 2, 3, 4]

2.2 Stavba kvasinek

Kvasinky jsou tvofeny bunécnou sténou, cytoplazmatickou membranou, cytoplazmou,
organelami a jadrem.

2.2.1 Bunééna sténa

Povrch bunék kvasinek tvofi bunécna sténa, kterd méa za kol jeji ochranu pred
mechanickym poSkozenim a zaroven urCuje tvar jeji bunky. Je tvofena propletenymi fetézci
polysacharidd, tvoficimi jeji strukturu. Vldkna polysacharidi jsou vyplnéna bilkovinami
anepatrnym mnozstvim lipidd a fosfore¢nanti. Karboxylové skupiny tvofici bilkoviny
a fosfatové zbytky davaji bunécéné sténé zaporny naboj, ktery je dilezity pro absorpci latek
z vn¢jsiho prostiedi. [1, 3, 5]

12



2.2.1.1 Bunécna sténa oleogennich kvasinek

Buné¢na sténa téchto mikroorganismu se obecné sklada z (1->3)-D-glukanu, B(1->6)-D-
glukan®i, mananproteinti a chitinu. Ukolem glukani je vytvafet tvar buiiky a dodavat ji
dostate¢nou pruznost. Komplex B (1->3)-D-glukan-chitin je dalezitou sou¢asti vnitini bunécné
stény vytvaiejici vlaknitou strukturu stény. Vné&jsi a vnitini sténa je spojena p (1->6)-D-
glukanem. B-(1->6)-D-glukan se podili na kovalentnich vazbach s (1->3)-D-glukanem,
mananproteiny a chitinem. Uvedené zesit'ovani pfispiva k modularni struktufe bunééné stény.
Oleogenni kvasinky maji ve srovnani s neoleogennimi kvasinkami obecné ve své sténé vyssi
podil chitinu nebo mananu, coz vede ke zvyseni rigidity a odolnosti vici lyze (Obrazek ¢. 1)

e 7 B . "N chitin
j ‘ . - B-1,3- glukan
ﬂ& -\ (‘ \ r Bunécna \ \ \\ H (L A ’ :

>
4 - = -1,6- glukan
p— f\‘ sténa B gl

kvasinek

Protein bunééné
r\v ' stény

i mm e

Oleogenni druhy Neoleogenni druhy

Obrdazek ¢ 1: Srovndni bunécné stény oleogennich a neoleogennich kvasinek [6]

Bunécéna sténa kvasinek je vysoce dynamicka struktura a méni své slozeni v zavislosti na
okolnich podminkéach. Obsah polysacharidli buné¢né stény se méni s typem zdroje uhliku,
omezeni dusiku, pH, teploty, provzdusnénim a zpisobem kultivace. [6]

2.2.2 Cytoplazmaticka membrana

Struktura cytoplazmatické membrany kvasinek je tvofena proteiny a fosfolipidy, které
vytvaieji osmotické rozhrani ve vnitini ¢asti buniky a vné&j$im prostiedi. Mohou ji volné
prostupovat jen malé molekuly, které neobsahuji Zadny naboj. [1, 3]

2.2.3 Cytoplazma a organely

Prostfedi kolem membranovych organel vyplituje cytosol, ktery mize obsahovat ¢asti
riznych zasobnich latek naptiklad volutin ¢i glykogen. Mohou to byt také enzymy nukleosidy
¢i meziprodukty metabolismu. Mezi nejdulezitéjsi organely patii mitochondrie, ve kterych se
nachazi centrum dychacich enzymi a sidlo oxidaé¢ni fosforylace. Dale pak endoplazmatické
retikulum, kde dochazi k syntéze proteint a lipidl, Golgiho aparat dilezity kvili transportu
prekurzorii ptes cytoplazmatickou membranu a vakuoly ve kterych dochdzi k rozkladu latek
diky hydrolytickym enzymum. [1, 3, 5]
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2.2.4 Jadro

Jadro kvasinek ma kulovity tvar a je umisténo ve stfedu buiiky. Je ohranic¢eno dvojitou
jadernou membranou od cytosolu, obsahuje DNA a histony. Diky endomitéze probiha
V kvasinkach dé¢leni jadra bez rozruSeni jaderné membrany. Z tohoto diivodu je obtizné zjistit
presny pocet a stavbu jejich chromozomii. [3]

2.3 Chemické sloZeni kvasinek

Chemické sloZeni kvasinek je ovlivnéno mnoha faktory, jako je voda, sacharidy, lipidy,
mineralni a organické latky. Pro obsah uvedenych latek je dualezité staii kvasinky, pouzity
substrat, typ kvasinky ¢i doba kvaseni.

Tabulka ¢ 1: Koncentrace slozZek susiny v kvasnicné burice [3]

Slozka Koncentrace [%]
Proteiny 50
Sacharidy 30-35
Nukleové kyseliny 10
Mineralni latky 6-12
Lipidy 4-12
Organickeé latky 0,09-0,15
2.3.1 Voda

Hlavni slozkou protoplazmy kvasinkové bunky je voda a jeji obsah se pohybuje kolem
65-80 %. Voda vazana uvnitf bun€k (intracelularni) tvoii 80 % z celkového kvanta a zbyvajici
¢ast je voda vazana povrchovymi silami (volna voda). Dale hraji dilezitou roli také dusikaté
latky, obzvlasté jednoduché a sloZené bilkoviny s prostetickymi skupinami, které tvoii hlavni
cast dusikatych latek suSiny. Tyto proteiny mizeme v buiice nalézt ve formé apoenzymt.
Soucasti bun€k kvasinek jsou také volné aminokyseliny, av§ak mnoZstvi je zavislé hlavné na
slozeni vngjsiho prostiedi. [7]

2.3.2 Sacharidy

Rozdélujeme dva typy sacharidii obsazené v bunkach kvasinek. Jedna se o sacharidy,
které tvofi hlavni strukturu bunééné stény glukan, manan a sacharidy vyskytujici se
Vv cytoplazmé, jedna se o dva hlavni polysacharidy glykogen a manan. Hlavni zasobni latku
tvoii pravé jiz zmifovany glykogen, ktery se skldda z molekul glukézy a vytvari se pfi
nedostate¢ném mnozstvi uhliku, fosforu, dusiku nebo siry. [7, 8]
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2.3.3 Lipidy

Vyznamnou soucasti mitochondrii a bunéénych membran kvasinek jsou pravé lipidy.
Nekteré lipidy maji za ukol regulovat propustnost bunééné stény. Jsou tvoreny predev§im
fosfolipidy, neutralnimi lipidy a mastnymi kyselinami. [9]

2.3.4 Mineralni latky

SlozZeni mineralnich latek suSiny zavisi na prostiedi a stafi kvasinek. Nejvetsi procento je
tvofeno fosforem, nasledné pak vapnikem a hoic¢ikem, které hraji duleZitou roli pii regulaci
fermentace. Vapnik zde hraje roli stimulantu rozmnozovani kvasinek a rovnéz zpomaluje jejich
degradaci a degeneraci. Hlavni funkci hoi¢iku je aktivace riiznych enzymit. Mezi dalsi
vyznamné latky, které kvasinky obsahuji, fadime méd’, zelezo, zinek, draslik, mangan, siru,
kiemik a sodik. [7, 9]

2.3.5 Organické latky

Mezi organické latky obsazené v kvasinkach fadime vitaminy zejména skupiny B, jako
je vitamin B1, B2, B6. V nizkych koncentracich je zde obsazen také vitamin A neboli 3-karoten.

Kvasinky obsahuji pifevdzné ergosterol. Pravé steroly tvofi dileZitou slozku kvasinek,
maji za ukol zajistovat konzistenci bunéénych membran a také jejich propustnosti. Dalsi funkci
je podileni se na ptenosu aminokyselin, pirimidint a také na respiraci kvasinek. [3, 9]

2.4 Vyziva kvasinek

Pro rlist a rozmnoZzovani potiebuji kvasinky spravnou vyzivu. Potifebné latky ziskavaji ze
svého Zivného prostiedi, z zivné pudy nebo zivného média. Nutri¢ni obsah zivného prostiedi,
vytvaii voda, zdroj uhliku, dusiku, prvky dualezité pro tvorbu zivé hmoty jako je kyslik, vodik,
fosfor a hot¢ik, vitaminy a ristové prvky, coZ jsou ovliviiujici elementarni sloZeni biomasy
kvasinek. Kvasinky pfijimaji vyzivu celym svym povrchem téla. Zdroj uhliku a energie
kvasinky dostavaji z organickych sloucenin, proto je fadime mezi chemoorganotrofni
organismy. Pfijem zivin kvasinek spocivd v pienosu latek pomoci pasivniho a aktivniho
transportu. Pasivnim transportem rozumime tzv. usnadnénou difuzi, kde latka prochazi
membranou a putuje do prostedi ve sméru koncentraéniho spadu pomoci prenasect, které jsou
zabudovany v membran¢ a nedochazi tak ke spotiebé energie. Oproti tomu aktivni transport je
spojen se spotiebou energie a je dilezity pro prenos anorganickych iontl a prostych sloucenin,
coz jsou napiiklad sacharidy a aminokyseliny. Proteiny, které nesou anorganické ionty,
nazyvame pienaSece. Bilkoviny, které nesou organické latky, oznaCujeme jako permeazy. [9,
10]

241 Voda

Pro spravny rist kvasinek je dilezité, aby prostiedi mélo dostate¢nou vlhkost alespoi 30
% pro kvasinkovité formy a 20 % pro hyfovité formy. Voda tvoti buiiku z 85 %, a vyskytuje se
jak ve vazané, tak 1 volné formé. Vazana voda umoziuje potiebné pucici ucinky bunky pro jeji
funkéni strukturu, napf. diky hydrataci polysacharidi, ziskava plazmatickda membrana

15



a bunécna sténa dostateCnou pruznost a roztaznost. Volnd voda tvoii v buiice transportni
prostfedek pii latkové preméné, zprostiedkovava rozdéleni meziprodukti latkové premény
a odvadi nadbyte¢né teplo. Snizenim obsahu vody v buiice mize byt disledkem disfunkce
bun¢k a builkka se dostdva do klidového stiddia, ve kterém bez vykondvani jakykoliv
biologickych funkci muze setrvat uréity ¢as. Pokud ovSem dochéazi ke stdlému sniZzovani
piisunu vody, miiZze to mit za nasledek desolvataci, vysrazeni plazmatickych koloidi a bunka
odumira. Jednotlivé organely obsahuji rtzny obsah vody. Nejvice vody obsahuje
cytoplazmaticka membrana naopak nejméné spory. [10]

2.4.2 Uhlik

vvvvvv

(glukoza, fruktdéza aj.), disacharidy (sachar6za, maltdéza aj.) piipadné oligosacharidy
(maltotrioza, rafindza). Mezi dal$i zdroje uhliku mizeme zaradit i dalsi latky jako jsou glycerol,
laktat ethanol, metanol, alkany, hydrolyzovany tuk aj. [11]

Tabulka & 2: Riizné zdroje uhliku pro rist kvasinek [5]

Zdroj uhliku Piiklady zdroji
Hexozy Glukoza, fruktdza, galaktoza,
mandza
Pentozy Arabindza, xyloza, xyluloza
Disacharidy Malt6za, sachardza, laktoza,

trehal6za, melibidza, celobidza

Trisacharidy Rafinoza, maltotridza

Polysacharidy Skrob, inulin

Nizsi alifatické alkoholy | Metanol, etanol

Cukrové alkoholy Glycerol, sorbitol
Organické kyseliny Acetat, citrat, laktat, pyruvat
2.43 Dusik

Dusik tvofi dalsi esencialni slozku medii. Nejvyhodné&jsim zdrojem dusiku pro vétSinu
kvasinek jsou amonné soli. OvSem nékteré druhy kvasinek umi pfijimat 1 vzduSny dusik,
dusitany, dusi¢nany nebo jiné organické dusikaté slouceniny, jako jsou napiiklad
aminokyseliny, peptidy nebo bilkoviny v hydrolyzované formé. Ptijem peptidii je ovSem
redukovan jejich molekulovou velikosti. Vhodnym zdrojem dusiku muze byt napiiklad
mocovina, siran amonny, kvasnicny autolyzat. [12]
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2.4.4 Kyslik

Kvasinky, fadime mezi fakultativné anaerobni mikroorganismy, diky ¢emuz vyuzivaji
sacharidy oxidacnim ¢i fermenta¢nim zptsobem. Kyslik hraje dalezitou roli pfi biosyntéze
steroll a nenasycenych mastnych kyselin, a proto nemohou kvasinky dosahnout pozadované
velikosti. Molekularni kyslik je potfebny pro syntézu nenasycenych mastnych esterti acyl-CoA.
Kyslik tvofti dilezitou slozku pro dobry rist kvasinek. [5]

2.4.5 Anorganické soli

Anorganické soli obsahuji prvky dilezité pro kvasinky, které¢ délime na makroelementy,
jako jsou Hoi¢ik, Vapnik, Draslik, Sira, Fosfor, Chlor a mikroelementy Kobalt, Bor, Kadmium,
M¢ed, Molybden, Nikl, Chrom, Jod, Vanad. Sirné anorganické slouceniny konkrétné sirany
ptredstavuji diilezity zdroj pro syntézu cysteinu methioninu a glutathionu. Mezi dtlezité prvky
fadime také fosfor, ktery se nachazi v nukleovych kyselinach, fosfolipidech a fosfomananech.

[9]

2.5 Lipidy

Lipidy patii mezi zakladni biomolekuly, které jsou obsazeny v Zivych organismech. Tyto
molekuly jsou nepolarni, tudiz dobie rozpustné v organickych rozpoustédlech a S$patné
rozpustné ve vodé. Pfevaha nepolarni struktury v molekule zptsobuje, Ze lipidy maji olejovitou
¢i voskovou strukturu. Jedna se 0 estery vysSich mastnych kyselin a alkohold nebo jejich
derivati. Jsou to lidskému télu pfirozené latky, které Si umi samo vytvofit, ovsem vyjimku tvori
esencialni mastné kyseliny nebo lipofilni vitaminy, které je nutné pfijimat v potravé. Lipidy
jsou dulezitym stavebnim prvkem biomembran, fadi se mezi vyznamné energie a slouzi také
jako izolator pro uchovani tepla. [13, 14]

2.5.1 Zakladni rozdéleni lipida

Jednoduché

Jednoduché lipidy rozdélujeme na acylglyceroly, které piedstavuji tuky oleje a vosky,
jsou tim mysleny estery vysSich mastnych kyselin a vyssich alkohold. Rozdil mezi tuky a oleji
je v charakteru uhlikového fetézce mastnych kyselin. Tuky jsou tvofeny mastnymi kyselinami,
které maji pouze jednoduchou vazbu C-C. Oleje jsou tvofeny mastnymi kyselinami
obsahujicimi nenasyceny fetézec. Ve struktufe obsahuji jednu ¢&i vice dvojnych vazeb,
nachazejicich se vétsinou v poloze ,,cis“. Diky témto rozdilnym strukturam se 1isi i jejich
fyzikaln¢é-chemické vlastnosti. Naptiklad oleje maji nizky bod tani zptisobeny existenci dvojné
vazby ve struktufe a jsou tekuté, zatimco tuky se nachazi v pevném stavu i pfi pokojové teploté.
[13, 14]

SloZené lipidy

Jedna se acylglyceroly, Vv jejichz struktufe je jedna z esterovych vazeb esterifikovana
jinou kyselinou, naptiklad kyselinou fosfore¢nou. Na rozdil od jednoduchych jsou na
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molekuléach slozenych lipidi vazany slozky, pfedev§im sacharidy a alkoholy, které zptisobuji
jejich amfipaticky charakter. Do této skupiny fadime také fosfolipidy ¢i glykolipidy. [13, 14]

HGC )—H i H:T— ) R
Hc—O0—H + 3 R—C—0H =—= ,|C|:_ —c——rR + 3H,
HL—0— H-C 0 || R

GLYCEROL VYSSi MASTNE KYSELINY TRIACYLGLYCEROL VODA

Obrazek & 2: Glycerol a obecna schéma mastnych kyselin a triacylglycerolii

2.5.2 Produkece lipidi kvasinkami

Pro syntézu proteinii a nukleovych kyselin je jako esencidlni slozka potiebny dusik.
Dojde-li k vyCerpani veskerého dusiku, ktery byl obsazen v mediu, nastava zpomaleni ristu
organismu a dale neprobihd syntéza proteinii a nukleovych kyselin. V dusledku téchto
podminek dochazi k nahromadéni kyseliny citronové a citrat se nasledné aplikuje jako
prekurzor pro tvorbu lipidi. Maléd koncentrace dusiku ma za nésledek zvyseni aktivity AMP-
deaminasy, ktery ma za ukol katalyzovat S$tépeni AMP za tvorby IMP a amoniaku, coz
zpusobuje snizeni koncentrace AMP v mitochondriich. AMP je aktivator enzymu
isocitratdehydrogenasy, ktery $tépi dekarboxylaci isocitratu. Jeho ubytkem nedochazi
k naslednému metabolismu isocitratu v Citratové cyklu, ale dochazi ke zméné na citrat diky
enzymu Akonitasa, ktery se hromadi v mitochondriich. Ten je nasledné pienesen do
cytoplazmy, kde dochazi k jeho §tépeni na Acely-CoA a oxalacetat za katalyz ATP- citratlyasy.
Tento proces vytvati zasobu acetyl-CoA, ktery je zasadni pro tvorbu lipidi. Pro syntézu lipida
je dulezity 1 dostatek NADPH, které se vyuziva jako redukéni ¢inidlo tvofené dekarboxylaci
malatu vzniklého z oxalacetatu za vzniku pyruvatu. Takto vzniklé lipidy maji unikatni
kompozici mastnych kyselin a skladaji se pfevazné z triacyglycerolu. [5, 15, 16, 17, 18]

2.5.3 Metabolismus Lipida

Biosyntéza mastnych kyselin se odviji od acetyl-CoA. Prvotni molekula acetyl-CoA je
enzymem acetyl-CoA-transacetylasa transformovana na acetyl-ACP a nasledné navazana na
cysteinovy zbytek enzymatického komplexu syntézy mastnych kyselin za uvolnéni ACP.
Druhy fetézec molekuly acetyl-CoA je prodlouzen pisobenim enzymu acetyl-CoA karboxylasy
0 jeden atom C za vzniku malonyl-CoA, a dale upravena na malonyl-ACP. Malonyl-ACP je
nasledné¢ modifikovan konjuga¢nim enzymem na komplexu syntézy mastnych kyselin
obsahujici i acetylovy zbytek. Dalsi dekarboxylaci a kondenzaci dochazi piisobenim B-oxoacyl-
ACPsyntasy k tvorb¢ acetoacetyl-ACP. Poté je na komplexu mastnych kyselin acetoacetyl-
ACP pozménén fadou enzymatickych reakci obsahujici redukei oxo-skupiny enzymem -
ketoacyl-ACP-reduktasa na B-hydroxybutyrylACP. Katalyzovanou dehydrataci [3-
hydroxyacyl-dehydrogenasou se tvofi o,p-trans-butenoyl-ACP. Posledni ¢asti je redukce enoyl-
a,B-reduktasou za tvorby kone¢ného produktu butyryl-ACP. Timto zptisobem je uhlikaty skelet
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acetyl-CoA prodlouzen celkem o dva uhliky. Pokud je tento mechanismus opakovan celkem
6krat, dochazi k syntéze 16 uhlikového fetézce kyseliny palmitové. [13, 14]

(o}
/|kAc etyl-CoA

H4C SCoA
l Acetyl-CoA karboxylasa
O

o (o)
/U\AcetyI-CoA M Malonyl-CoA
H,C SCoA HO SCoA
Acetyl-CoA
transacetylasa Malonyl-CoA transacetylasa

(o] O o
/Lk Acetyl-ACP /U\/U\ Malonyl-ACP
HsC ACP HO ACP
B-oxoacyl-ACP- \ ,/co
o - CO,
synthasa o o
/IJ\/U\ Acetoacetyl-ACP
HyC ACP

l B-ketoacyl-ACP reduktasa
OH o

)v“\ﬂ-hydroxyburyryl-ACP
H,C ACP

6x B-hydroxyacyl-ACP
dehydrogenasa
o

/\/U\ a,B-trans-butenoyl-ACP
HiC™ ™ ACP

l enoyl-a,B reduktasa

o)
\ /\/U\ butyryl-ACP
" HeC ACP
l O palmitoyl-ACP
H3C'€\/>/LLACP

7
Obrazek ¢. 3. Schéma biosyntézy mastnych kyselin [13]

2.5.4 Vnitrobunééné lipidy

Neutralni lipidy kvasinek jsou slouceniny glycerolu a nasycenych ¢i nenasycenych
mastnych kyselin. V kapalném prostiedi kvasinek dochazi k pfeméné sacharidt na tuky. Tuk
Vv kvasinkach je v kapalném skupenstvi. Lipidy kvasinek se vyskytuji ve formé¢ kapicek, které
jsou rozptyleny ve vakuolach nebo ve funkénich strukturach. Jejich vyskyt ma mnohé vyuziti
jako je napi. zasoba energie s Vvysokou energetickou hodnotou nebo se mohou vyuzivat
v metabolickych procesech spolu s jinymi latkami jako pienasec aj. Bylo zjisténo, ze kvasinky
obsahujici kolem 2-3 % tuku mohou vlivem starnuti, piisobenim kysliku a vyzivy zvysit jejich
obsah az na 20 %. Pro stavbu lipida jsou potiebné mastné kyseliny, které vznikaji v bufice
kondenzaci acetylovych jednotek. Hlavnim faktorem této pfemény je koenzym A, coz je
biokatalyzator velkého mnozstvi reakci, jejimz centrem je kyselina octova. Volna kyselina
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octova se V kvasinkach nevyskytuje, objevuje se zde pouze ve formé acetylderivatu. CoA se
nejdiive aktivuje na trioester, k tomuto procesu se spotiebuje energie z ATP, které se postupné
rozpadd na AMP a PP (pyrofosfat). Diky tomu je trvale udrzovana tvorba ve sméru
aktivovaného Ac-S-CoA.

ATP + acetat -> AMP-acetyl + PP
AMP-acetyl + HS.CoA-> AMP + acetyl- S-CoA
Donorem reakei je latka obsahujici dvojuhlikovou jednotku jako je napt. acetylfosfat.

Akceptorem dvojuhlikové jednotky jsou latky jako napt. cholin, histamin, hydroxylamin aj.
Prvotni reakci je pfenos acetylové jednotky.

HSc HSe

CHs-COSCoA + enzym = enzym+ HSCoA

e
HSe CHs-COSp 7
Obrazek ¢ 4: Prenos acetylové jednotky [19]

Dulezitou vlastnosti daného biosyntetického procesu je, Ze vSechny intermediaty jsou
prostfednictvim siry kovalentné vazany na bilkovinu. RozliSujeme dva typy sulfohydrylovych
skupin, které se oznacuji jako centralni HSc a jako periferni HSp.
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e Pfenos malonylové jednotky

COOH
COOH HS: ’
- N . CH2C0S: ——
CH2-COSCoA + enzym = 2 “enzym
CHs-(CH2-CH2)»-COS, CHs-(CH2-CH2)»-COSp
+ HSCoA

e Kondenzace

?OOH '
]
CH2-COSc - CH;—(CH:~CH2)n—C—CH:—C\OSc
2 3 ‘
L0y enzym + COz
CH3-(CH2-CH2)nCOSp HSo

® Prvniredukce

CHa-(CHz-CHz)n.('c')-CHz-cosf
“enzym+ NADPH+ H' <5 CH-(CHz-CHz)r-CH-CH2-COS:
HS, \/enzym+NADP‘
HSp

e Dehydratace

(?H
CH3-(CH2—CH2)n-CH-CH2-CO\S:
_enzym == (CHs-(CH2-CHz)-CH=CH-COS-~enzym-HS, + H20

HSg
e Druha redukce
CHs-(CH2-CHz)-CH=CH-COS: CHa~(CHz-CHz)n~z-CQSc
enzym +NADH+ H' -k /enzvm+NADP’
HSe
e Pfenos acylu
CH3-(CH2-CHz2)ns2-COSe HSe
/enzym<:3. snzym
HSs CHs-(CH2-CH2)n+1-COS,p
e Zakoncujici reakce
CHs-(CH2-CH2)n+1-COS- HS:
N N
enzym+HSCoA =—=  enzym+ CHs-(CH2-CHz2)n+:-COSCoA
HSZ Hsy

Obrazek & 5: Reakce prodluzujici retézec karboxylovych kyselin [19]

Pii tomto procesu se uplatiuji dva enzymové systémy: acetyl-CoA-karboxyldza
a syntetdza karboxylovych kyselin. Acetyl-CoA-karboxylaza patfi do skupiny biotinovych
enzymu diky jeji prostetické skuping, kterou tvofi biotinyl. Nejprve musi dojit k vytvofeni N-
karboxy-biotinylovy intermediat. Donorem karboxylu je bikarbonat a energie potiebna na
novou vazbu mezi uhlikem a dusikem se ziskava z ATP. Nasleduje ptenos karboxylové skupiny
na akceptor Ac-CoA. [19]
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2.5.5 Fosfolipy

Kromé¢ tukl jsou v kvasinkach obsazeny také fosfolipidy. Jsou to latky, které ve své
molekule obsahuji mimo jiné jednu alkoholovou skupinu glycerolu, esterifikovanou kyselinou
fosfore¢nou a na ni vazanou dusikatou slozku, jako je naptiklad u lecitinu cholin, ethanolamin
Vv kefalinu apod. Fosfolipidy pfedstavuji velmi dulezité slozky bunéénych membran, ve kterych
jsou jejich molekuly volné spojeny, takze usnadiuji propustnost a pruznost membran. Celkovy
obsah lipidu a fosfolipidi je zavisly na sloZeni zivného média a podminkach kultivace. Velké
mnozstvi lipidl kvasinky hromadi v pfipadé obsahu n-alkanech v mediu. [20]

2.5.6 Mimobunécné lipidy
Kvasinky mohou produkovat lipidy také do prostiedi mimo jejich bunky. Tuto vlastnost
maji predevsim kvasinky vyskytujici se na listech rostlin, jako jsou napf. Torulopsis,
Rhodutorrula, Cryptococcus, Candida, Hansenula, Sporobolomyces aj. Dnes zname celkem
Ctyti typy extracelularnich lipidi:
a) estery polyoli a karboxylovych kyselin ve kterych se nasycené, nenasycené
a hydroxykarboxylové kyseliny spojuji esterovou vazbou s polyoly s 5 a 6 uhliky,
b) sofozidy hydroxykarboxylovych kyselin, ve kterych jsou nasycené a nenasycené
karboxylové hydroxykyseliny vazané glykosidovou vazbou na disacharid soforézu,
c) acetylované sfingoziny, které jsou hydroxyskupiny a aminoskupiny Cig-
fytosfingozinu a Cig-dihydrosfingozinu acetylované,
d) Cx-kyseliny, kde dochazi kacetylaci karboxylovych trihydroxykyselin

a dihydroxykyselin. [19]

2.6 Steroly a karotenoidy

Molekuly sterol a karotenoidii vznikaji kondenzaci acetyl-CoA aZ po kyselinu
mevalonovou.
0
5 /JL\S_CoA-—%> /ﬂ\/ﬂ\S—COA+COASH

Acetoacetyl-CoA se dale kodenzuje s novou molekulou

0 OH
! I | + CoASH
ANANS—CoA T Ns—con T S —CoA
COOH
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Produkt této reakce umoznuje tvorbu kyseliny mevalonové

OH

|
COOH

Dekarboxylaci a vytvofenim dvojité vazby vznika izopentenylpyrofosfat, ktery je
spole¢nym prekurzorem steroli a karotenoidd. [19]

2.6.1 Steroly

Mezi hlavni zastupce sterolil patii ergosterol. Obsah sterolll neni zavisly pouze na druhu
kvasinek, ale také na podminkach jejich kultivace. Steroly se nachazi hlavné ve
vnitrobunéénych membranach, proto jejich stanoveni je zavislé na tom, zda mame preparat ve
formé¢ intaktni vlhké kvasinky, zlyofilizované nebo jinym zplisobem konzervované formé.
V kvasinkach dochazi k esterifikaci sterolii pfevazné nenasycenymi mastnymi kyselinami s Cie
a Cis, hlavné kyselinou olejovou a palmitovou. V exponencialni fazi rdstu je hladina
esterifikovanych sterolt stala a za¢ina vzrastat, az do doby, kdy kultura prechazi do stacionarni
faze. V tomto bodé dochazi, k navySeni esterifikovanych sterold oproti tomu obsah ergosterolu
se snizuje. Ergosterol tvofi jejich prekurzor a nemohou se tak dale methylovat.

g e

Obrazek ¢ 6: Vseobecny model biosyntézy sterolii Torulopsis glabrata [19]

Ergosterol a kyselina olejova se povazuji za faktory, které pomahaji v preziti kvasinek
napf. pii vyrobé vina nebo pii uchovani kultur ve sbirkach. [19]
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2.6.2 Karotenoidy

Neékteré kvasinky jsou schopné vytvaret ve svym bunkéch karotenoidni barvivo. Timto
barvivem vybarvuji svoji kulturu na cihlové ¢ervenou, Zlutou, oranzovou nebo svétlehnédou
barvu. Vyskyt karotenoidnich pigmentii v buiitkdch mikroorganismu patii k systematickému
zatazeni do skupiny. Zastupci téchto skupin fadime do celedi Rhodotorulaceae
a Sporobolomycetaceae. Karotenoidni barvivo je rozpusténo v bunkach ve formé tukovych
kapének. Zacinaji se vytvaret na konci exponencialni faze riistu a jsou zavislé na piitomnosti
svétla. Mezi ucinny akceptor svétla patii flavin nebo flavoprotein, ktery je schopen fotooxidace.
Oxida¢nim produktem je enzym, ktery je soucasti procesu karotenogeneze. Barevny odstin
karotenoidu zalezi na pomeéru jednotlivych intermediath, které se v kvasinkach nachazi. Také
zédsadni roli hraji kultivaéni podminky. Vytvofeni karotenoidi se objasiiuje jako ochranna
reakce proti skodlivému ultrafialovému zateni. [19, 20]

Karotenoidy fadime do dvou skupin:
a) Anoxygenni uhlovodiky: Karoteny,
b) Oxygenni derivaty: Xantofyly, ketony, kyseliny a epoxidy.
Nejpocetnéjsi skupinu zndmych karotenoidi, tvoii skupina oxygennich derivati, které
vznikaji jako oxida¢ni produkty anoxygennich tetraterpenti. Rozmanitost jednotlivych struktur

je dana zakoncenim fetézce, vytvarejiciho 9 uhlikovych atomu, diky ¢emu muzeme karotenoidy
rozdélit do tii skupin. [21, 22, 23]

e Acyklické
- zakoncCenli je tvofeno linedrnim fetézcem,
- pt. B-karoten, lykopen, neurosporen.
e Monocyllické
- jeden konec fetézce vytvaii peticlenny ¢i Sesticlenny cyklus,
- pt. torulen, tolularhodin, y- karoten.
e Bicyklické
- oba konce jsou zakonceny cyklicky,

- B- karoten.
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Obrazek ¢. 7: Struktura vybranych karotenoidii [24]

2.7 Oleogenni kvasinky

Oleogenni kvasinky jsou slibnymi kandidaty na vyrobu obnovitelnych biopaliv jako je
napf. transesterifikovana nafta, oleochemikalie na bazi mastnych kyselin, které mohou byt
aplikovany jako maziva a dopliiky v potravinaiském, zemédélském a kosmetickém primyslu.
Mezi oleogenni kvasinky fadime rody Yarrowia, Candida, Rhodutorola, Rhodosporidium,
Cryptococcus, Trichosporon, Lipomyces. Tyto mikroorganismy mohou konzumovat
fermentovatelné cukry a prevadét je na lipidy. Uvedené lipidy jsou vétSinou triacylglyceroly
nebo volné mastné kyseliny. Mikrobidlni lipidy obsahujici esencialni mastné kyseliny, jako je
kyselina linolov4, kyselina arachidonova a kyselina dokosahexaenova, jsou zvlasté cenné
V potravinaiském, chemickém a farmaceutickém primyslu. RovnéZz lipidy s mastnymi
kyselinami jsou v rozmezi od C1o do Cig atraktivni surovinou pro vyrobu obnovitelnych paliv,
napiiklad bionafty. Pfedevsim diky nizkému podilu uhliku a nizkému obsahu siry jsou emise
oxidu uhelnatého a uhlovodiku ve srovnéni s fosilnimi palivy nizsi. V olejnatych kvasinkach je
produktivita lipidii obecné zlepSena pouZitim davkovym a kontinudlnim zpiisobem kultivace za
raznych podminek omezujici Ziviny, jako je dusik, fosfor nebo Zelezo. Bylo zjisténo, Ze
omezeni dusiku mé vyrazny vliv na akumulaci lipidi v kvasinkach, zejména kvili posunu
V jeho metabolickém toku, ktery vede k zastaveni bunécéného rtistu a spousti akumulaci lipida.
Olejnaté plisn€é produkuji vice nenasycenych slozek neZz kvasinky, diky tomu jsou vyuzity
k produkci polynenasycenych mastnych kyselin v Iékafstvi a v potravinafstvi. JSOU jimi napf.
kyselina y-linolenova, kyselina arachidonova nebo kyselina dokosahexaenova. Geneticky
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modifikované kvasinky se schopnosti pfenaset funkéni mastné kyseliny do skladovacich lipida
jsou pied vlaknitymi houbami vyhodnéjsi diky jejich komer¢ni produkci. [6, 25]

2.7.1 Kvasinky rodu Rhodosporidium

Kvasinky rodu Rhodotorula ptedstavuji haploidni stadium v Zivotnim cyklu rodu
Rhodosporidium. Vyznacuji se tim, ze jsou lipidotvorné, tuk je hromadén v burnikach kvasinek.
Biomasa po extrakci lipidd mize byt zdrojem proteinii hodnotného pro vyzivu a obsah
zakladnich aminokyselin. [1]

2.7.1.1 Rhodosporidium torruloides

Rhodosporidium toruloides je oleogenni kvasinka, ktera je schopna akumulovat az 70 %
své suché biomasy ve form¢ lipidi. Béhem logaritmické a stacionarni faze mohou produkovat
az 100gl™.biomasy. Jako zdroj uhliku vyuziva Cs a Cs cukry, které jsou piitomny
v hydrolyzatech z riznych lignocelul6zovych biomas. Tento mikroorganismus miize byt vyuzit
naptiklad pro valorizaci zbytkd z lesnictvi a jsou diky nému ziskavany produkty s vyssi
piidanou hodnotou. Mastné kyseliny pfitomné v lipidech akumulovanych timto druhem jsou
hlavné kyselina palmitova, stearova, olejova a linolova. Spolu s vyrobou lipidti produkuji tyto
kvasinky karotenoidy jako je 3-karoten, torulen, torularhodin. Produkce specifickych mastnych
kyselin jako jsou neutralni lipidy, glykolipidy, sfingolipidy nebo fosfolipidy je dosazeno
pfidanim rtiznych druhti mineralnich soli, jako jsou NH4Cl, KH2PO4, Na2HPO4, MgSO4-7H20
a CaCl..

Anamorfni formou tohoto druhu je Rhodutorola kratochvilovae. Obsahuje haploidni
kulovité nebo elipsoidni buiiky. Haploidni kultura ma oranzovou nebo rtizovou barvu. R.
toruloides je heterotalicky i homotalicky druh. V heterotalické fazi se rozli$uji na dvé pohlavi,
kde do 24 h dochazi ke konjugaci a nastava jejich plazmogamie. [1, 25]

Obrazek ¢ 8: Rhodosporidium toruloides na petriho misce
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2.7.2 Kvasinky rodu Yarrowia

Kvasinky rodu Yarrowia byly vytvoreny v roce 1980 van der Waltem a Von Arx na zaklad¢
anamorfniho druhu Candida lipolytica. Rod Yarrowia obsahuje pucici bunky, pseudohyfy
a pravé hyfy s Sitkou 2 aZ 4 um. Vytvaii elipsoidni, hruskovité a valcovité konidie, které jsou
pfilnuté k hyfam nebo vyristaji na dentikuldch konidiogennich burikach. Konidie maji velmi
zietelnou jizvu 0 velikosti 4 az 18 um x 3 az 6 um. Asky jsou jednotlivé a vyrustaji lateralné
nebo terminalné, maji vejcovity, elipsoidni kulovity a jen ztidka valcovity tvar. Asky obsahuji
jeden az dvé v n€kterych ptipadech i 4 spory. [1]

2.7.2.1 Yarrowia lipolytica

Candida lipolytica ptedstavuje haploidni anamorfni stadium heterotalického druhu.
Parovanim vhodnym haploidnim kmenem vznika teleomorfni stddium a druh, ktery je
oznacovan Yarrowia lipolytica, je schopny akumulovat az 40 % své suché hmotnosti v lipidech.
Eikosapentaenova kyselina syntetizovana z kvasinky druhu Yarrowia lipolytica je slibnym
zdrojem pro vyrobu mnoha dulezitych specialnich tuku, jako je kakaové a bambucké maslo.
Schopnost téchto mikroorganismt syntetizovat vysoky obsah kyseliny stearové byla jiz diive
vyuZzita, protoze v potravinafském primyslu byly vyuzivany v 80. letech 20. stoleti jako
ekvivalent kakaového masla. [1, 6, 26]

Obrazek & 9: Zivotni cyklus Yarrowia lipolytica [1]
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Obrazek ¢ 10: Yarrowia lipolytica na petriho misce

2.7.3 Kvasinky rodu Metschnikowia

Rod Metschnikowia fadime do ¢eledi Metschnikowiacea. Tato ¢eled’ je charakterizovana
vegetativnim rozmnoZovanim. Pseudomycelium je jen rudimentdlni a velmi Casto se ani
nevytvari. Asky jsou protahlé a palkovité zakoncené a tato ¢ast ma kulovity ¢i elipsoidni tvar.
V asku je obsazena jedna nebo dvé spory. Askospory jsou jehlicovitého tvaru na jednom konci
nebo na obou koncich vytvaii hroty. Diky tvorbé askospor jsou kvasinky rodu Metschnikowia
fazeny do oddéleni Ascomycotina. Mnoho druhti vytvaii heterotalické kmeny, coz znamena
tvorbu pohlavné rozsifenych kment, kde dochézi ke kopulaci bun¢k jednoho kopula¢niho typu
s bunkami opa¢ného kopulaéniho typu. Tyto kvasinky maji vétSinou kulaty, elipsoidni ¢i
hruskovity tvar bun¢k. Kvasinky rodu Metschnikowia jsou v ptirodé pomérné rozsitené. Je
znamo vice nez 35 druhti tohoto rodu, které byly nalezeny na kvétech, ovoci, télech
bezobratlych zivocichli, hmyzu nebo na kiiZi €loveka. Nékteré druhy jsou parazité, parazitujici
na bezobratlych zivociSich. Mohou se také vyskytovat voln€¢ ve vodé nebo v pidé. Podle
ptirozeného vyskytu rozdélujeme kvasinky rodu Metschnikowia na:

a) vodni, akvatické druhy,

b) pozemni, terestrické druhy.

Extrakt z bunécnych stén kvasinek rodu M. agaves a M. hawaiiensis je ptidavan do
kosmetickych piipravki, kde prokazatelné snizuje starnuti pleti. Do tohoto rodu fadime
i patogenni kvasinky naptiklad M. ipomoeae, které jsou patogeny rostlin nebo M. bicuspidata
parazitujicich parazitujich na krevetach. [1, 3, 27, 28]

2.7.3.1 Metschnikowia pulcherrima

Metschnikowia pilcherrima tvoii kulovité nebo elipsoidni vegetativni buniky. Po uréité
dobé¢ rlstu, dochazi u tohoto druhu k tvorbé kulovité chlamydospory s velkou kapsou olejovité
refraktilni latky, ktera se nazyva pulcherrimae. Jejich poznavacim znakem, je v piipadé barveni
sklickovité kultury, ze chlamydospory nepfijimaji barvivo a Vv koloniich zlstavaji prazdna
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nevybarvena mista. V kulturach, které jsou izolovany z ptirody, se z chlamydospor vytvari
palkovité asky s jednou az dvéma jehlicovitymi spory. Ve zralosti dochazi k prasknuti askti na
vrcholu a uvoliuji se spory. Vhodnymi podminkami pro kultivaci téchto kvasinek je teplota
24°C a ph=5. Pro konjugaci je potfebny zdroj glukozy, Na®* stimuluje aglutinaci a Mg?*
stimuluje pouze konjugaci. [1]

2.8 Rust kvasinek

Dle potieby kysliku k rustu kvasinky je délime na dvé skupiny. Nékteré kvasinky jsou
aerobni a vyzaduji ke svému rustu kyslik ve velkém mnozstvi. Jiné jsou fakultativn¢ anaerobni
a dobi'e rostou v médiich obsahujicich malou koncentraci rozpusténého kysliku. Pfi vytvoieni
striktn¢ anaerobnich podminek se miize stat, ze nékteré kvasinky se stavaji auxotrofni na
ergosterol a kyselinu olejovou. Rychlost rustu kvasinek a jejich fyziologické vlastnosti jsou
zavislé na kultivaci, pfedev§im na obsahu zivin v produkénim médiu, charakteru Zzivin
a fyzikalnich podminkach. Submerzni kultivaéni metoda mtze byt bud’to homogenni nebo
heterogenni a podle toho, zda rGst mikroorganismi probiha volné v tekutém mediu nebo na
nosicich vlozenych do fermenta¢nich tankd, mizeme hovofit o dialyzované struktuie. [10]

2.8.1 Jednorazova kultivace

Pod timto pojmem je mozné si predstavit kultivaci kvasinek, kde do celého objemu
sterilniho Zivného prostfedi o urcitém pocatecnim sloZeni bylo zaoCkovano urcité mnozstvi
mikroorganismu za konstantni teploty, pH, vzdusnéni apod. Nasledné kultivace probiha do té
doby, nez dojde v dusledku vyc€erpani zivin nebo nahromadéni toxickych metabolitd
k zastaveni rustu ¢i mnozeni. Tato metoda kultivace ma svou charakteristickou kinetiku rstu
S riznymi fazemi. Dulezité je, ze v jednorazovém systému neni nikdy konstantni ani béhem
logaritmické faze, kdy je konstantni rychlost rustu. To je pfi¢inou fady zmén v bunikach
kvasinek a dochazi jak k jeji enzymatické zméng, tak i zméné slozeni makromolekul a cytologie
bunky. [10]

2.8.2 Kaultivace pritokova

V ptipadé pfitokové kultivace dochazi na poc¢atku K vlozeni inokula do kultiva¢ni nadoby
v takovém mnozstvi, které odpovida potiebné kultivacni dobé pii volené rtstové rychlosti.
Médium zde mize pritékat linearné ¢i exponencialné ptipadné jinym zpisobem podle typu
procesu. [10]

2.8.3 Kultivace kvasinek v baiikach na tiepacich stojich

Vétsina kultivaci kvasinek probiha za aerobnich podminek, tato metoda kultivace je
feSena prostfednictvim tfepacich stroji. DllezZitou charakteristikou uvedené kultivace je rist
kvasinek v suspenzi, kde mikroorganismy mohou volné vyuzivat substrat. Pro kultivaci na
tiepacich strojich jsou navrzeny rizné nadoby napiiklad banky se ¢tvercovym dnem, ovsem
nejéastéji jsou vyuzivany erlenmeyerovy banky. Zasadnim faktorem je zde také uzavér banék,
pomoci kterého dochazi k difuzi plynu. Nejcastéji se vyuzivaji vatové uzavery, mohou byt vSak
vyuzity takeé filtra¢ni disky ¢i jiné obaly. [10]
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2.8.4 Faze rozmnoZovani

Kvasinky se rozmnozuji zékladnimi zptsoby, jakou jsou multipolarni a bipolarni puceni,
délenim a terminalnim rdstem. Pro ur¢eni hmotnosti ¢i poctu bun¢k ziskavame hodnoty, které
jsou vynaSeny v zavislosti na Case a dostavame tak ristovou kiivku. Pokud jsou kvasinky
kultivovany jednorazovou metodou, prochazi vyvojem nékolika fazi: 1. lag faze, 2. faze
zrychleni, 3. exponencidlni faze, 4. faze zpomaleni, 5. stacionarni faze, 6. faze odumirani.
Béhem lag faze dochazi k pfibyvani bunééné hmoty a neprobiha zde déleni. Velikosti bunék
kvasinek, do které¢ dorostou, jsou ovlivnény mnoha faktory, mezi které fadime naptiklad
geneticky faktor a vliv prostiedi. Hmotnost kultury se tedy zvysuje pfedevsim rustem dcefinych
bun¢k. V pripad¢, Ze je dusik pfitomen pouze v limitovaném mnozstvi a je zde nedostatek
uhliku, miize pfi kultivaci dojit k tomu, Ze puci jen nékteré frakce matetskych bunck a vytvari
se dcefiné buiky, které dosahuji kultivaci frekvence vice nez 80 %. Celkova délka lag faze
zé&visi na druhu kvasinek slozeni a vlastnostech predchéazejiciho a nového média.

Druhou fazi je faze rustu neboli zrychleni, kdy dochazi k urychleni vSech bunéénych
syntéz, navysSeni obsahu bunécnych latek, naptiklad RNA a zvétSeni bun¢k, dokud vsechny
parametry zvlasteé ty kinetické nedosdhnou maximalnich hodnot. Nésleduje faze exponencialni.
Dokud buiiky rostou exponencialné jejich specificka ristova rychlost je stala a ma maximalni
hodnotu, ktera neni zavisla na koncentraci substratu. V této c¢asti nedochazi ke
zméné chemickému slozeni bungk. Cas, po ktery buitky neméni své vlastnosti, byva velmi
kratky, a to hlavné diky zméné koncentrace zivin. V nékterych ptipadech mtze dojit k navyseni
mnozstvi koncového produktu, az dojde k piekroceni meznich koncentraci Zivin a produkta.
Nésledkem téchto zmén je snizeni rychlosti veSkerych syntéz bunécnych latek, snizeni
koncentrace latek v buiikéch i velikost bun€k samotnych, coz ptredstavuje dalsi fazi vyvoje.
Pokud dojde k tomu, Zze G¢inna koncentrace zivin klesne na tak nizkou hodnotu, Ze rychlost
rastu se postupné blizi nule, nastava faze stacionarni. V posledni fazi dochazi k odumirani
bun¢k mikroorganismt. Diky mnoha experimentiim je dokdzano, Ze zména slozeni a vlastnosti
bunék ma na svédomi pravé jednorazovy zpusob kultivace. Diky tomuto zplsobu dochazi
k plynulé zméné¢ rtistového prostiedi a vlastnosti bunék a zaroven dochazi k fyziologické zméné
bunék. Nejmensi zmény probihaji béhem lag faze. [10]

2.9 Biochemie kvasinek

Burnky kvasinek potiebuji pro sviij vyvoj a rast latky rozpustné ve vodé, které vyuzivaji
pro stavbu své Zivé hmoty. Tyto latky jsou rozkladany na produkty, které jsou vyuzivany pro
syntézu protoplazmatické bilkoviny, glycidi, tuki, fosfatd a jinych latek vytvarejici Zivou
hmotu bunék kvasinek. Podle Justa je jedna bunka kvasinky schopna zpracovat pti kvaseni ¥4
zivych latek svoji vahy za den. Kvasinky jako zdroj energie vyuzivaji mechanickou, elektrickou
nebo svételnou energii. Naptiklad tepelnda energie ma vliv pouze na lepSi energetické
hospodafeni a nema vliv na rust a vyvoj. Chemicka energie je vyuzivana pouze v pfipadé jejiho
uvoliovani Vv burice, je ziskavana z latek, které se do bunky dostavaji skrz buné¢nou sténu.
Buiiky si vytvateji slozité bilkoviny tzv. enzymy. Ty maji za ukol katalyzovat bilkovinné
procesy, diky tomu je nazyvame biokatalyzatory. Latky, které reaguji v daném procesu, se musi
prevést do aktivovaného stavu, Coz nastava diky aktivacni energii. [20]

30



2.9.1 Stanoveni Lipidi

Nejvétsi podil lipidi v buiikdch kvasinek se nachazi v plazmatické membrané
a v membranach bunéénych organel. Dale se mohou nachazet také v bunécné sténé. V piipadé
kultivace v balancovaném mediu je obsah lipidi v susiné kvasinek kolem 5-15 %. Existuji
ovSem nékteré druhy kvasinek, které maji obsah tukli v susing az 60 %. Bunécna sténa kvasinek
predstavuje dtlezitou bariéru pro malé molekuly lipida, z tohoto divodu piedstavuje extrakce
dezintegrovanych bunck vétsi vytéznost lipidi nez extrakce intaktnich bunék neutralnimi
rozpoustédly. [10]

2.9.2 Mechanismus vyuZziti dusikatych sloucenin

Po pfeméné uhlikatych latek v buiikach kvasinek jsou dulezité také premény dusikatych
latek. Transformace obou téchto latek tvoti nejzakladnéjsi tiseky celého metabolismu a zaroven
jedena bez druhé nemuize reagovat. Kvasinky pfi pfijimani latek davaji prednost jednoduchym
sloucenindm dusiku. Velké molekuly bilkovin musi byt nejdiive rozloZeny na aminokyseliny,
aby mohly tyto latky difundovat do nitra bunky. Nasledné si kvasinka vybira dusikaté latky
Z ptirozené smési, pfiCemz davd piednost jednoduchym anorganickym latkdm ve formé
amonnych soli jako je napt. fosforeCnan nebo siran amonny. Bylo zji§téno, ze podminkou
rozmnozovani kvasinek je, ze na jeden dil celkového dusiku potiebuji 1,5 az 2,9 dilu
stravitelného dusiku v prostfedi. Ukdzalo se, Ze ¢im je cukr hiife asimilovatelny, tim vice
vzristd pozadovany pomér cukru k celkovému dusiku. Tento pomér vzrlsta 1 se zvySovanim
koncentrace cukru v prostiedi. O optimalnim mnozstvi dusiku muzeme hovofit pouze
v souvislosti s obsahem vyuzitého cukru. Pti nedostatku dusiku v prostiedi dojde k poruseni
celkového metabolismu, ovSem oxidace cukru je ovlivnéna méné nez jeho kvaseni. Z toho
vyplyva, ze jde o dva odlisné mechanismy. Poté co dojde k pfeméné fosforylované tridzy za
katalytické casti dehydrogenazy, je glykolyza zastavena, zatimco respirace pokracuje dale.
Respirace probiha pomoci pfemény glukozy-6-fosfat na kyselinu 6-fosfoglukonovou. Dale bylo
zjisténo, ze pii nedostatku dusiku je podporovéana syntéza acetyl CoA a mastnych kyselin, coz
mé za nasledek zvySeni tvorby tukd. Pfi nedostatku dusiku v prostfedi dojde k poruSeni
celkového metabolismu, ovSem oxidace cukru je ovlivnéna méné nez jeho kvaSeni. Z toho
vyplyva, ze jde o dva odlisné mechanismy. Respirace jde cestou pies preménu glukoza-6-fosfat
na kyselinu 6-fosfoglukonovou. [20]
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3 Cil prace

Cilem této prace je srovnat produkci lipida rozdilnymi kvasinkovymi kmeny, zhodnotit
jejich slozeni a mozné aplikace. V bakalaiské praci budou feseny nésledujici dil¢i ukoly:

e Priehlednd literarni reSerSe zamécfend na srovnani metabolismu kvasinek rodu
Metschnikowia, Yarrowia a Rhodosporidium

e Optimalizace slozeni produkcnich médii s vyuzitim nutri¢niho stresu

e Srovnani produkce biomasy, lipidi a slozeni mastnych kyselin jednotlivymi

kmeny
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité pro kultivaci kvasinek
D-gluk6za monohydrat p.a., Lach-Ner s r.o. (CR)
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-Ner s r.o. (CR)
Siran amonny p.a., Lachema (CR)
Dihydrogenfosforefnan draselny p.a., Lach-ner, s r.o. (CR)
Siran hofe¢naty heptahydrét p.a., Chemapol (CR)
Chlorid sodny p.a., Penta (CR)
Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Siran hofe¢naty anhydrid p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Glycerol anhydrid p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Modovina p.a., Penta (CR)
Hydroxid draselny p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Pepton z kaseinu, Roth (SRN)
Hydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema (CR)
Hydrogenfosfore¢nan sodny p.a., Lachema (CR)
Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Siran zine¢naty heptahydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Odpadni tuk, Norilia (Norsko)
Odpadni peti, LINA, s.r.o. (Krométiz)

4.1.2 Chemikalie pouzité pro HPLC
Methanol pro HPLC, VWR International S.A.S.
Acetonitril pro HPLC, VWR International S.A.S.
Chloroform pro HPLC, VWR International S.A.S.
Ethyl acetat pro HPLC, VWR International S.A.S.

4.1.3 Chemikalie pouZité pro extrakce a transesterifikace
Aceton p.a., Lach-ner s r.o. (CR)
Kyselina sirova 96%, Lach-ner, S.r.o. (CR)



Methanol pro HPLC, VWR International S.A.S.

4.2 Pouizité kvasinky
Rhodosporidium toruloides  CCY 062-002-004
Yarrowia lipolytica CCY 29-26-4
Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-147
Metschnikowa chrysoperlae  CBS 9803-11-1158

4.3 Pristroje a pomiicky

Centrifuga BioTech, (CR)

Analytické vahy Boeco (SRN)

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, 150 mm délka, 5,0 pm ¢éstice, Phenomenex
« Drzak predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)
» Predkolona - C18,AJ0 - 4287, Phenomenex
* Filtry pro HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)
* 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 Zebron ZB-FAME, 30 m % 0,25 mm x 0,20 um, Phenomenex

4.4 Kultivace kvasinek

Kvasinky byly kultivovany nejprve v mediu Inokulum I. a II. a nasledné pfeockovany do
produkéniho média. Produkéni medium mélo riizny pomér atomu uhliku k atomu dusiku, a to
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v pomérech C/N 13, C/N 25, C/N 50, C/N 100 u mikroorganismu R. toruloides a Y. lipolytica.
U kvasinek rodu Metchnikowia byla kultivace v pomérech C/N 97 a C/N 150.

Obrdazek ¢ 11: Kultivace Rhodosporidium toruloides C/N 25

441 Inokuluml.all.

Zacatek pro kultivaci kvasinek piedstavovala piiprava kultivacniho tekutého média
Inokulum I. a II. Inokulum I. zaujimalo objem 40 ml, po jeho sterilaci byly zao¢kovany 3 klicky
zasobni kultury uchovavané na petriho miskach. Po 24h kultivace v Inokulu I. byly kvasinky
zaoCkovany do Inokula Il. v poméru 1:5, které ¢inilo objem 100 ml. Obé inokula obsahuji stejné
nutri¢ni hodnoty pro mikroorganismy s rozdilem jejich objemu. Slozeni Inokula je zapsano
viz (Tabulka ¢. 3). Pro rod Metchnikowia bylo pouzito Inokulum sjinym slozenim, viz
(Tabulka ¢. 4), kde objem Inokula I. tvofil 50 ml a II. objem 125 ml.

Tabulka & 3: SloZeni tekutého média Inokulum

Latka MnoZstvi
Destilovana voda 1000 ml
D-glukéza monohydrat 209
Bakteriologicky pepton 2049
Kvasni¢ny autolyzat 1049
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Tabulka & 4: Slozeni tekutého média Inokulum pro rod Metchnikowia

Latka MnoZstvi
Destilovana voda 1000 ml
D-glukéza monohydrat 20 g
Bakterialni pepton 50
Kvasni¢ny autolyzat 10 g
KH2PO4 1g
K2HPO4 0,29
Nacl 01g
Cacl 01lg
MgSO4 059

4.4.2 Produkéni médium

Kvasinky byly kultivovany po dobu 48 hodin v mediu Inokulum I a II. a nasledné
zao¢kovany do tekutého produkéniho média v erlenmeyerovych baiikach v poméru 1:5.
Kultivace mikroorganismi rodu R. toruloides a Y. lipolytica probihala v Zivném mediu po dobu
96 hodin v riznych pomérech C/N. U rodu Metchnikowia kultivace trvala 11 dni, pfi konstantni
teploté 22 °C v kultivaénim boxu. Slozeni produkéniho média v poméru C/N 13 viz (Tabulka
¢. 5). Obsah zivného média pro kvasinky rou Metschnikowia, pro pomér C/N 97, viz (Tabulka
¢. 6).

36



Tabulka & 5: Slozeni produkéni média C/N 13 pro kmeny Y. lipolytica a R.toruloides

C/N 13

Glu(Gly)! | Glu(Gly)/ | Glu(Gly)/ | Glu(Gly)! | Tuk/ Tuk/ Tuk/

Kvasni¢ny | Mocovina | Siran Peri Kvasni¢ny | Mocovina | Siran

aut. amonny aut. amonny
KH2PO: [g] 4 4 4 4 4 4 4
MgSQO4-7H.0
(] 0,696 0,696 0,696 0,696 0,696 0,696 0,696
g
Glu(Gly)[d] 33 (30) 33 (30) 33 (30) 33 (30) - - -
Mocovina [g] - 1,8325 - - 1,8325 -
(NH2)2S04[g] - - 4 - - 4
Kvasni¢ny aut.

7,85 - - 7,85 - -
[a]
Hydrolyz. tuk
- - - 106,6 106,6 106,6

[mi]
Pefi [ml] - - - 47,5
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Tabulka & 6: Slozeni produkéni média pro kmen M. pullcherima a M. chrysoperlae C/N 97

C/N 97

Tuk/Kvasniény Tuk/ Peri Glu(Gly)/Peri Glu(Gly)/Kvasni¢ny

aut. + pepton aut. + pepton
KHPO4 [g] 7 7 7 7
NazHPO4 [g] 2,5 2,5 2,5 2,5
MgSO.-7H20 [g] 1,2 1,2 1,2 1,2
CaCl,-6H20 [g] 0,15 0,15 0,15 0,15
ZnS04-7H:0 [g] 0,02 0,02 0,02 0,02
Glu(Gly) [d] - - 246,22 (223,86) 246,22 (223,86)
Kvasniény aut. [g] 1 - - 1
Pepton [g] 2 - - 2
Peti [ml] - 2 2 -
I[-In)]llc]irolyzovan}'/ tuk 33 23 ) )

4.4.3 Priprava odpadnich substrati

Ptiprava odpadnich substrati zahrnovala navazeni 100 g odpadniho tuku, ktery byl
rozpustén s 300 ml s piidavkem 10 g hydroxidu sodného. V piipadé odpadniho pefi bylo
odvazeno 81,6 g pefi a ptidano 500 ml vody a pfidano rovnéz 10 g hydroxidu sodného. Takto
pfipravené substraty byly ponechdny 12 hodin na magnetické michacce s ohfevem pii 500
otaCkach za minutu a teploté 90°C. Vznikly hydrolyzat byl nasledné zneutralizovan a hodnota
pH Dbyla stanovena na pfiblizné 7,5, pro zajisténi optimalnich podminek pro rust
mikroorganizmi. Byl stanoven obsah dusiku pro odpadni peti, kde v 81,6 g odpovida 0,06 molu
dusiku. V ptipad¢ odpadniho tuku 100 g odpovida 6,3845 moli uhliku.
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4.4.4 Stanoveni naristu biomasy a nasledné zpracovani pro analyzy

K nartistu biomasy, analyze karotenoidu a lipofilnich latek byla pouzita lyofilizovana
forma biomasy kvasinek. Prvnim krokem po ukonceni kultivace byl odbér 30 ml biomasy do
centrifuga¢nich zkumavek a nasledné jeji centrifugace pii 7000 rpm po dobu 4 minut. Po
ukonceni procesu byl oddélen supernatant od biomasy, biomasa promyta destilovanou vodou
a opét zcentrifugovana. V ptipadé médii obsahujicich odpadni zivo¢isny tuk, bylo pfidano 5 ml
hexanu pfi promyvacim procesu, aby se zamezilo kontaminaci vzorku zbylym tukem. Vznikla
usazena biomasa byla kvantitativné pfevedena do pfedem zvazené mikrozkumavky typu
Eppendorf. Takto oddéleny vzorek byl vlozen do chladiciho boxu a nasledné vlozen do
lyofilizatoru po dobu 24 hodin a poté byly vzorky uchovany v mrazicim boxu. Narust biomasy
byl nasledné stanoven gravimetricky v g/l.

4.45 Transesterifikace lipida

Prvni krok predstavovala priprava transesterifikatni smeési slozené z 15 % H>SOq
v methanolu HPLC kvality s pifidavkem inertniho standardu kyseliny heptadedanové
o0 koncentraci 0,5 mg/ml. Do krymplovaci vialky bylo navazeno ptiblizné 10 mg zlyofilizované
mikrobidlni biomasy a pfidano 1,8 ml pfipravené transesterifikaéni smési. Takto pfipraveny
vzorek byl uzavien krymplovacim vickem a inkubovan v termobloku po dobu 2 hodin pfi
teploté 85°C. Po transesterifikaci byl vzorek ochlazen na laboratorni teplotu a poté kvantitativné
pteveden do vialek o objemu 4 ml, nasledné bylo ptidano 0,5 ml 0,05 mol/l NaOH a 1 ml
hexanu. Vialka se uzaviela a byla vlozena na vortex, kde se vzorek tfepal po dobu 5 min. Po
tomto kroku, se nechal vzorek ustalit, dokud nedoslo k odd¢leni jetnotlivych fazi. Horni vrstva
vzorku tvofila organickou fazi s methyestery mastnych kyselin, ze které bylo odebrano 0,1 ml
latky, byla pfevedena do druhé vialky s pfidanim 0,9 ml hexanu. Po uzavieni vialky byl vzorek
pfipraven na analyzu pomoci GC.

4.4.6 lzolace karotenoidii a dalSich lipidickych metaboliti

Zlyofylizovana biomasa byla navazena do mikrozkumavky v mnozstvi zhruba 20-30 mg,
byl ptidan 1 ml destilované vody a nasledné¢ byla zkumavka vlozena do mraziciho boxu. Tento
krok byl u¢inén z divodu lepsSiho piistupu obsahu metabolitli buiiky, kde v boxu dochazi ke
zmrznuti vody, ktera nasledné narusi strukturu bunék. Po zcentrifugovani a odstranéni vody byl
nasledné pridan aceton v objemu 1 ml a sklenéné kuli¢ky. Zkumavka byla poté umisténa do
vortexu, kde dochazelo k jejimu protiepavani po dobu 25 minut. Po vytfepani byl vzorek
kvantitativné pfeveden do centrifuga¢ni zkumavky o objemu 15 ml a byl ptidano 2 ml acetonu.
Zkumavka eppendorf byla vyplachnuta 1 ml acetonu a ten byl pfidan ke vzorku. Vzorek byl
nasledné odpafen na N2 odparce a poté rozpustén v ethylacetatu HPLC kvality. Na zavér byl
vzorek prefiltrovan pfes filtr, pfeveden do vialky a ulozen do mraziciho boxu.
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447 Analyza lipidi pomoci GC

Plynovy chromatograf znacky Thermo Scientific TRACEw 1300 Gas Chromatograph
s automatickym davkovanim vzorki a déliCem toku byl vyuzit pro vzorky obsahujici

methylestery mastnych kyselin. Pro chromatografickou analyzu byla pouzita kolona Zebron
ZB-FAME. Vyhodnoceni PC syst¢émem Chromeleon.

4.4.8 Analyza lipidickych latek a karotenoidi promoci HPLC

Gravimetricky byla odvédzena biomasa v rozmezi 20-30 mg do zéavitovych plastovych
vialek. Nasledné bylo piidano 1 ml vody a vzorek vlozen do mraziciho boxu, po zmrznuti doslo
K poruSeni struktury mikrobialni biomasy, diky tomu byl ziskan snadnéjsi pfistup
k analyzovanym latkam. Po vyjmuti vzorku z mraziciho boxu a jeho rozmrznuti byl vlozen do
centrifugy, ktera byla nastavena na 1100 ot/min na 2 min. Po odebrani piebyte¢né vody bylo
ptidano 1 ml methanolu, sklenéné kulicky a 2 ml chloroformu. Vzorek se nechal tfepat na
vortexu po dobu 10 min. po uplynuti této doby byl pfidan 1 ml vody a vzorek byl na 1 minutu
vlozen cetrifugy pti 2000 ot/min. Po centrifugaci byl vzorek rozdélen na 2 faze. Spodni faze
byla odebrana a nasledné odpaiena na termobloku pod inertni atmosférou. Nasledné byl ptfidan
1 ml chloroformu, vzorek byl protfepan a vlozen do sklenéné vialky. Vzorek byl timto piipraven
pro analyzu. Délka analyzy jednoho vzorku byla 24 minut.

Tabulka ¢. 7: Slozeni mobilni faze A a B

Mobilni faze A Mobilni faze B

Acetonitril:methanol:trisHCI pufr (pH=8) Methanol: ethylacetat

80:2:14 60:40

Tabulka é& 8: Gradiendovy program pro HPLC analyzu

Cas [min] | MF A [%] MF B [%]
0 100 0

13 0

19 0 100

20 100 0

24 100 0
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Zkoumani vlivu nutri¢niho stresu

V experimentu byly kultivovany rody kvasinek Rhodosporidium toruloides, Yarrowia
lipolytica, Metschnikowia pulcherrima a Metschnikowia chrysoperlae. Pii kultivaci zminénych
mikroorganismil byl ménén pomér uhliku k dusiku, pro zjisténi nejvhodnéjsiho poméru a zisku
nejveétsiho mnozstvi uzitenych latek s pfidanou hodnotou. V tabulce ¢. 5 a 6 zafazené
v podkapitole 3.4.2., jsou zapsana jednotliva produkéni média, na kterych byly kvasinky
kultivovany. Jako zdroj uhliku byl vyuzit odpadni tuk a pro srovnani vyuzitelnosti glukdza
a glycerol. Dale jako odpadni zdroj dusiku bylo vyuzito pefi, které se srovnavalo se zdroji
dusiku jako je mocovina, siran amonny, pepton, kvasni¢ny autolyzat a odpadni pefi. Pro
vSechny experimenty byl sledovan nartist biomasy v g/l, koncentrace vybranych lipidickych
metabolitti ug/g biomasy, akumulace lipida a procentualni zastoupeni mastnych kyselin.

5.2 Kultivace kmene Rhodosporidium toruloides

Kultivace kvasinky kmene Rhodosporidium toruloides v zivném mediu byla provedena
pti pomérech C/N 13, C/N 25, C/N 50 a C/N 100.

5.2.1 Kultivace p¥i poméru C/N 13

Pii kultivaci kvasinky kmene R. toruloides v médiu o poméru C/N 13 byly namé&feny
nasledujici hodnoty. Procentualni podil lipidi a celkovy narist biomasy je zaznamenan
v grafu (Obrazek ¢. 12) z né¢hoz lze vy¢ist, Ze nejvetsi zastoupeni lipida ptipada na kultivaci
v médiu slozeného z hydrolyzovaného tuku jako zdroje uhliku. Je patrné, Ze pii pouziti média
s odpadnim tukem je podil MK srovnatelny. Nejvyssi produkce polynenasycenych mastnych
produkce PUFA byla zaznamenina u média se sloZzenim odpadniho tuku a kvasni¢ného
autolyzatu.

Narast biomasy pii poméru C/N 13 u kvasinky Rhodosporidium Toruloides je nejvyssi
pfii pouziti glukozy, ktera je zdrojem uhliku a kvasni¢ného autolyzatu jako zdroje dusiku. Toto
médium mélo také nejvétsi zastoupeni SFA v biomase. Akumulace lipidi v biomase je uvedena
na druhém grafu (Obrazek ¢. 13), kde nejvétsi podil lipida byl obsazen v médiu, jako zdroj
uhliku byl vyuzit odpadni tuk a jako zdroj dusiku mocovina. Zaroven pii kultivaci v tomto
mediu bylo dosazeno nejvétsi produkce koenzymu Q, viz (Obrazek ¢. 14). Ovsem v tomto
piipadé bylo vyprodukovano nejméné karotenoidi.
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Obrazek ¢. 12: Grafickeé znazornéni produkce lipidit u kmene Rhodosporidium toruloides pri poméru
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Obrazek ¢ 13: Grafickeé zndazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech u kmene
Rhodosporidium toruloides pri poméru C/N 13
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Obrazek ¢ 14: Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitit u Kmene Rhodosporidium
toruloides p#i poméru C/N13
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5.2.2 Kultivace p¥i poméru C/N 25

Celkovy podil lipidi a biomasy zachycuje (Obrazek ¢. 15), kdy probéhla kultivace
v poméru C/N 25. Nejvétsi procentudlni zastoupeni lipidli v biomase bylo naméteno u kultivace
v zivném médiu obsahujici hydrolyzovany tuk. Nejvétsi nartist biomasy pii tomto poméru byl
naméien pii kultivaci v mediu sestaveného z glycerolu a siranu amonného. Celkovy pomér MK
u danych médii je znazornén v grafu (Obrazek ¢. 16). V piipadé kultivace kvasinek v Zivném
mediu s vyuzitim hydrolyzovaného tuku jako zdroje uhliku lze pozorovat piiblizné stejné
zastoupeni SFA, MUFA a PUFA. Nejvyssi hodnota PUFA byla zaznamenédna u kultivace
v zivném médiu slozeného z glukoézy a siranu amonného. V piipadé média tvofeného
Z glycerolu a siranu amonného byla naméiena nejvyssi hodnota MUFA. Pomér zastoupeni SFA
u média, kde jako zdroj uhliku byl vyuzit glycerol a glukoéza, je pfiblizné totozny.

Naméfeny nartist biomasy a jednotlivych metabolitd je zaznamenan na grafickém
znazornéni viz (Obrazek ¢. 17). V ptipadé produkéniho média obsahujiciho glycerol a siran
amonny muzeme vidét nejveétsi podil koenzymu Q. Lze tedy usoudit, ze produkce lipidi
v zivném médiu je vysoka na ukor tvorby celkovych karotenoidnich barviv. Z vysledku je
patrné, Ze vyuziti hydrolyzovaného tuku ma ptiznivy vliv na tvorbu vysokého obsahu lipida
Vv biomase.
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Obrazek ¢ 15: Graficke znazornéni produkce lipidit u kmene Rhodosporidium toruloides pri poméeru
CIN 25
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Obrazek ¢ 16: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech u kmene
Rhodosporidium toruloides pri pomeru C/N 25
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Obrazek ¢ 17: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii u kmene Rhodosporidium
toruloides p7i poméru C/N 25

5.2.3 Kultivace p¥i poméru C/N 50

Na obrazcich ¢. 18, 19 a 20 jsou zaznamenany hodnoty vzniklé kultivaci kvasinky kmene
R.toruloides pii poméru C/N 50. Nejvétsi procentualni podil lipidd v biomase byl opét vytvoien
pii kultivaci v médiu, kde jako zdroj uhliku pasobil hydrolyzovany tuk, viz (Obrazek ¢. 18).
V ptipad¢ vyuziti odpadniho pefi jako zdroje dusiku ve spojeni glukozy ¢i glycerolem byl podil
naméfenych lipidd nejmensi. Pti porovnani vytvofenych mastnych kyselin byl nejvétsi podil
SFA naméfen u Kultivace v mediu slozeného z hydrolyzovaného tuku, kde se jejich hodnota
blizila % z celkového poméru MK. V ptipadé¢ kultivace v médiu slozeného z hydrolyzovaného
tuku a siranu amonného, bylo procentualni zastoupeni PUFA nulové. U kultivace kvasinky
pomoci média slozeného z glukdzy a glycerolu spojeného se siranem amonnym, moc¢ovinou
a kvasniénym autolyzatem bylo zastoupeni SFA, MUFA a PUFA pfiblizné stejné, nejvétsi
procentualni zastoupeni tvorfily MUFA, viz (Obrazek ¢. 19). Pfi vyuziti odpadniho pefi ve
spojeni s glukézou a glycerolem byly hodnoty zcela opacné. Z grafického znazornéni viz
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(Obrazek ¢. 20), lze vypozorovat narist biomasy a jednotlivych sledovanych metabolitti. Pfi
daném poméru C/N 50 lze vysledovat, Ze zastoupeni celkovych karotenoidii bylo nejvétsi
u kultivace v médiu slozeném z glukézy a glycerolu ve spojeni se Siranem amonnym,
mocovinou a kvasnicnym autolyzatem. V ptipadé¢ média slozené¢ho z odpadniho tuku vidime,
7e obsah karotenoidi je nejmens$i, ovSem na rozdil od ostatnich je podil lipidi v biomase
nejvyssi. Lze tedy vyvodit, Ze tvorba vys§iho procentualniho zastoupeni lipidii, je na tukor
tvorby karotenoidnich barviv. V piipadé tukovych médiich mohou byt vysoké hodnoty
zkreslené zbytkovym tukem kontaminujicim biomasu. Tento efekt vSak bude minimalni,
protoze vzorky s tukovymi médii byly pfi stdCeni a promyvani, promyty i malym mnoZzstvi
hexanu, aby se tento negativni efekt eliminoval.
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Obrazek ¢. 18: Grafické znazornéni produkce lipidii u kmene Rhodosporidium toruloides pri pomeéru
C/N 50
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Obrazek ¢ 19: Grafické zndzornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech u kmene
Rhodosporidium toruloides pri poméru C/N 50
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Obrazek ¢ 20: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitit u kmene Rhodosporidium
toruloides p#i poméru C/N 50

5.2.4 Kultivace p¥i poméru C/N 100

V pripadé¢ kultivace kvasinky kmene R. toruloides pti poméru C/N 100 lze z grafického
znazornéni (Obrazek €. 21) je patrné, ze nejvétsi procentualni podil lipidi v biomase je za
vyuziti média obsahujiciho hydrolyzovany tuk. Naopak nejmensi zastoupeni lipidické slozky
V biomase je zaznamenano pii vyuziti média slozeného z glukézy a glycerolu spoleéné
s odpadnim pefi, jako zdroje dusiku. Procentualni zastoupeni MK je znazornén v grafu
(Obrazek ¢. 22) a vyplyva z toho, Ze U kultivace na médiu sloZzeného z odpadniho tuku je
nejvyssi podil SFA a zaroven tvofi pies ¥ podilu celkovych MK. V piipad¢ kultivace v médiu
slozeného z glycerolu a siranu amonného lze vidét opac¢ny trend. Zastoupeni SFA je v nejniz§im
poméru ze vSech naméfenych hodnot pii poméru C/N 100, ov§em zastoupeni PUFA je naopak
nejvétsi. U média s vyuzitim odpadniho peti spolu s glukozou a glycerolem je zastoupeni MK
témet rovnomeérné a nejvetsi podil tvoii MUFA.

Nejvétsi podil torularhodinu byl naméfen u kultivace kvasinky v mediu slozeném
z glycerolu, jako zdroje uhliku a odpadniho pefi, jako zdroje dusiku, viz (Obrazek ¢. 23).
RovnéZ podil celkovych karotenoidii patii k nejvys$Sim oproti ostatnim vzorkiim. V porovnani
s ptedeslou kultivaci v poméru C/N 50 je viditelné, ze nejvyssi podil celkovych karotenoidii
a obsah lipidd v biomase je pravé na médiu slozeném z hydrolyzovaného tuku. Jednotlivé
zastoupeni celkovych karotenoidi tedy s vyssim pomérem C/N klesa.
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Obrazek ¢. 21: Graficke znazornéni produkce lipidit u kmene Rhodosporidium toruloides pri poméru
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Obrazek ¢ 22: Grafickeé zndazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech u kmene
Rhodosporidium toruloides pri poméru C/N 100
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toruloides pii poméru C/N 100
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5.3 Kaultivace kmene Yarrowia lipolytica

Kultivace kvasinky kmene Yarrowia lipolytica v produkénim mediu byla provedena pti
pomérech C/N 13, C/N 25, C/N 50 a C/N 100.

5.3.1 Kultivace p¥i poméru C/N 13

V piipad€ vyuziti poméru C/N 13 je celkové procentudlni zastoupeni lipidu a mnozstvi
biomasy je graficky znazornéno viz (Obrazek ¢. 24). Nejvyssi podil lipidt a biomasy byl
naméfen u kultivace v zivném mediu sloZzeném z glycerolu a mocoviny. (Obrazek ¢. 25)
znazoriuje procentudlni zastoupeni jednotlivych druhlt MK. Namétené hodnoty vzniklé pti
kultivaci kvasinky kmene Y. lipolytica, v mediu slozeném z gluk6zy a kvasniéného autolyzatu,
vypovidaji o nulovém zastoupeni SFA. Pti vyuziti daného média je podil MUFA a PUFA témét
totoZny.

Jednotlivé metabolity a nartist biomasy sledované pfi procesu kultivace jsou zndzornény
v grafu (Obrazek ¢. 26). Pfi vyuziti média tvotfeného z glycerolu a siranu amonného byl
viditeln¢ vyssi podil koenzymu Q Vv porovnani s ostatnimi. Narust biomasy u vsech
bylo zaznamenano pii kultivaci médiem sloZzenym z glycerolu a kvasni¢ného autolyzatu. Podil
naméiené¢ho ergosterolu byl u vech vzorki téméft totozny, nejvyssi podil byl zaznamenan pti
kultivaci v médiu glukozy a mocoviny.
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Obrazek ¢ 24: Grafickeé zndzornéni produkce lipidii u kmene Yarrowia lipolytica pri poméru CIN 13
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Obrazek ¢ 25: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech u
kmene Yarrowia lipolytica pri poméru C/N 13
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Obrazek ¢ 26: Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii u kmene Yarrowia lipolytica pri
pomeéru C/N13

5.3.2 Kultivace p¥i poméru C/N 25

Z grafu (Obrazek ¢. 27) vypliva vyjadieni procentualniho podilu lipidd v biomase a nartst
celkové biomasy pfi kultivaci kmene Y. lipolytica s vyuzitim poméru C/N 25. Lze zde vy¢ist,
ze nejvetsi procentualni zastoupeni lipidi v biomase bylo naméteno pii kultivaci v médiu
slozeného z glycerolu jako zdroje uhliku a siranu amonného jako zdroje dusiku. Ovsem celkovy
narlst biomasy je v pfipade¢ tohoto vzorku vyrazné nizky. Nejveétsi nartust kvasinkové biomasy
byl naméfen pti kultivaci v mediu obsahujicim glukézu a kvasni¢ny autolyzat. Podil MK je
znazornén na vyobrazen viz (Obrazek ¢. 28), zde si Ize povSimnout nejvyssiho podilu SFA
zaznamenaného pii kultivaci v mediu slozeném z glukézy a kvasni¢ného autolyzatu, kde byl

rovnéz naméfen nejnizsi podil PUFA. Kultivace vzorku v médiu tvoticim glycerol a kvasni¢ny
autolyzat vykazovala nejvyssi zastoupeni MUFA.
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Jednotlivé sledované metabolity jako je ergosterol, koenzym Q a nardst biomasy jsou
znazornény na grafu (Obrazek ¢. 29). Pomér uvedenych metaboliti ve v§ech vzorcich se témét
shoduje, vyjimku tvoii kultivace v mediu, které obsahovalo glycerol a mocovinu, zastoupeni
koenzymu Q je zde nejvyssi a hodnota ergosterolu je nejvyssi pii vyuziti média slozeného
z glukdzy a siranu amonného v daném poméru C/N 25.
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Obrazek ¢ 27: Grafické znazornéni produkce lipidit u kmene Yarrowia lipolytica pri poméru C/N 25
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Obrazek ¢ 28: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech u kmene
Yarrowia lipolytica pri poméru C/N 25
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Obrazek ¢. 29: Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii u kmene Yarrowia lipolytica pri
pomeru C/N 25

5.3.3 Kultivace p¥i poméru C/N 50

Vysledek kultivace s vyuZitim poméru C/N 50 je zaznamenan na grafickém
zobrazeni (Obrazek ¢. 30), ktery popisuje procentualni podil lipidi v biomase a celkovy narast
biomasy. Z tohoto grafu je patrné, ze nejvétsi zastoupeni lipidd je naméfeno u kultivace
v produkénim mediu sloZzeném z hydrolyzovaného tuku a kvasni¢ného autolyzatu, i v Zivném
médiu obsahujicim hydrolyzovany tuk a siran amonny. Oproti tomu nejmensi zastoupeni lipidt
je patrné pii kultivaci s médiem, které bylo opét tvofeno hydrolyzovanym tukem, v tomto
ptipadé byla jako zdroj dusiku pouzita mocovina. Celkové zastoupeni MK, jejichz hodnoty byly
naméfeny pii vyuziti poméru C/N 50 u kmene Y. lipolytica je zobrazeno v grafu (Obrazek ¢.
31). Zde si lze povsimnout, Ze u kultivace v mediu tvoifeném glukdzou a siranem amonnym je
faktor. S nejvétsi pravdépodobnosti doSlo k netiplné transesterifikaci vzorku, a tudiz tato
hodnota musi byt brana s rezervou. DalSim extrémem je vysledek kultivace pfi pouZiti média
slozeného z hydrolyzovaného tuku a siranu amonného, kde byl naméfen nejvétsi podil SFA
a témét nulovy podil PUFA.

Jednotlivé metabolity véetné biomasy pii vyuziti C/N 50 jsou znazornény na (Obrazek ¢.
32). V ptipadé kultivace kvasinky v mediu slozeném z hydrolyzovaného tuku a siranu
amonného byla naméfena nejvy$§i hodnota ergosterolu. Oproti tomu nejvyssi hodnota
koenzymu Q byla zaznamenana pfi kultivaci v médiu tvofeném glycerolem a odpadnim pefim,
jako zdrojem dusiku.
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Obrazek ¢. 30: Grafické znazorneéni produkce lipidii u kmene Yarrowia lipolytica pri poméru C/N 50
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Obrazek ¢ 31: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech u kmene
Yarrowia lipolytica p¥i pomeru C/N 50
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Obrazek ¢. 32: Grafickeé znazornéni produkce vybranych metabolitii u kmene Yarrowia lipolytica pri
pomeru C/N 50
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5.3.4 Kultivace p¥i poméru C/N 100

Nartst celkové biomasy a podilu lipidi pii poméru C/N 100 je znazornén na (Obrazek ¢.
33). Nejvyssi procentualni zastoupeni lipidi v biomase bylo zaznamenano pfi kultivaci v médiu
obsahujicim jako zdroj uhliku hydrolyzovany tuk. V tomto ptipad¢ byl ovSem celkovy narust
Vv ptipadé¢ kultivace v médiu s glukozou a glycerolem jako zdroje uhliku, a siranu amonného,
mocoviny a kvasni¢ného autolyzatu jako zdroje dusiku. Kultivace v mediu obsahujicim
glycerol a mocovinu je podil lipidi pomérné vyssi. (Obrazek ¢. 34) vyobrazuje procentualni
zastoupeni namétenych MK. Nejvyssi hodnota SFA byla naméfena v piipad€ kultivace
kvasinky na produkénim médiu slozeném z hydrolyzovaného tuku a mocoviny. OvSem hodnota
PUFA je zde znateln€ nizsi nez u ostatnich vzorkl. Nejvyssi podil MUFA byl naméfen pti
kultivaci v médiu slozeném z glukézy a siranu amonného, dale pak glukozy a glycerolu ve
spojeni s odpadnim pefim.

Namétené hodnoty jednotlivych metabolitii a nartist biomasy je vyobrazen na (Obrazek
¢. 35). Nejvétsi zastoupeni koenzymu Q je ve vzorcich kultivovanych s mediich s obsahem
hydrolyzovaného tuku jako zdroje uhliku. Témét nulova hodnota ergosterolu je zaznamenana
v piipadé kultivace pomoci média s obsahem glycerolu a pefi, glukdézy a glycerolu
S kvasni¢nym autolyzatem.
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Obrazek ¢. 33: Graficke znazornéni produkce lipidit u kmene Yarrowia lipolytica pri pomeru C/N 100
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Obrazek ¢ 34: Grafické zndzornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech u kmene
Yarrowia lipolytica pri poméru C/N 100
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Obrazek ¢. 35: Grafickeé znazornéni produkce vybranych metabolitii u kmene Yarrowia lipolytica pri
pomeéru C/N 100

5.4 Kultivace kmene Metschnikowia pulcherrima

Kultivace kmene Metschnikowia pulcherrima byl kultivovana v produk¢nich médiich
Vv pomérech C/N 97 a C/N 150.

5.4.1 Kultivace pii poméru C/N 97

Kultivace kvasinky kmene M. pulcherrima pii poméru C/N 97 s procentualnim podilem
lipidii v biomase a celkovym nartistem biomasy je vyobrazen na (Obrazek ¢. 36). Nejvyssi
hodnota lipidt v biomase je tvofena pii kultivaci v mediu slozeném z hydrolyzovaného tuku ve
spojeni s odpadnim pefim a kvasni¢nym autolyzatem spolu s peptonem. V piipad€ uvedeného
média slozeného z hydrolyzovaného tuku a pefi, 1ze vypozorovat nulovy podil PUFA viz
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(Obrazek ¢. 37) azaroven nejvyssi podil SFA ze sledovanych vzorkt. Kultivace v médiu
slozeném z glycerolu a pefi se vyznacuje nejvyssim podilem MUFA. Nejvyssi hodnotu PUFA
vykazuje vzorek kultivovany v médiu slozeném z glukézy jako zdroje uhliku a kvasni¢éného
autolyzatu spolu s peptonem jako zdroje dusiku. Pii poméru média C/N 97, kultivované
kvasinky Metschnikowia pulcherrima, tvoficiho glycerol a pefi je namétfeno takika nulové
hodnoty ergosterolu a koenzymu Q viz (Obrazek ¢. 38). Na rozdil od nejvyssich hodnot
uvedenych metabolitd namétenych piti kultivaci v mediu slozeného z hydrolyzovaného tuku
a kvasni¢ného autolyzatu a peptonu.
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Obrazek ¢. 36: Graficke znazorneni produkce lipidii u kmene Metschnikowia pulcherrima pri poméru
CIN 97
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Obrazek & 37: Grafickeé zndazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech u kmene
Metschnikowia pulcherrima pri pomeru C/N 97
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Obrdazek ¢ 38: Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitii u kmene Metschnikowia
pullcherima pr¥i poméru C/N 97

5.4.2 Kultivace p¥ri poméru C/N 150

Pfi kultivaci kvasinky v mediu pii poméru C/N 150 vykazuje nejvyssi procentualni podil
lipidd v biomase vzorek obsahujici glycerol, kvasni¢ny autolyzat spole¢né s peptonem, viz
(Obrazek ¢. 39). O néco nizs8i hodnotu vykazuje vzorek kultivovany v médiu tvofici
hydrolyzovany tuk a pefi. Nejvyssi zaznamenanou hodnotu nérlistu biomasy byla naméfena
v ptipad¢ kultivace média slozeného glycerolem a odpadniho pefi. Pomér zastoupenych MK je
vyobrazen na (Obrazek ¢. 40). Ve vSech naméfenych vzorcich vice nez polovinu MK tvofi
obsahujicim glycerol a pefi, kde rovnéZ miZeme pozorovat i nejvySsi hodnotu PUFA.
V piipadé¢ MUFA je nejvyssi hodnota zaznamenéna u vzorku kultivovaném v médiu z glukézy
a kvasnicného autolyzatu spolecné s peptonem.

Nejvyssi hodnota koenzymu Q a ergosterolu namétena pii kultivaci v médiu slozeném
Z hydrolyzovaného tuku a kvasni¢ného autolyzatu spole¢né s peptonem viz (Obrazek ¢. 41).
Celkové lze konstatovat, ze pti zvySujicim se poméru C/N u kvasinky kmene M. pulcherrima
dochazi ke snizeni obsahu koenzymu Q a ergosterolu.
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Obrazek ¢. 39: Grafické zndazornéni produkce lipidii u kmene Metschnikowia pulcherrima pri poméru
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Obrazek & 40: Grafickeé zndazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech u kmene
Metschnikowia pulcherrima pri poméru C/N 150
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Obrazek ¢ 41: Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitit u kmene Metschnikowia
pulcherrima pri poméru C/N 150
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5.5 Kaultivace kmene Metschnikowia chrisoperlae

Kvasinka kmene Metschnikowia chrisoperlae byla kultivovana v zivném médiu pii
pomérech C/N 97 a C/N 150.

55.1 Kultivace p¥i poméru C/N 97

V piipad¢ kultivace kvasinky kmene M. chrisoperlae pti poméru C/N 97 je nejvyssi
procentualni zastoupeni lipid v biomase pfi vyuziti média slozeného z hydrolyzovaného tuku
a pefi, rovnéz také s totoznym zdrojem uhliku a kvasniénym autolyzatem spolecné s peptonem,
viz (Obrazek ¢. 42). Nejvyssi nartst biomasy byl namétfen v piipadé kultivace v mediu
tvofeném glycerolem a kvasni¢nym autolyzatem spolu s peptonem. Pomérné shodné hodnoty
SFA, MUFA a PUFA lze vypozorovat pii vyuziti médii slozenych z glycerolu a glukézy jako
zdroje uhliku ve spojeni s odpanim pefi, kvasnicného autolyzatu spolu s peptonem, viz
(Obrazek ¢. 43). Podobné hodnoty jsou naméteny pii vyuziti média tvofeného hydrolyzovanym
tukem s odpadnim pefim a kvasni¢nym autolyzatem spolu s peptonem, kde nejvétsi zastoupeni
Vv piipadé obou médii mély SFA a nejnizsi hodnoty ptedstavovaly PUFA. Nejvyssi hodnotu
MUFA vykazoval vzorek v ptipadé¢ vyuziti média sloZeného z glycerolu a odpadniho pefi.

Podil koenzymu Q, ergosterolu a biomasy je zaznamenam na (Obrazek ¢. 44), ze kterého
je patrné, ze nejvyssi hodnota koenzymu Q se vyskytuje v ptipadé kultivace médiem slozenym
Z hydrolyzovaného tuku a kvasni¢ného autolyzatu spolu s peptonem.
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Obrazek ¢ 44: Graficke zndazorneéni produkce vybranych metabolitii u kmene Metschnikowia
chrysoperlae pri pomeru C/N 97

5.5.2 Kultivace p¥i poméru C/N 150

Naméfena biomasa v ptipadé poméru C/N 150 byla u vétSiny vzorkli podobna, viz
(Obrazek €. 45). Vyjimku tvoii kultivace v mediu slozeném z glukozy a kvasniéného autolyzatu

cv v

cv v

z glycerolu a odpadniho pefi. Zastoupeni jednotlivych MK je znazornéno na (Obrazek ¢. 46).
Pomér SFA, MUFA a PUFA je pfi kultivaci v poméru C/N 150 pomérné totozny. Vyjimku
ovSem tvoii kultivace v médiu slozeném z glycerolu a odpadniho pefi, kde je nejvyssi
zastoupeni PUFA a nejnizsi zastoupeni MUFA oproti ostatnim vzorkiim.

(Obrazek ¢. 47) udava celkovou hodnotu biomasy, koenzymu Q a ergosterolu. V piipadé
kultivace v médiich tvoficich jako zdroj uhliku hydrolyzovany tuk lze pozorovat nejvyssi
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hodnoty koenzymu Q. Nejvyssi hodnota ergosterolu byla zaznamenana pii vyuziti média
obsahujiciho glycerol a kvasni¢ny autolyzat spoleéné s peptonem. Nejniz§i hodnota obou
sledovanych metabolit byla namétena v pripadée kultivace s vyuzitim média tvoticiho glukdzu
jako zdroj uhliku a odpadni pefi jako zdroj dusiku.
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Obrazek ¢ 45: Grafické znazorneéni produkce lipidit u kmene Metschnikowia chrisoperlae pri pomeru
C/N 150
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chrysoperlae pri poméru C/N 150

5.6 Porovnani vysledki s rostlinnymi oleji a masly

Analyza MK pouzitych kment kvasinek byla porovnéna s rostlinnymi oleji a masly. Mezi
priblizn¢ shodujici se slozeni MK se tadi olivovy, brazilsky, avokaddovy olej a kakaové maslo
viz (Tabulka ¢. 9) a (Tabulka ¢. 10). U kmene R. toruloides byla nejvétsi shoda MK
zaznamenana s olivovym a brazilskym olejem. V piipadé kmene Y. lipolytica byla jedina shoda
naméiena s avokadovym olejem. Pouzité kvasinky z rodu Metschnikowia vyprodukovaly MK,
které se pfi vyuziti riznych zdroji uhliku a dusiku, v pomérech C/N 97, 150 nejvice shodovaly
s avokddovym olejem. Jeden ze vzorkli daného rodu prokazal také pfibliznou shodu
s kakaovym maslem.
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Tabulka & 9: Porovnani vysledného % zastoupeni MK lipidii s olivovym olejem, brazilskym olejem a
kakaovym mdaslem [29, 30]

Olivovy Vzorek 6 Brazilsky | Vzorek TP | Kakaové Vzorek
MK [%] olej olej 3 maslo M86

C14:0 2,7
C16 109-11,1 10,5 14-16 15,5 26 27,9
Cle6:1 0,1 0,3 3
C18 4,3 5,4 6-10 9,2 34,5 22
C18:1C 75,6 -75,7 74,1 29-48 48,6 34,5 37,8
C18:2C 4,8 55 30-47 17,7 3,2 4.8
C18:3C 0,3 1,3 0,7
C18:2t 51 1
C20:0 2,5
C20:2 2,9
C24:0 0,5 1,3

*pozn.: Vzorek 6- R. toruloides C/N 25 glycerol + siran amonny, Vzorek TP3- R. toruloides C/N 100 glycerol +

peri, Vzorek M86- M. chrysoperlae C/N 97 hydr. tuk + kvas. autolyzat, pepton
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Tabulka ¢ 10: Porovnani vysledného procentudlniho zastoupeni MK s avokadovym olejem [31]

Avok. | Vz. | Vz. | Vz. | Vz Vz. Vz. | Vz. | Vz Vz. Vz. Vz.
MK [%] | olej M81 | M83 | M84 | M081 | M084 | M73 | M76 | M074 | MO75 | M076 | Y21
C14:.0 0,5 0,9
C16 10-20 | 7,2 | 87 | 97 | 147 | 104 | 114|132 | 136 | 10,8 | 13,2 | 151
Cl6:1 4-9 56 | 48 | 7,8 6,9 5,9 66 | 53 | 53 5,2 53 8,6
C18 04-10 | 35| 3,7 | 15 2,1 1,2 2,1 2,2 2,8 48
C18:1C 56-78 | 62,6 | 58,3 | 656 | 61,8 | 61,1 | 59,6 | 56,7 | 583 | 60,8 | 56,7 | 61,1
C18:2C 10-15 | 16,4 | 24,6 | 153 | 12 199 | 18,7 (248 | 20,6 | 19,2 | 248 | 10,4
C18:3d3 0,2-2 1,7
C18:2t 0,4
C20:2 15
C24:0 0,3 0,3 0,5

*pozn.: Vzorek M81- M. chrysoperlae C/N 97 glycerol + peii, M83- M. chrysoperlae C/N 97 glycerol + kvas.

autolyzat, pepton, M84- M. chrysoperlae C/N 97 glukéza + peri, MO8 1- M. chrysoperlae C/N 150 glycerol + kvas.
autolyzat, pepton, M084- M. chrysoperlae C/N 150 glukoza + peri, M73- M. pulcherrima C/N 97 glukéza + peri,
M76- M. pulcherrima C/N 97 glukéza + kvas. autolyzat, pepton, M074- M. pulcherrima C/N 150 glukoza + peri,
MO75- M.pulcherrima C/N 150 hydr. tuk + kvas. autolyzat, pepton, M076- M. pulcherrima C/N 150 hydr. tuk +
peri, Y21-Y. lipolytica C/N 100 glukéza + siran amonny
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6 Zavér

Cilem této bakalatské prace byla produkce lipidi riznymi druhy kvasinek. Pro kultivaci byly
vyuzity kvasinky kmene Rhodosporidium toruloides, Yarrowia lipolytica, Metschnikowia
pulcherrima a Metschnikowia chrisoperlae. Tyto kvasinkovit¢é mikroorganismy jsou
charakteristické tvorbou lipidi ve vysoké mife a maji v§estranné pouziti. Podil jejich celkovych
lipidii mze dosahovat hodnot az 70 % z celkové biomasy. Pro vytvofeni co nejvysSiho
procentualniho podilu lipidd byly vyuzivany Kkultivace s riznymi C/N poméry a sledovany
optimélni podminky pro jejich maximalni tvorbu, pii piisobeni riznych zdroji uhliku a dusiku,
S vyuzitim odpadnich substratu.

Kultivace probihaly p¥i pomérech C/N 13, C/N 25, C/N 50 a C/N 100. Uginky poméru
C/N byly testovany pro kvasinky R. toruloides a Y. lipolytica v produkénich médiich, kde
zdrojem uhliku byla glukoéza, glycerol a odpadni zivocisny tuk, a zdrojem dusiku mocovina,
siran amonny, kvasni¢ny autolyzat, pepton a odpadni pefi.

U kmene Rhodosporidium toruloides v piipad¢ vyuziti klasickych zdroju uhliku a dusiku
byla nejvyssi hodnota lipidii stanovena na 12,27 %, zivné médium bylo sloZeno z glukdzy
a siranu amonného pti poméru C/N 50. S vyuzitim odpadnich substrati, kde byl zivocisny tuk
zdrojem uhliku, byl u daného kmene nejvyssi procentualni podil lipidd, a to ve vysi 73,53 %.
Téchto vysledki bylo dosaZeno pii poméru C/N 100 a média, které obsahovalo hydrolyzovany
tuk s kvasni¢nym autolyzatem. V piipadé vyuziti odpadniho tuku byla tato hodnota nejvyssi
4,54 % v biomase, kde zivné médium bylo slozeno z glycerolu a odpadniho pefi pfi poméru
C/N 50.

U kmene Yarrowia lipolytica bylo dosazeno maximalnich hodnot lipidt ve vysi 10,93 %
v piipad¢ média vyuzivajiciho klasicky zdroj uhliku, které se skladalo z glycerolu
a kvasni¢ného autolyzatu, pti poméru C/N 25. V piipadé vyuziti odpadniho zivo¢isného tuku
jakozto zdroje uhliku, byl nejvétsi podil namétenych lipida 43,32 %, kde médium bylo slozeno
Z hydrolyzovaného tuku spole¢né s kvasniénym autolyzatem C/N 50. Nastal zde stejny priklad
jako u piedeslého kmene kvasinky, kde pfi vyuziti odpadniho substratu byla naméfena
maximalni celkova hodnota lipidd, ovSem navzdory celkovému objemu biomasy. V piipadé
vyuziti odpadniho peti jakoZto zdroje dusiku, byla nejvy$si namétend hodnota lipidi 2,83 % na
biomasu, kde produk¢ni médium bylo sloZeno z glycerolu a odpadniho pefi pii poméru C/N 50.
V piipad¢ kultivace této kvasinky na odpadnim pefi byla hodnota lipidii maximalni a celkova
biomasa byla opét minimalni.

Kvasinky rodu Metschnikowia byly kultivovany v zivnych médiich obsahujicich rovnéz
glukozu, glycerol a hydrolyzovany tuk jakoZto zdroj uhliku, a kvasni¢ny extrakt spole¢né
S peptonem a odpadnim petim jakozto zdroje dusiku v pomérech C/N 97 a C/N 150. U kmene
Metschnikowia chrisoperlae byla naméfena nejvétsi hodnota lipida 49,27 % v piipadé vyuziti
obou odpadnich substrati, kde zivné médium bylo sloZzeno z hydrolyzovaného tuku
a odpadniho pefti pii poméru C/N 97.
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U kmene Metschnokowia pulcherrima byl stanoven maximalni podil lipida v biomase na
47,62 % v poméru C/N 97, kde produkéni médium bylo sloZzeno z odpadniho tuku
pomert.

Mezi mastné kyseliny, které se nejcastéji v kvasinkach hromadily, se fadila kyselina
palmitova, kyselina palmitolejova, kyselina stearova, kyselina olejova
a kyselina linolova aj. Analyza slozeni mastnych kyselin potvrdila, Ze za nékterych podminek
kultivace uritym kmenem kvasinky, by mohly byt vytvofené lipidy jistou alternativou
rostlinnych oleji ¢i masla.

MK n¢kolika druhti rostlinnych oleji a masel byly porovnany s MK vyprodukovanymi
vySse uvedenymi kvasinkami. Nejvyssi shoda byla zaznamendna u olivového,
brazilského, avokadového oleje a kakaového masla. Profil mastnych kyselin v lipidech
produkovanych kmenem R. toruloides byl velmi podobny sloZeni potravinatského olivového
a brazilského oleje. OvSem nejvice vzorkil bylo téméf shodnych s avokadovym olejem, a to
predevsim v pripadé kultivace kvasinek rodu Metschnikowia. Jedna shoda s uvedenym olejem
byla zaznamenana také pii kultivaci kmene Y. lipolytica. SloZeni mastnych kyselin kakaového
masla nejvice odpovidal kmen M. chrisoperlae. Z uvedenych piikladi vyplyva, ze lipidy
akumulované pii kultivaci v uréitych pomérech C/N, mohou slouzit jako nahrada vySe
uvedenych cennych surovin.

Experimenty provedené pro ucely sepsani této bakalaiské prace prezentovaly, ze
maximalni a uzite¢na produkce lipidi zavisi na raznych zdrojich uhliku a dusiku, na jejich
poméru C/N a kmenu kvasinek. V laboratornim méfitku byly odpadni materialy pfeménény na
uzite¢né bioprodukty. Tento proces kultivace muze byt v budoucnu potencialné vyuzit pro
produkci lipid tvofenych uréitymi typy kvasinek, které jsou schopné vyuzit rizné zdroje
uhliku ¢i dusiku v kultiva¢nim médiu. Tento bioproces je vhodny pro nakladani s odpady, je
Setrny k Zivotnimu prostiedi a poskytuje dobrou navratnost investic.
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8 Seznam pouZitych zkratek

CIN
GC
HPLC
MK
MUFA
PUFA
SFA

Pomér atomu uhliku k dusiku

Plynova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Mastné kyseliny

Mononenasycené mastné kyseliny
Polynenasyccené mastné kyseliny

Nasycené mastné kyseliny
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C14:0 kyselina myristova

C16 kyselina palmitova
C16:1 kyselina palmiolejova
C18 kyselina stearova
c18:1C kyselina olejova
C18:2C kyselina linolova
C18:3d3 kyselina a-linnolenova
ci18:2t kyselina linolelaidova
C20:2 kyselina eikosadienova
C24:0 kyselina lignocerova
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