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ABSTRAKT

Predlozena prace ptedstavuje srovnani ristu a produktivity karotenogennich kvasinek
Rhodotorula  aurantiaca a  Xanthophyllomyces dendrorhous a autotrofnich fas
Chlamydomonas reinhardtii a Chlorella vulgaris za riznych fyzikdlnich podminek.
Teoreticka cast obsahuje charakteristiku vybranych mikroorganismi, stresové podminky
zpusobeny teplotou, zafenim, kombinaci vzdusnéni a zafeni a také osmotickym stresem. Daéle
jsou zminény poznatky o metabolitech a moznostech jejich analyzy.

U vybranych kment byly pfti kultivaci aplikovany fyzikalni stresy, konkrétn€ 2%, 3%, 3%
a 5% roztok NaCl, intenzivni zafeni, absence osvétleni, 8 °C a 30 °C. V téchto podminkach
byly sledovany zmény produkci karotenoidd, mastnych kyselin, ergosterolu, ubichinonu
a bilkovin.

Vyrazné inhibi¢ni u€inky na vSechny vySe zminéné mikroorganismy vykazovalo pouziti
5% roztoku NaCl. Nejvyssi produkce metabolitih u X. dendrorhous byla zjisténa pii pouziti
4% roztoku NaCl. R. aurantiaca vykazovala vyssi vytéznost latek pii 30 °C. Pro zvolené
kmeny fas byly pouzité stresy letalni.

V ramci kultivaci byly také testovany moznosti kokultivaci kvasinek a fas, které budou
predmétem dalSich studii.

KLICOVA SLOVA
Karotenogenni kvasinky, autotrofni fasy, karotenoidy, lipidy, proteiny, HPLC/PDA, GC/FID



ABSTRACT

The submitted bachelor thesis focuses on the comparison of growth and productivity of red
yeasts Rhodotorula aurantiaca and Xanthophyllomyces dendrorhous and autotrophic algae
Chlamydomonas reinhardtii and Chlorella vulgaris under different physical conditions.

The theoretical part contains the characteristics of selected micro-organisms, stress factors
caused by temperature, radiation, combination of aeration and radiation and osmotic stress.
Furthermore, knowledge on metabolites and the possibilities of their analysis are mentioned.

Physical stresses, namely 2%, 3%, 4% and 5% solution of sodium chloride, intense
radiation, absence of lighting, 8°C and 30°C, were applied to selected strains in cultivation.
Under these conditions, changes in production of carotenoids, fatty acids, ergosterol,
ubiquinone and proteins were being observed.

A significant inhibitive effect on all the above mentioned micro-organisms was brought
about by the use of 5% solution NaCl. The highest production of metabolites with
X. dendrorhous was discovered when 4% solution of NaCl was used. R. aurantiaca
demonstrated higher substance utilization at 30°C. For the selected algae strains were the
used stresses lethal.

Within the cultivation process, the possibilities of co-cultivation of yeasts and algae were
also tested, which will be the subject of further studies.

KEY WORDS
Red yeast, autotrophic algae, carotenoids, lipids, proteins, HPLC/PDA, GC/FID
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1 UVOD

Kvasinky maji v souc¢asné dobé naprosto nenahraditelnou pozici. Jsou nejvyuzivanéjSim
mikroorganismem piedevSim v potravinaiském pramyslu, kde se s nimi setkdvame napiiklad
pii vyrobé alkoholickych napoji, potravinarské a krmné biomasy apod. Neméné¢ diilezitou roli
zastupuji ve farmaceutickém pramyslu nebo také jako modelové organismy. Dalsi velmi
vyznamnou funkci zastavaji pii produkci metabolitii, jako jsou karotenoidy, lipidy, proteiny
a dalsi.

V poslednich desetiletich se velice rozviji vyuziti mikrofas. V tomto ohledu maji velky
potencidl. Komercné se vyuzivaji jako dopliiky stravy, zejména jako zdroj proteint, vitaminQ
a mineralt (Chlorella, Spirulina), krmivo pro hospodaiska zvitata, 1é¢iva nebo také biopalivo.
Dalsi vyuziti jsou stale predmétem vyzkumu.

Karotenoidy patfi do skupiny tetraterpenoidii, sestavajicich z isoprenoidnich jednotek.
Ptevazné se vyskytuji v rostlindch, ale je mozné se s nimi setkat i u zivo€ichl. Velice
vyznamna je jejich antioxidaéni schopnost. Jejich dlouhodobé uzivani funguje jako prevence
proti riznym onemocnénim. Dale slouzi také k vyrob¢ barviv, 1é¢iv a vyzivovych doplnkd.

Lipidy jsou latky rostlinného i zivoc¢isného pivodu. Maji Siroké spektrum vyuZziti.
PredevSim poskytuji energii, kterou také uchovavaji pro pozdéjsi vyuziti. V podobé
dvojvrstvy tvoti fosfolipidy zakladni stavebni kdmen biologickych membran.

Proteiny také oznacované jako bilkoviny se fadi mezi biopolymery. V organismu
zastupuji mnoho funkci. Jsou zakladni stavebni strukturou vSech bunck. Tvoii obranu
organismu. Podileji se na regula¢nich mechanizmech. Vyznamnou ulohu plni také jako
transportni latky (hemoglobin, transferin).

Bakalafska prace je zamétena na srovnani ristu karotenogennich kvasinek a autotrofnich
fas. Dale se zabyva produkci metabolitii, konkrétné karotenoidd, lipidd a proteinti pfi
optimalnich podminkach kultivace a pod vlivem vybranych fyzikalnich a chemickych
stresovych faktord.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kbvasinky

Kvasinky jsou jednobunécné heterotrofni eukaryotické mikroorganizmy nalezici do fiSe
Houby (Fungi). V piirodé jsou velmi rozsifené. Vyskytuji se ve vode, v puade a také ve
vzduchu. Doposud bylo popséno ptiblizné¢ 1500 druha kvasinek nalezicich do vice nez 100
rodi. Morfologie kvasinek je rozmanitd. Mezi nejCastéjsi tvary patii elipsoidni, kulovity
a cylindricky. Bunécnd sténa kvasinek ma silnou a pevnou strukturu. Dava bufice tvar
a ochranu pfed mechanickymi vlivy a osmotickym Sokem. Hlavni podil bunééné stény tvori
polysacharidy. Déle obsahuje bilkoviny, lipidy, fosfolipidy a fosfore¢nany. Rozmér bunék se
obvykle pohybuje vrozmezi 3-5 pum, v extrémnich pifipadech az 40 pum. Kvasinky ziji
jednotlivé nebo v koloniich. Jejich rozmnozovani se déli na dva typy, a to vegetativné
pucenim ¢i délenim nebo pohlavné tvorbou bazidiospor nebo askospor [1-5].

2.1.1 Karotenogenni kvasinky

Nékteré kvasinky maji schopnost tvofit karotenoidni pigmenty. Diky pigmentim ziskavaji
charakteristické Cervené, oranzové az zluté zbarveni. Vzhledem k témto vlastnostem byvaji
Casto oznaCované také jako Cervené kvasinky. Karotenogenni kvasinky fadime do tfidy
Basidiomycetae. Vyznamnymi rody této skupiny jsou Rhodotorula, Phaffia, Sporobolomyces,
Sporidiobolus a Rhodosporidium [2, 5].

2.1.1.1 Rod Rhodotorula

Vsechny druhy rodu Rhodotorula dokézi produkovat a akumulovat tuky, jsou lipidotvorné.
Za specifickych podminek produkce probiha ve zvySeném mnozstvi. Tento rod je také
charakteristicky tvorbou karotenoidi, konkrétné B-karotenu, torularhodinu a torulenu. Patii
sem napiiklad Rhodotorula aurantiaca, Rohodotorula rubra, Rhodotorula glutinis [6, 7].

V kapalném prostiedi tvofi sediment a prstenec vétSinou svétlé, krémové az svétleriizové
barvy. Natér na agaru mizZe byt barevné rozdilny. Vysledna barva zavisi na slozeni zivného
média. Je hladky, leskly, slizovity (Obr. 1). Témé&f netvoii pseudomycelium [2].

Rod Rhodotorula je rozsiten po celém svété. Nachazi se ve vzduchu, plidé, sladké i1 slané
vodé, na povrchu rostlin nebo v riznych orgénech Zivocichll. Jejich naroky na Zivotni
podminky nejsou vysoké, predev§im na mnozstvi dusiku. Proto se Casto vyskytuji v pidach
s nizkym obsahem tohoto prvku [2].
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Obr. 1: Rhodotorula aurantiaca [9]

2.1.1.2 Rod Xanthophyllomonas

Kvasinky rodu Xanthophyllomonas, diive ozna¢ovany jako Phaffia, jsou typické pro produkci
velkého mnozstvi  karotenoidd, konkrétné  astaxanthinu, v men$i mife také
B-karotenu. Divoké kmeny maji niz§i vynosy astaxanthinu, proto jsou pro prumyslovou
produkci modifikovany [2, 6, 8].

Xanthophyllomonas tvoii nejéastéji elipsoidni buiiky. Zije jednotlivé, v parech nebo také
v kratkych ftetizkach (Obr. 2). DéEli se pucenim. Kolonie jsou Cervené az lososové. Pfi
kultivaci na agaru je natér pomerancovocerveny hladky, obcas mirné skladany. V kapalném
médiu se vytvaii sediment 1 prstenec [2].

Od ostatnich karotenogennich kvasinek se 1i§i schopnosti zkvaSovat sacharidy. Casto
pouze velmi slab¢, pti nizké teploté a po delsi dobé [2].

Obr. 2: Xanthophyllomyces dendrorhous [10]
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2.2 Rasy

wrvr

Chromista, Prvoci a Rostliny. Jejich systematické zatazeni je v tab. 1 [10].

Tab. 1: Systematické zatazeni fas [11]

Impérium RiSe Oddéleni
Prokaryota Bakterie (Bacteria) Sinice (Cyanobakterie)
Glaucophyta
Rostliny (Plantae) Ruduchy (Rhodophyta)

Zelené tasy (Chlorophyta)
Paroznatky (Charophyta)

Heterokontophyta (Chromophyta)
Skryténky (Cryptophyta)
Ochrophyta

Cercozoa

Eukaryota Chromista

Chlorarachniophyta
Prvoci (Protozoa) Krasnoocka (Euglenozoa)
Obrnénky (Dinophyta)

Mezi fasami je mozné nalézt jednobunééné i mnohobunééné organismy. Dale se vyskytuji
v koloniich nebo také jako slozitéjsi listnaté formy podobné cévnatym rostlindm. Vzhledem
k funkci fotosyntézy obsahuji mnoho fotosyntetickych pigmenti. NejdulezitéjSim je chlorofyl.
DalSimi vyznamnymi barvivy jsou skupiny karotenoidl. U vSech skupin fas je pfitomen
B-karoten. Rasy se nachazeji ve sladkovodnim prostiedi i slanych vodach s $irokou toleranci
pro pH. Také je mozné je najit v plidé. VyuZivaji téZ symbidzy — vzajemné prosp&sného
souziti. Ve spojeni s houbami tvofi liSejniky [11, 12].

2.2.1 Rod Chlamydomonas

Chlamydomonas je haploidni jednobunééna eukaryotni fasa. VSechny druhy jsou schopné rist
autotrofné. Zije ve sladkych stojatych nebo mirn& tekoucich vodach, ale také
ve vlhkych pidach a zasnézenych krajinach. Nékteré druhy jsou schopné Zit 1 v brakickych
a moftskych vodach. Je popsano ptiblizn€ 500 druht. Kazda buiika obsahuje chloroplast a ma
dva biciky (viz Obr. 3). Chlamydomonas se b&éziné vyuziva ve vyzkumu, vétSinou
v molekularni genetice, protoZe je haploidni, ma jednoduchy zivotni cyklus, snadno se
kultivuje a rychle roste [13, 14].
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Obr. 3: Chlamydomonas pod svétlenym mikroskopem [13]

2.2.2 Rod Chlorella

Chlorella je snadno kultivovatelnd, rychle rostouci jednobunécna tasa, obvykle kulovitého
(Obr. 4) az elipsoidniho tvaru. Druhy Chlorella jsou schopny autotrofniho riistu. Mohou riist
také bez pfistupu svétla, ale pouze v piipadé€ zajisténi jiného zdroje uhliku v podobé glukozy,
kterou jsou schopny utlilizovat. Buniky jsou bohaté na aminokyseliny, mineralni latky
a vitaminy. Z tohoto divodu je hojné¢ vyuzivand jako potravinovy dopln¢k. Chlorella
se vyskytuje ve vlhkych ptidach, na klife stromi, také ve sladkovodnim prostiedi a kanalizaci.

cey

Nekteré druhy Chlorella 7iji jako symbionti bezobratlych nebo hub [13].

Obr. 4: Bunky Chlorella pod svétlenym mikroskopem [13]

2.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou pfirozené se vyskytujici pigmenty syntetizované rostlinami
a mikroorganismy. Jednd se o produkty sekundarniho metabolismu, vychéazejici
zisoprenoidni  drdhy. Jsou to nepolarni latky. Kvasinky rodl Rhodotorula
a Xanthophyllomyces maji schopnost piirozené tyto pigmenty produkovat. Rhodotorula
syntetizuje predevSim [-karoten, torulen a torularhodin (Obr. 5), Xanthophyllomyces
astaxanthin a v mensi mife také B-karoten. U zelenych tas se nachdzi zejména B-karoten,
violaxanthin, neoxanthin a lutein. Ve stresovych podminkach rod Chlorella produkuje
ketokarotenoidy, canthaxanthin a astaxanthin [7, 15, 16].
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Obr. 5: a) B-karoten, b) torulen, c) torularhodin, d) astaxanthin

2.3.1 Struktura

Karotenoidy se fadi mezi terpenoidy, konkrétné do skupiny tetraterpenti tvorenych osmi
isoprenoidnimi jednotkami. Formalné¢ by mohly byt odvozeny od acyklického lykopenu
(Obr. 6) s konjugovanym systémem dvojnych vazeb. Diky tomuto usporadani jsou schopny
absorbovat zareni urCitych vinovych délek. Karotenoidy se d€li na dvé hlavni skupiny:
uhlovodiky nazyvané karoteny a kyslikaté slouceniny xanthofyly [7, 15].

H,C

]
CH,
|
CH; CH, CH;
CH; CH; CH,
|
H,C CH;

Obr. 6: Lykopen

2.3.2 Funkce

Karotenoidy zastupuji v metabolismech rostlin a Zivo¢ichi mnoho riznych funkci. V prvni
fadé slouzi k ochran¢ bun¢k pted ultrafialovou slozkou slune¢niho zareni. Také funguji jako
doplnkové fotoaktivni pigmenty [5, 17].

Karotenoidy vykazuji antioxidac¢ni u€inky. U lidi jsou vyuZivany k prevenci riznych
degenerativnich ¢i kardiovaskularnich onemocnéni. Téz plni funkci prekurzor vitaminu A.
V kosmetickém pramyslu se ptidavaji do opalovacich krémt [18].
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2.3.3 Biosyntéza karotenoidi

Biosyntetické drahy zapojené do tvorby karotenoidl pfedev$im u kvasinek byly objasnény
v padesatych az Sedesatych letech minulého stoleti vyuzitim klasickych biochemickych
postupti. Vychozi latkou pro biosyntézu karotenoidu je acetylkoenzym A. Nasledné dochazi
ke kondenzaci jeho tfi molekul. Vznikd PB-hydroxy-p-methylgultaryl-CoA. Redukci této
slouceniny vznikd mevalonova kyselina, poté dochdzi k fosforylaci a dekarboxylaci.
Vyslednym produktem je aktivni izopren izopentenyldifosfat. Enzymovou katalyzou
piesmykuje na dimethylallyldifosfat. Kondenzaci téchto dvou poslednich meziprodukta
vznikd geranyldifosfat. Z geranyldifosfatu vznikéd fytoen, ktery podléha desaturaci za tvorby
lykopenu. Lykopen plsobi jako prekurzor cyklickych karotenoiddi a podléha tadé
metabolickych reakci za vzniku p-karotenu, vy-karotenu, torulenu, torularhodinu
a astaxanthinu. y-karoten je prekurzorem [-karotenu a torulenu. Hydroxylace a oxidace
torulenu vede k tvorb¢ torularhodinu. Karotenogenni drahy u fas nejsou pfili§ objasnény.
Nékteré jsou navrzeny na zéklad€ chemické struktury karotenoida [7, 16, 19, 20].

Phytoenc —-s—— —-&—— Isopentenyl pyrophosphate

CrtB CrtE
CrtP Astaxanthin

Derivaty a-karotenu CrtQ Derivaty B-karotenu
CrtH/CrtISO + CrtR-b
Monadoxanthin Lycopene Echinenone ——® (Canthaxanthin
+ o /\CrtL_b CrtO/CrtW  CrtO/CrtW
Crocoxanthin a-Carotene p-Carotene Caloxanthin ——» Nostoxanthin
+ CriR-e ¢ criRp /. CrtG CriG
Prasinoxanthin Lutein Zeaxanthin Diatoxanthin —— Alloxanthin
Vde $+ Zep **
Loroxanthin Antheraxanthin Diadinoxanthin —J Heteroxanthin
* Vde ++ Zep
Siphonaxanthin Violaxanthin Vaucheriaxanthin

+ Nsy
Neoxanthin Peridinol 7 Peridinine
+ Dinoxanthin +

9'-cis Neoxanthin Fucoxanthin Pyrrhoxanthin

Obr. 7: Biosyntéza karotenoidi [16]
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2.4 Lipidy

Lipidy jsou latky biologického piivodu rozpustné v organickych rozpoustédlech, ale téméet
nebo Uplné nerozpustné ve vode. Vhodnymi rozpoustédly jsou naptiklad benzen, ether nebo
chloroform. Toto rozd€leni je zalozeno na fyzikalnich vlastnostech téchto latek.
Z chemického hlediska se pouziva déleni na dvé hlavni ¢asti. Jako lipidy jsou oznaCovany
estery vysSich mastnych kyselin a alkohold nebo jejich derivatti. Druhou skupinu tvori
isoprenoidy [21, 22].

2.4.1 Funkce

Lipidy maji v organismech mnoho vyznamu. Hlavni funkci je poskytovani energie a jeji
uchovani z pfijimané potravy. Prebytecné lipidy se méni na acylglyceroly a ukladaji se
v tkanich. Dalsim vyznamnym ukolem je jejich strukturni funkce, tvorba mono a dvojvrstev
tvoficich strukturni jadro biomembran. Tuky déale plni ochrannou funkci. Chrani nékteré
vnitini organy pfed mechanickym poskozenim. Podkozni tuk méa také isolacni charakter.
Zabranuje nadmérné ztraté tepla a vody [22].

2.4.2 Biosyntéza lipidi

Biosyntéza lipidi probihd v cytosolu buitky a déli se na dvé hlavni ¢asti - biosyntézu
mastnych kyselin, kterd probiha jako kondenzace dvouuhlikatych jednotek a syntézu
triacylglyceroltl, které jsou syntetizovany z esterti mastnych acyl-CoA a z glycerol-3-fosfatu
nebo dihydroxyacetonfosfatu [21, 22].

2.4.2.1 Biosyntéza mastnych kyselin

BéZzné mastné kyseliny maji obvykle sudy pocet atomt uhliku, coz vyplyvéa z biosyntézy,
ktera vychazi z dvouuhlikatych prekurzort — acetyl-CoA [22].

Pribéh biosyntézy lze rozdélit do tii krokid. Nejprve probiha karboxylace acetyl-CoA na
energeticky bohat$i malonyl-CoA za spotieby ATP pomoci enzymového komplexu
acetyl-CoA-karboxyldzy slozen¢ho ze tii funkénich podjednotek — bilkovinného nosice
biotinu, ktery ma funkci nosi¢e CO», biotinkarboxylazy a karboxyltranferazy [22].

Druhym krokem je syntéza palmitové kyseliny probihajici na multienzymovém komplexu
syntazy mastnych kyselin. Pfi opakujicich se reakcich se z malonyl-CoA postupné syntetizuje
zakladni Sestnactiuhlikovy fetézec palmitové kyseliny. Prvni cyklus zahrnuje pfenos acetylu
z acetyl-CoA nejprve na centrdlni thiolovou skupinu (¢cSH) a poté transacylaci na periferni
thiolovou skupinu (pSH). V dalSich cyklech je pravé vytvoteny acyl pirenaSen z ¢SH na pSH,
¢imzZ se ¢SH uvolni pro dalsi vazbu malonylu. Uvolnény acyl z pSH se napoji na malonyl
ucinkem kondenzac¢niho enzymu 3-oxoacylsyntetazy. Vznikajicim produktem je 3-oxoacyl,
ktery se redukuje na 3-hydroxyacyl, znc¢hoz se ulinkem lyazy odstépi molekula vody
a vznikne nenasyceny acyl — enoyl. Pfi druhé redukei je enoyl redukovan na nasyceny acyl.
Reakce je katalyzovana enoylreduktdazou za ucasti NADPH. Jednotlivé cykly jsou opakovany
tak dlouho, dokud neni ziskand vhodna délka fetézce. Poté jsou reakce zastaveny alosterickou
inhibici [22].

Tteti faze je oznaCovand jako dal$i pfemény palmititu (elongace a desaturace), kdy
dochézi k uvolnéni vyrobené mastné kyseliny z ACP (Acyl Carrier Protein) a je aktivovana
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reakci s CoA za ucCasti ATP akatalyzy thiokindzou. Vznikly acetyl-CoA miize byt dale
zapojen do syntézy lipidii nebo mize byt vyuzivan na vznik kyselin s del$im fetézcem [22].

2.4.2.2 Biosyntéza triacylglycerolii

Aby mohly nové nasyntetizované mastné kyseliny plnit tlohu energetickych zasob, musi byt
nejdiive pfevedeny na triacylglyceroly. Triacylglyceroly jsou syntetizovany z esterti mastnych
acyl-CoA a z aktivovaného glycerol-3-fosfatu nebo dihydroxyacetonfosfatu. Acyltransferaza
pienasi dva acyly mastnych kyselin z acyl-CoA na aktivovanou formu glycerolu a vznika
fosfatidat. Z n¢j je fosfatidathydroldzou odstépen fosfat za vzniku diacylglycerolu. Ten na
sebe navaze tieti zbytek mastné kyseliny z acyl-CoA pomoci enzymu acyltransferazy a vznika
triacylglycerol [22].

2.4.3 Izoprenoidy

Izoprenoidy jsou velkou a rtznorodou skupinou pfirozené se vyskytujicich organickych
chemickych latek vznikajicich kondenzaci péti atomt uhliku izoprenovych jednotek dale
rizné modifikovanych. Charakteristickym znakem izoprenoidl je jedna dvojnéa vazba a jeden
vétvici se methyl. Do této skupiny jsou fazeny steroly, které jsou dileZitou soucasti membran.
Dale ktéto kategorii patii také karotenoidy a rovnéz ubichinon, znamy jako
koenzym Q1o [22, 23].

2.4.3.1 Ergosterol

Ergosterol je steroidni latka obsazena v bunécnych membranach nizsich eukaryot, predev§im
kvasinek. M4 podobnou funkci jako cholesterol u vysSich zivo€ichi. Ma vliv na fluiditu
membran. Ergosterol je prekurzorem vitaminu D. Ultrafialové zéfeni iniciuje fotochemickou
reakcli, pti které se ergosterol pfeméni na ergokalciferol [24].

Obr. 8: Ergosterol

2.4.3.2 Ubichinon

Ubichinon také oznacovany jako koenzym Q1o patii mezi koenzymy oxidoreduktaz. Obsahuje
izoprenoidni postranni fetézec, a proto je fazen mezi izoprenoidy. Koenzym Q ma dileZitou
roli v elektronovém transportnim fetézci v procesu bunééného dychani jako prenaSec
elektront [22, 23].
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Obr. 9: Koenzym Qo

2.5 Proteiny

Proteiny, t€Z oznaCované jako bilkoviny, jsou biopolymery aminokyselin vzniklé procesem
proteosyntézy. Jednd se o vysokomolekularni ptfirodni latky, jejichz relativni molekulova
hmotnost je vice nez 10 000. Aminokyseliny jsou v proteinech vzajemné vazané peptidovou
vazbou do nerozvétvenych fetézci. Dale se na struktuie proteint podili disulfidové, esterové
a amidové vazby. Pro lidskou vyzivu se vyuzivaji rizné zdroje. Posledni dobou se uvazuje
i o netradi¢nich zdrojich, jako jsou napftiklad tasy, konkrétné Chlorella [21, 25].

2.5.1 Funkce

Proteiny jsou zakladem vétSiny Zivych organismi. Z tohoto divodu zastavaji mnoho funkeci.
Strukturni proteiny maji funkci stavebnich slozek bunék, tkéni a pletiv. Enzymy a hormony
zastupuji katalytické proteiny. Dal$i funkce je transportni, umoziuje pienos rtiznych latek.
Déle se proteiny déli na pohybové, obranné, zéasobni, vyzivové, senzorické nebo
regulacni [25].

2.5.2 Struktura

U struktury proteind se rozeznavaji Ctyfi urovn¢ — primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni.
Primérni struktura udavéa potfadi aminokyselin v peptidovém fetézci. Prostorové uspotradani
peptidovych fetézcl zajistuje sekundarni struktura. Jeji mozné konformace jsou helikalni
struktury, z nichZ velmi vyznamna je a-helix, nebo B-struktury také oznacované jako skladany
list. Terciarni struktura urcuje trojrozmérné uspotadéani celého polypeptidu. Mnoho proteinii
je slozeno z jednotlivych podjednotek, jejichz uspotadani udava kvartérni struktura [21, 25].

2.6 Stresové podminky

VsSechny buiikky reaguji na zmény ve svém prostiedi. Takovéto zmeény, které ohrozuji
existenci buiiky nebo brani jejimu optiméalnimu ristu, se obvykle oznacuji jako bunécny stres.
Stresové vlivy se déli na fyzikalni a chemické. Mezi fyzikalni vlivy se fadi teplota, zafent,
osmoticky stres apod. Buné¢na odpovéd’ na stres funguje jako ochrana buiiky pted Skodlivymi
ucinky stresu a pii opravach po moZzném posSkozeni [26].

2.6.1 Teplota

Vliv teploty je jednim z hlavnich faktorl ovliviujicich rychlost rozmnoZovani a rlstu
mikroorganisml. Kazdy organismus ma své teplotni optimum. Vzhledem ke vztahu k teploté
rozliSujeme tii hlavni typy. Psychrofilni organismy maji optimalni teplotu pod 20 °C. Druhou
skupinu tvofi mezofilni mikroorganismy, pro které je optimalni teplota niz§i nez 45 °C.
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Ttetim typem jsou termofilni organismy, jejichZz optimum se nachéazi v rozmezi 50 az 60 °C,
vyjimecné i pti 80 °C [5].

Teplotni stres je zplisoben vystavenim bunék teploté mimo jejich optimum, a to jak vysoké
teploté (,,heat-shock*) nebo nizké teploté (,,cold shock®). Pfi zvySovani teploty roste rotacni,
vibracni 1 translacni kineticka energie vSech bunécnych molekul. Pokud dojde ke zvyseni
kinetické energie, zvysi se membranova fluidita, zvySi se metabolismus a nastanou tzv.
piechody, jako je proteinova denaturace. Bunky také syntetizuji tzv. proteiny teplotniho Soku,
které rozeznavaji anomalie vzniklé po plisobeni stresoru a u¢inn¢ je odstranuji [27, 28].

2.6.2 Zareni

Elektromagnetické zafeni se znacné 1isi svym fyziologickym ucinkem na mikroorganismy
v zavislosti na vlnovych délkach. Infracervené zafeni ani Hertzovo zafeni nemaji doposud
zjisténé letalni ucinky. Na butiky plisobi pouze teplem. Viditelné svétlo poskytuje energii pro
fototrofni mikroorganismy. Dalsi dulezitou funkci je podpora tvorby karotenoidnich barviv.
Ultrafialové zafeni je prokazatelné mutagenni a letalni. Nejsilnéj$i mutagenni a letalni vliv ma
zéfeni o vlnové délce, kterd je nejvice absorbovdna nukleovymi kyselinami. Roentgenovo
zéfeni, y-zéateni a kosmické zéafeni jsou silnymi mutageny a také vykazuji smrtici i€¢inky [5].

2.6.3 Osmoticky stres

Osmoticky stres je zplisoben zménami koncentrace rozpusténych molekul v okolnim prostiedi
buiiky, ¢imz dochéazi ke zméné dostupnosti vody. ZvySeni osmotické koncentrace vede ke
snizeni aktivity vody a vodnimu potencidlu. Naopak snizenim osmolarity zvySime aktivitu
vody. Vzhledem k tomu, ze biologické membrany jsou propustnéjsi pro vodu nez vétSinu
rozpusténych latek, jsou bunky ovlivnény zménami celkové koncentrace rozpusténych latek.
V disledku toho zplsobuje zvySeni vnéjSi osmotické koncentrace (hyperosmoticky
stres) odtok vody z buiiky, zatimco snizeni vnéjsi osmolarity (hypoosmoticky stres) vede
k nasévani vody [26].

2.7 Metody analyzy

2.7.1 GC/FID

Plynova chromatografie je technika k oddéleni slozek smési, jejimZz Ucelem je ziskani
informaci o jejich molekulovém slozeni a mnozstvi. Po ptevedeni vzorku do plynné faze je
vzorek separovan distribuci mezi stacionarni a mobilni plynnou fazi. Jsou rozliSovany dvé
skupiny plynové chromatografie — adsorp¢ni plynova chromatografie (plyn-pevna stacionarni
faze) a rozdélovaci plynova chromatografie (plyn-kapalina stacionarni faze) [29, 30].

Pti separaci latek se vzorek nastiikne do vyhtivaného bloku (injektoru), kde se odpafi a ve
formé par je undSen inertnim nosnym plynem ke konci kolony. SloZky, které vychazi
z kolony, jsou jednotlivé detekovany detektorem [31].

Casto uzivanym detektorem u plynové chromatografie je plamenovy ionizaéni
detektor (FID). Detekovany vzorek je spalovan vodik-vzduchovym plamenem, ktery hoti
mezi dvéma elektrodami — anodou a katodou. Molekuly organickych latek tvoii v plamenu
radikaly, které pfechdzi na ionty. Témi je zvySovéana vodivost plamene a detektorem prochazi
proud umérny koncentraci analyzované latky v nosném plynu [31].
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2.7.2 HPLC/PDA

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je dalsi separacni technikou. Principem separace je
déleni analytu mezi staciondrni a mobilni fazi, kterd je vzdy kapalnd. Stacionarni faze je
zakotvena v kolon€. Pfi separaci vzorek interaguje s mobilni fazi, se stacionarni fazi a také
dochazi k sorpci na staciondrni vrstvu. Po priichodu separacni kolonou jsou analyzované latky
detekovany detektorem [31].

U kapalinové chromatografie jsou rozliSovany ctyfi hlavni systémy podle mechanismu
separace — kapalinova adsorpéni chromatografie (LSC), kapalinova rozd¢€lovaci
chromatografie (LLC), gelova permeacni chromatografie (GPC) a iontové vyménna
chromatografie (IEC) [31].

Detektor diodového pole patii k spektrofotometrickym detektorim. Tento typ detektort
umoznuje kontinudlni skenovéani celého spektra vredlném c¢ase. Vyhodou je vysoké
univerzalnost a citlivost [31, 32].

2.7.3 Stanoveni celkovych proteinii

Metody stanoveni celkovych proteinli 1ze rozdélit do péti skupin. Do prvni skupiny se tadi
metody zalozené na interakci proteini sionty meédi. Zastupci skupiny jsou
Hartree-Lowryho metoda, biuretova metoda a bicinchoninova metoda. Druhou skupinu tvoii
ninhydrinové metody po kyselé hydrolyze proteinti. Dalsi kategorii zastupuje stanoveni z UV
spektra. Ctvrtou &ast reprezentuje metoda Bradfordové s vazbou barviva Coomassie blue na
proteiny. Posledni skupina obsahuje stanoveni celkovych proteind ze suSiny [33].

2.7.3.1 Hartree-Lowryho metoda

Hartree-Lowryho metoda vyuzivé ucinek tfi ¢inidel. Prvni dvé ¢inidla jsou vyuzivané také ke
stanoveni biuretovou metodou. Tteti sloZzkou ¢inidel je Folin-Ciocalteau ¢inidlo na fenoly. Je
tvofeno fosfomolybdenovou a fosfowolframovou kyselinou, které redukuji tyrosinovymi
zbytky proteint a barvi se modfe. Stanoveni mé linedrni odezvu v SirSim rozsahu
koncentraci [33].

2.7.4 Absorp¢éni spektrofotometrie UV-VIS

Princip metody spociva v absorpci viditelného a ultrafialového zafeni analytem a ndsledném
meéfeni poklesu intenzity zafeni v rozmezi 200 — 800 nm. Fotony z elektromagnetického
zéateni ve viditelné a ultrafialové oblasti maji dostatecné mnozstvi energie, aby excitovaly
elektronové, vibracni i rotaéni stavy molekul [34].

Zdrojem zéfeni jsou pro ultrafialovou oblast vodikovéa nebo deuteriova vybojka, kterd je
Castéj$i. U viditelné oblasti se vyuzivd wolframova nebo halogenovd Zarovka. Funkci
dispersniho prvku obvykle plni mfizkovy monochromator. Detektor tvoii nejcastéji fotonka
nebo fotonasobic€. Pouzité kyvety nesmi absorbovat zateni. Z tohoto diivodu se v ultrafialové
oblasti vyuZzivaji kiemenné kyvety [34].
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3 CIL PRACE
Cilem bakalatské prace zamétené na kultivaci autotrofnich fas a karotenogennich kvasinek
bylo feSeni nasledujicich dil¢ich krokd:
e Kultivace vybranych druhti fas a kvasinek vCetn¢ testovani moznosti kokultivace
e Analyza obsahu vybranych metaboliti - lipidii, pigmentd, sterolti a bilkovin
e Srovnani produkce metaboliti fasami a kvasinkami za riznych fyzikéalnich
podminek
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pristroje a pomiicky

4.1.1 Kultivace kvasinek

Analytické vahy — Boeco, Némecko

Box Aura mini — BioTech, Ceska republika

Centrifuga U-32R — Boeco, Némecko

Spektrofotometr VIS Helios 6 — Unicam, Velké Britanie
Ttepacka Yellow line — Labicom s.r.0., Némecko

4.1.2 Kultivace ras

Kultivator Multi-Cultivator MC 1000-OD PSI — Ceska republika
- Detektor optické hustoty — detekce pti 680 nm a 720 nm

- LED diodovy zdroj

- Stojan pro 8 zkumavek 80 ml

- Termostat s vodni lazni

- Vzduchova pumpa

- Zasobnik na destilovanou vodu

4.1.3 Izolace a analyza vybranych metaboliti

HPLC/PDA sestava
- Sestava HPLC/MS — Thermo Scientific, USA

- Termostat LCO 101, Column Oven — ECOM, Ceska republika

- PDA Plus Detector — Thermo Scientific, USA
- MS Pump Plus — Thermo Scientific, USA
- Predkolona C18, AJ0 4287 — Phenomenex, USA
- Drzék predkolony KJO 4282 — ECOM, Ceska republika
- Kolona Kinetex C18, 5 mm 4,6 x 150 mm
GC/FID sestava
- Sestava GC — ThermoQuest S. p. A., Italie
- Detektor FID
- Kapilarni kolona ZB-WAX plus
Vakuova odparka RV 06 — IKA, Némecko
Vodni lazen EL-20 — Merci a.s., Ceska republika

4.2 Pouzité chemikalie

4.2.1 Kultivace kvasinek a ras

D-glukosa monohydrat p.a. — PENTA s.r.0.

Siran hofec¢naty heptahydrat p.a. — Lach-Ner s.r.o.
Siran amonny p. a. — Lach-Ner s.r.o.
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a. — Lach-Ner s.r.o0.
Kvasni¢ny autolyzat — HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.
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Mocovina p. a. — PENTA s.r.0.

Chlorid sodny p. a. - PENTA s.r.o.
Hydrogenfosfore¢nan draselny p. a. — Lachema a.s.
Dusi¢nan sodny p. a. — Lach-Ner s.r.o.

Chlorid véapenaty dihydrat p. a. — Lachema a.s.

4.2.2 Extrakce a transesterifikace

Methanol p. a. — Lach-Ner s.r.o.
Chloroform p. a. — Lach-Ner s.t.0.
Hexan pro HPLC — VWR Chemicals
Hydroxid draselny p. a. — Lach-Ner s.r.o.

4.2.3 HPLC

Acetonitril pro HPLC — Lach-Ner s.r.o.
Methanol pro HPLC — VWR Chemicals
Chloroform pro HPLC — Lach-Ner s.r.o.

4.2.4 Stanoveni celkovych proteinii

Albumin 98% — Sigma-Aldrich s.r.o.

Uhli¢itan sodny — Lach-Ner s.r.o.

Hydroxid sodny — Lach-Ner s.r.o.

Vinan sodno-drasleny tetrahydrat p. a. — PENTA s.r.o.
Siran méd’naty pentahydrat — Lach-Ner s.r.0.

4.3 Pouzité kmeny mikroorganismu

4.3.1 Pouzité kmeny kvasinek

Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7
Xanthophyllomyces dendrorhous CCY 77-1

4.3.2 Pouzité kmeny Fas

Chlorella vulgaris CCALA 258
Chlamydomonas reinhardtii CCALA 928

4.4 Kaultivace mikroorganismui

4.4.1 Kultivace kvasinek

Kvasinky rodu Rhodotorula a Xanthophyllomonas se ftadi k mezofilnim aerobnim
mikroorganismiim s obdobnymi ndroky na rist. Pfi méfeni riistovych kiivek byly kvasinky
kultivovany v tekutém médiu pii laboratorni teplot¢ za neustalého osvétleni a tfepani.
Vzhledem k pouzitym stresim byly podminky kultivace optimalizovany. Pii teplotnich
stresech byla kultivace provadéna pii 8 °C a 30 °C. Pti osmotickych stresech byl pouzit 2%,
3%, 4% a 5% roztok chloridu sodného. Pii stresech ozafenim byly kvasinky kultivovany

23



ve tm¢ a pii intenzivnim zafeni. Pfi kombinaci stresti byla kultivace provzdusinovana a rtizné
osvétlovana pii 0 umol fotond-m™-s!, 250 umol fotond-m2-s' a 500 pmol fotont-m2-s™.
Pted naockovanim byla pouzitd média sterilovana v talkovém hrnci s otevienym ventilem
po dobu 60 minut.

4.4.1.1 Inokulum I all

Kazda kultivace byla zahdjena dvoustupnovou inokulaci. Nejprve bylo pfipraveno
inokulum I, kde byla v laminarnim boxu zaockovana zéasobni kultura z Petriho misek, a to
vzdy jedna klicka na 10 ml inokula¢niho média. Poté byla kultura steriln¢ pielita do
inokulacniho média II, a to v poméru 1:5. Kultivace v inokulu I a inokulu II probihala 24
hodin. Slozeni médii je uvedeno v tab. 2. Pti kultivaci kmene Xanthophyllomonas je ptidana
slozka navic — mocovina, a to v mnozstvi 3,5 g/l.

Tab. 2: Slozeni inokula I a Il

Slozka Mnozstvi
Voda z vodovodu 1000 ml
Glukoza 40 ¢
Kvasni¢ny autolyzat 7g
(NH4)2S04 S5¢g
KH2PO4 5¢g
MgSOq - 7 H20 0,696 g

4.4.1.2 Produkéni médium

Po ukonceni kultivace v inokulu II byla kultura sterilné¢ ptfeockovana do produkéniho
glukézového média v poméru 1:5. V prvni fazi byly stanoveny riistové kiivky, na jejichz
zaklad¢ byl stanoven cas odbéru pro stresové podminky, a to v 90. hoding. SloZeni
produkéniho média je uvedeno v tab. 3. Stejné jako u inokula I a II byla pfi kultivaci rodu
Xanthophyllomonas do produkéniho média pfidavana mo€ovina v mnozstvi 3,5 g/l. Kultivace
byla provadéna v Erlenmeyerovych bankach v 50 ml kultiva¢niho média.

Tab. 3: Slozeni produkéniho média kvasinek

Slozka MnozZstvi
Voda z vodovodu 1000 ml
Glukéza 30g
(NH4)2S04 4¢g
KH2P04 4 g
MgSO4 - 7 H20 0,696 g

4.4.2 Kultivace ras

Rod Chlorella a Chlamydomonas patifi mezi autotrofni mikroorganizmy s podobnymi
pozadavky na rist. Rasy byly kultivovany pfi laboratorni teploté za neustalého vzdusnéni
a osvétleni. V ramci srovnani stresovych faktort fas a kvasinek byly pouZité stresy obdobné,
jako pfi kultivaci kvasinek. Pfi teplotnich stresech byla kultivace provadéna pii 8 °C. Pii
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osmotickych stresech byl pouzit 2%, 3%, 4% a 5% roztok chloridu sodného. Pii stresech

ozifenim byly fasy vystaveny intenzivnimu zafeni 500 pmol fotonti-m?-s"'. Pouzitd média
slouzi jako inokula¢ni i produk¢ni a byla dvakrat sterilovana v autoklavu.

4.4.2.1 Kultivaéni médium

Kultivace tas probihala ve dvou fazich. Nejprve byly ze zdsobnich zkumavek s pevnym

médiem zaoCkovany vybrané druhy fas do Erlenmeyerovy baiiky, ve které byly kultivovany
za neustalého tiepani a osvétleni po dobu 14 dnli. Nésledné bylo odebrano urcité mnoZzstvi
inokula pravé tak, aby se absorbance vysledné¢ho kultivacniho média blizila k hodnoté¢ 0,1.

SloZeni produk¢niho média je uvedeno v tab. 4.

Tab. 4: Slozeni kultiva¢niho média ras

Slozka Koncentrace g/l
NaNO3 0,75
CaClz - 2 H.O 0,025
MgSOs4 - 7 H20 0,075
K>2HPO4 0,075
KH2PO4 0,175
NaCl 0,01
Na,-EDTA - 2 H,O 45-103
FeCls - 6 H,O 5,82-10*
MnCl; - 4 H.O 2,46 - 10
NaxMoOs - 2 H,O 24107
ZnCl 3-107
CoClL - 6 H20 1,2-107

4.4.2.2 Multikultivator MC-1000 OD, Photon Systems Instruments

Pro kultivaci fas byl vyuZit multikultivator — fotobioreaktor s osmi paralelné¢ zapojenymi
kultivacnimi néddobami, které jsou samostatné osvétleny a aerovany. Tyto zkumavky jsou
umistény v temperované vodni lazni. Behem kultivace je méfena absorbance pifi 680 nm

(odpovidd absorbanci chlorofylu) a 720 nm (rozptyl svétla) ve zvolenych casovych

intervalech.

Do zkumavek bylo sterilné nalito 80 ml kultury fas, zfedéné na optickou hustotu 0,1.

Kultivace byla ukon¢ena po dosaZeni stacionarni faze.
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Obr. 10: Multikultivator MC 1000-OD [35]

4.4.3 Kokultivace

Moznosti kokultivace byly provedeny ve dvou variantach. V prvnim piipadé byly
mikroorganismy o¢kovany podle po¢tu bungk v poméru 5 - 10* kvasinek a 5 - 10° fas. Pro
urc¢eni poctu bunék byl vyuzit pratokovy cytometr. Pfi druhém pokusu byly mikroorganismy
oc¢kovany podle optické hustoty. Kvasinky byly ockovany konstantné¢ na OD 0,3 a fasy
v rozsahu 0,3 az 0,6. Kultivace probihala po dobu jednoho tydne, kdy po ctyfech dnech byl
sterilné odebiran kontrolni vzorek. Kultivaéni médium obsahovalo BBM médium s piidavkem
glukézy o koncentraci 30 g/l a v ptipad€ kokultivaci s kvasinkou Xanthophyllomyces bylo
navic pfidano 3,5 g/l mocoviny. Kokultivace probihala v Erlenmeyerovych baiikadch. Objem
kultiva¢niho média €inil 50 ml.

4.4.4 Rustové krivky

Ristové kiivky byly stanoveny pro vSechny vySe zminéné kmeny. U kvasinek se vzorky
odebiraly po zaockovani do produkéniho média v predem stanovenych €asovych intervalech.
10 ml vzorku bylo pipetovano do centrifugaéni zkumavky a poté centrifugovano pii 4500
otackach po dobu 5 minut. Poté byl odlit supernatant. Bunky byly promyty 5 ml destilované
vody a opét centrifugovany. Takto promyta biomasa byla rozsuspendovand v 1 ml destilované
vody a prelita na pfedem vysuSenou a zvaZzenou hlinikovou misku. MnoZstvi biomasy bylo
stanoveno gravimetricky. Centrifuga¢ni zkumavka byla vyplachnuta 1 ml destilované vody a
ptevedena ke zbytku objemu, aby nedochazelo ke ztratam pti manipulaci se vzorkem. Dale
byl odebiran 1 ml vzorku na stanoveni turbidity spektrofotometricky pti 630 nm.

U ras byla rustova kiivka stanovena obdobn¢. Vzorky byly odebirany po 24 hodinach po
10 ml pro stanoveni biomasy gravimetricky. Zakal byl stanovovdn piimo pomoci
multikultivatoru. Ziskand data byla zpracovana pomoci programu MS Excel 2013.

4.5 Metody stanoveni biomasy a metabolitt

4.5.1 Extrakce

Extrakce vzorka byla provedena metodou podle Folche. Vzorek biomasy byl extrahovan
smési rozpoustédel, konkrétné chloroformu a methanolu v poméru 2:1. Buiky byly
dezintegrovany pomoci sklenénych kuli¢ek po dobu 45 minut na vortexu. Obsah centrifugacni
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zkumavky byl pielit do Cist¢ zkumavky. Sklenéné kulicky byly promyty 2 ml smési
chloroformu s methanolem a vznikly roztok byl pfelit k pivodné odlitému extraktu. Takto
vznikld smés byla centrifugovéana pii 7 000 ot./10 s, ¢imz doslo k vytvoteni dvou fazi. Spodni
vrstva byla odpipetovand do slzickové banky a smés rozpoustédel se odpatfila pomoci
vakuové odparky. Odparek byl rozpustén ve 2 ml chloroformu.

4.5.2 Transesterifikace

Z vyextrahovaného vzorku rozpusténého ve 2 ml chloroformu bylo odebrano 0,5 ml a piidano
k4,5 ml hexanu pro HPLC. Nasledné bylo pifidano 0,5 ml 2M hydroxidu draselné¢ho
rozpusténého v methanolu. Vznikla smés byla po dobu osmi minut protfepavand. Vzorek byl
10 minut ponechan v klidu, aby doSlo krozdéleni fazi. Pro analyzu pomoci plynové
chromatografie byl odebran 1 ml vrchni faze do vialky.

4.5.3 Stanoveni karotenoid, sterolii a chlorofylu

Pro analyzu karotenoidl a sterold vysokoucinnou kapalinovou chromatografii byl vysuseny
extrakt rozpus§tén ve 2 ml chloroformu chromatografické kvality a zfiltrovan. Pro analyzu byla
pouzita sestava HPLC od firmy Thermo Fischer Scientific. Vzorek byl davkovan smyckou
o objemu 20 pl na nepolarni kolonu uloZenou v termostatu vyhiatém na 45°C. Mobilni faze
sestavala z 80 % acetonitrilu, 15 % methanolu a 5 % chloroformu. Pritok byl nastaven na
1000 pl/min. Pouzity detektor patii mezi spektrofotometrické detektory, konkrétné se jednalo
o detektor s diodovym polem. K vyhodnoceni naméfenych dat byl pouzit program Xcalibur.
Ziskana data byla vyhodnocena na zékladé porovnani se standardy B-karotenu, ergosterolu
a ubichinonu. U fas byl obdobn¢ stanoven také chlorofyl. Ke stanoveni celkové koncentrace
karotenoidd byla vyuzita kalibracni kiivka B-karotenu na zékladé podobnosti struktur mezi
jednotlivymi karotenoidy z divodu komer¢ni nedostupnosti a finanéni narocnosti.

4.5.4 Stanoveni lipidi

Stanoveni lipidi bylo provedeno plynovou chromatografii s plamenovym ioniza¢nim
detektorem. Pfi analyze byla pouZita kapilarni kolona ZB-WAXplus dlouhd 30 m. Teplotni
program zacinal na 60°C s vydrzi 10 minut, nasledn¢ byl tfikrat navySen teplotni gradient.
Nejprve 12°C za minutu do 200°C po dobu 10 minut, poté 5°C za minutu do 220°C 15 minut
a na zavér 10°C/min do 240°C svydrzi 2 minut. Plamenovy ionizani detektor mél
nasledujici podminky: 275°C, prutok dusiku 30 ml/min, pritok vodiku 35 ml/min a pritok
vzduchu 350 ml/min. Celkova analyza probihala jednu hodinu. Vyhodnocovéni probihalo
v programu Xcalibur.

4.5.5 Stanoveni proteinu

Celkovda koncentrace proteinti byla stanovena pomoci Hartree-Lowryho metody.
K 1 ml vzorku bylo pfidano 0,9 ml Hartree-Lowryho cinidla A, které sestdva z 2 g vinanu
sodno-draselného tetrahydratu, 100 g Na>COs3, 500 ml 1M NaOH, vSe doplnéné destilovanou
vodou na 1 1. Poté byl roztok inkubovan ve vodni lazni pfi 50°C. Po ochlazeni roztoku
na laboratorni teplotu bylo pfiddno 0,1 ml ¢inidla B tvofeného 2 g vinanu sodno-draselného
tetrahydratu, 1 g siranu méd’natého pentahydratu, 10 ml 1M hydroxidu sodného, doplnéného
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destilovanou vodou do 100 ml. Vznikly roztok byl promichan a inkubovan 10 minut pfi
laboratorni teploté. Nasledné byly pfidany 3 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Roztok byl
promichan a inkubovan opét ve vodni ldzni 10 minut pii 50°C. Poté byl vzorek ochlazen na
laboratorni teplotu. Kalibracni kiivka byla sestavena stejnym principem s pouzitim roztoku
98% albuminu o koncentracich 0,15 — 0,45 mg/ml. Absorbance byla méfena pii 650 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Riistové krivky kvasinek

Pro charakterizaci riistu bunécnych kultur se vyuziva zavislost naristu biomasy na Case, tzv.
rustové kiivky. Jeji stanoveni je dulezité jak pro charakterizaci bunécné fyziologie
mikroorganismu, tak pro analyzu produkovanych metabolitt.

Ristové kiivky byly sestaveny pro kmeny kvasinek Xanthophyllomyces dendrorhous
a Rhodotorula aurantiaca podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.4.

5.1.1 Ristova krivka Xantophyllomyces dendrorhous
Zavislost nartistu biomasy na ¢ase X. dendrorhous
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Graf 1: Zavislost nartistu biomasy na ¢ase u X. dendrorhous

Z grafu 1 je zjevné, ze rustova kiivka kvasinky X. dendrorhous ma charakter diauxie. Tento
jev je charakteristicky dvojitym piechodem do exponencidlni faze. Po dosazeni prvniho
rustového maxima dochazi k vy€erpani gluk6zového zdroje energie. Nasledné je zaznamenan
mirny pokles nartstu biomasy, kdy se buiiky dostavaji do druhé lag-faze, adaptuji se na nové
zacinaji exponencidlné mnozit a dosahuji druhého ristového maxima [3, 5].

Kvasinka Xanthophyllomyces dendrorhous vykazuje exponencidlni riist do prvniho
maxima priblizné ve 32. hodin€, kdy nejspiSe doslo ke spotiebé glukézy v médiu. Druhy
vyrazny narist biomasy je zaznamenan od 75. hodiny. Zde svého maxima dosahuje v 90.
hodin¢ s produkci biomasy nepiekracujici 12 g/l. Tento Cas byl vybran jako odbérovy pro
nasledné analyzy vlivu stresovych faktord. Poté jiz dochéazi k zastaveni riistu a mnozstvi
biomasy zac¢ina klesat.
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5.1.2 Rustova krivka Rhodotorula aurantiaca

Zavislost narstu biomasy na Case R. aurantiaca
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Graf 2: Narust biomasy v zavislosti na ¢ase kvasinky R. aurantiaca

Stejné jako kvasinka X. dendrorhous vykazuje R. aurantiaca diauxii ristové kiivky. Prvniho
maxima dosahuje ve 42. hoding, kdy se zastavuje jeji exponencidlni riist, dochazi k vy€erpani
zdroje uhliku, ktery je snaze utilizovan a kvasinka se opét dostava do lag-faze. Po adaptaci na
nové podminky v produkénim médiu dochdzi opét k exponencidlnimu narastu. Svého maxima
R. aurantiaca dosahuje stejn¢ jako X. dendrorhous v 90. hodin¢ kultivace.

5.2 Produkce vybranych metaboliti v prabéhu ristu kvasinek

Z biotechnologického hlediska je béhem stanovovani ristové kiivky dualezité rovnéz
kvantifikovat vybrané metabolity a stanovit ¢as jejich nadprodukce. Proto krom¢ mnozstvi
biomasy jsou také analyzovany produkce karotenoidli, ergosterolu, ubichinonu, mastnych
kyselin a proteint.
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5.2.1 Produkéni charakteristika X. dendrorhous

Zavislost mnozstvi karotenoidi a B-karotenu na ¢ase X. dendrorhous
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Graf 3: Zavislost produkce karotenoidnich latek na ¢ase — X. dendrorhous

Produkce karotenoidli vykazuje stejnou tendenci jako rlst biomasy. Nejvys§i mnozstvi
3707,1 pg/g suSiny zaznamendvame v 90. hodiné. Pfi kultivaci B-karotenu nejsou patrné
vyrazngj$i zmény.

Zavislost produkce lipidickych latek na case kvasinky X. dendrorhous

3000 20
18
2500 16
>, 2000 14
k= 12
>A —
2 1500 10
s s
o 8
1000 6
500 4
2
0 0
4 53 66 77 90 101
¢as [h]

B Ergosterol Ubichinon ® Mastné kyseliny [%]

Graf 4: Zavislost produkce lipidickych latek na case — Xanthophyllomyces

V prubéhu kultivace dochazi k postupnému zvySovani obsahu mastnych kyselin, a to az na
18 % susiny bun¢k v 90. hoding. Podobny trend vykazuje rovnéz ergosterol. V ramci analyzy
ubichinonu nedochdzi k jeho vyraznym produkénim zméndm. AZ pii poslednim odbéru je
zaznamenan pokles, coZ pravdépodobné souvisi s pfechodem bunék do faze odumirani.
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Zavislost mnozstvi proteint na ¢ase kvasinky Xanthophyllomyces
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Graf 5: Produkce proteinti v ¢ase — X. dendrorhous

V grafu 5 mizeme pozorovat mirny nartist proteini k 90. hodiné, kdy je mnozstvi proteini
31,48 mg/g susiny. Poté jiz dochazi k poklesu v zavislosti na odumirani bunék.

Ve vyse uvedenych grafech (Graf 3-5) jsou uvedeny veskeré analyzované metabolity.
Vsechny produkované latky dosahuji svého maxima v 90. hodiné. Jejich produkce
koresponduje s mnozstvim biomasy. U celkovych karotenoidl je patrny velmi vyrazny narist
od 66. hodiny, zatimco u ostatnich produktii neni navysSeni mnozstvi tak zna¢né.

5.2.2 Produkéni charakteristika R. aurantiaca

Zavislosti mnozstvi karotenoidd a B-karotenu na ¢ase R. aurantiaca
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Graf 6: Produkce karotenoidnich latek v zavislosti na case - Rhodotorula

Mnozstvi B-karotenu se v sledovaném tseku témeét nemeéni (Graf 6). Pii produkénim maximu
dosahuje 823,7 pg/g susiny. Také u celkovych karotenoidii nedochézi k vyraznéjSimu narastu.
Nejvyssi koncentrace v 90. hodin¢ piedstavuje 3 432,2 pg/g susiny.
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Produkce lipidickych latek v zavislosti na ¢as R. aurantiaca
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Graf 7: Narustu lipidickych latek v Case — Rhodotorula

Ergosterol, ubichonon i mastné kyseliny vykazuji stejny trend produkce, kdy po 42. hodiné
nastdva mirny pokles koncentrace latek a poté od 53. hodiny opét narlistd do maxima
v 90. hodinég. Pfi nejvyssi produkci tvoii ergosterol 4 115,2 pg/g susiny, ubichinon 916,8 pg/g
suSiny a mastné kyseliny téméf 15 %.

Zavislost mnozstvi proteint na Case R. aurantiaca
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Graf 8: Produkce celkovych proteinli v zavislosti na ¢ase u Rhodotorula

V grafu 8 miizeme pozorovat vyrazny pokles v 77. hodin¢ kultivace, poté nastavd znacny
narast do maxima v 90. hoding, kde proteiny tvoii 19,5 mg/g suSiny. Pribéh odpovida
produkci biomasy.
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5.3 Rustové krivky ras

Rustové kiivky byly stanoveny pro kmeny fas Chlamydomonas reinhardtii a Chlorella
vulgaris dle postupu uvedeného v kap. 4.4.4.

5.3.1 Rustova kfivka C. reinhardtii

Rustova kiivka C. reinhardtii

0,8
PO Lt * Ses
0,7 ’,)C Sso
x
0,6 ,r'
4
— ”
S 0.5 o
= <
E X
.- 073 4
= /7
’
0,2 /s
/
’
0,1 /7
)/
o X
0 20 40 60 80 100 120 140 160
¢as [h]

Graf 9: Narist biomasy v zavislosti na ¢as - Chamydomonas

Narust biomasy u Chlamydomons reinhardtii dosahuje maxima v devadesaté hodiné kultivace
(viz Graf 9), kde mnozZstvi biomasy odpovida 0,74 g/l. Poté se riist dostava do staciondrni faze
a po 125. hodin¢ dochazi k odumirani bunék.

5.3.2 Riistova krivka C. vulgaris

Ruastova kiivka C. vulgaris
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Graf 10: NarGst biomasy v ¢ase — Chlorella
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V prvnich dvou dnech kultivace je riist biomasy mirny, jak je vidét v grafu 10. Poté se
mnozstvi bun¢k zvySuje mnohem vyrazngji. Nasledné exponencialni rast ustava a C. vulgaris
se dostavd do stacionarni fdze. Maximum ristové kiivky se nachazi ve 127. hodiné
a mnozstvi biomasy mirn¢ ptekracuje hranici 0,5 g/1.

5.4 Produkéni charakteristika rasy C. reinhardtii

Metabolity tasy C. reinhardtii
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Graf 11: NarGst metabolit v zavislosti na ¢ase — Chlamydomonas

Z vySe uvedené¢ho grafu 11 miZeme pozorovat mirny narlst celkovych karotenoidil a také
chlorofylu az do maxima ve 120. hodiné. Po dosazeni maxima obsah chlorofylu vyrazné

klesa, zatimco u celkovych karotenoidli je pokles nizsi. Nejvyssi koncentrace celkovych
karotenoidi je 3 043,3 pg/l. Maximalni mnozstvi chlorofylu odpovida 5 098,8 pg/l.

Zavislost mnozstvi lipidické latky na Case fasy Chlamydomonas
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Graf 12: Zavislost nérastu lipidickych latek v ¢ase — Chlamydomonas
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Lipidické latky projevuji obdobny prubéh az k maximu v 120. hodiné kultivace (Graf 12).
Ergosterol dosahuje hodnoty 4 300,3 pg/l a mastné kyseliny tvoti 24,01% obsahu susiny. Poté
nastava vyrazny pokles ergosterolu. Procentudlni obsah mastnych kyselin zlstava po dosazeni
maxima témeét totozny.

Zavsilost mnozstvi proteint na Case C. reinhardti
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Graf 13: Zavislost produkce proteinil na ase — Chlamydomonas

Koncentrace proteintt u Chlamydomonas reinhardtii dosahuje maxima paty den kultivace, kde
nabyva hodnoty 58,4 mg/g susiny (Graf 13). Pribéh produkce proteinti i v&tSiny ostatnich
sledovanych metabolitli odpovida riistové kiivce.

5.5 Produkéni charakteristika rasy C. vulgaris

Metabolity tasy Chlorella
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Graf 14: Zavislost naristu metabolitl na case — C. vulgaris

Produkce celkovych karotenoidii a chlorofylu ma obdobny trend rastu jako u piedchoziho
kmene (Graf 14). Oba typy metaboliti vykazuji maximum v 120. hodin¢ kultivace. MnozZstvi
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chlorofylu ptedstavuje 3 998,9 pg/g susiny. Koncentrace celkovych karotenoida je 2 761,6
ng/g susiny.

Lipidické latky tasy Chlamydomonas reinhardtii
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Graf 15: Narust lipidickych latek v case — Chlamydomonas

Maximalni koncentrace 4 707,7 pg/g susSiny ergosterolu je dosazena béhem 120. hodiny
kultivace (Graf 15). U procentualniho zastoupeni mastnych kyselin je trend dosazeni maxima
stejny jako u ergosterolu. Nejvétsi mozné mnozstvi mastnych kyselin tvoii 22,7 %.

Produkce proteint v zavislosti na ¢ase C. vulgaris
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Graf 16: NarGst proteini v zavislost na case — Chlorella

Nartist koncentrace proteinti u Chlorella vulgaris je velice vyrazny. Tento trend je patrny
z grafu 16. Nejvyssi mnozstvi bilkovin odpovidajici 397,74 mg/g suSiny jsme zaznamenali
paty den kultivace. Poté obsah proteini znacné klesnul. Produkce proteinli vyrazné kopiruje
produkci biomasy (viz Graf 10).
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5.6 Produkce biomasy a metabolitii v pritomnosti stresovych faktoru

Vsechny zminéné stresy byly provadény u vSech Ctyf vybranych mikroorganismt
Rhodotorula aurantiaca, Xanthophyllomyces dendrorhous, Chlamydomonas reinhardtii
a Chlorella vulgaris. Pro kmen C. vulgaris byl stres zafenim a téz osmoticky stres zpiisobeny
3%, 4% a 5% roztokem NaCl a teplotni stres letalni. U C. reinhardtii byly buiiky usmrceny
vSemi koncentracemi chloridu sodného a teplotnim stresem, proto nejsou tyto vysledky
zaznamenany v grafech.

5.6.1 Vliv stresii na produkci biomasy

Vl1iv osmotického stresu

14,00
12,00
— 10,00
e
= 8,00
£ 6,00
2
= 4,00
2,00
0,00 o =
optimalni 2% NaCl 3% NaCl 4% NaCl 5% NacCl
podminky
B R. aurantiaca X. dendrorhous W C. vulgaris

Graf 17: Vliv osmotického stresu na vybrané mikroorganismy

Vysoka koncentrace chloridu sodného pfidaného do média vytvaii hypertonické prostiedi,
které zpusobuje odsavani vody zbunky. Pii dlouhodobém pisobeni dochazi k jejimu
smrStovani az k prasknuti. [36]

Z grafu 17 je patrné, ze osmoticky stres ma pfevazné inhibi¢ni vliv na produkci biomasy.
Cim je koncentrace roztoku chloridu sodného vyssi, tim je mnoZstvi biomasy niZsi.

Oproti optiméalnim podminkdm pro rist dochdzi u Rhodotorula aurantiaca k mirnému
nartistu biomasy pfi pouziti 2% roztoku NaCl. U dalSich koncentraci je nartst biomasy nizsi.
Xanthophyllomyces dendrorhous mé vice nez o polovinu nizsi vytézky pfi pouziti riznych
koncentraci roztoku chloridu sodného.

Chlorella vulgaris byla schopna akceptovat 2% roztok NaCl. Vyssi koncentrace mély
letalni ucinek.
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Vliv zareni
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Graf 18: Vliv intenzivniho zafeni a tmy na vybrané mikroorganismy

U kvasinky X. dendrorhous miZeme sledovat niz8i vytéZnost biomasy pfi pouZziti extrémnich
podminek (Graf 18). Pfi pouZiti intenzivniho zéafeni neni pokles riistu biomasy tak vyrazny,
zatimco bez pfistupu svétla se mnoZzstvi biomasy snizilo vice nez o polovinu. U R. aurantiaca
aplikace intenzivniho zafeni naopak rast biomasy podpofila. Pti absenci zafeni stejné jako
u X. dendrorhous mnozstvi biomasy kleslo na polovinu.

Vliv zéfeni na zivotaschopnost fas je kliCovy. Optimum ma velmi uzké rozpéti, z ¢ehoz
vyplyva, ze nedostatek ale také nadbytek svétla mize mit fatalni disledky. Toto tvrzeni nam
potvrzuji i hodnoty v grafu 18, kde vidime pouze niz§i mnozstvi biomasy pfi intenzivhim
osvétleni C. reinhardtii. Ostatni vySe zminéné stresy spojené se zafenim pusobily na
C. vulgaris a C. reinhardtii letalng.

Vliv teploty
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Graf 19: Vliv ruznych teplot na produkci biomasy
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U kvasinky R. aurantiaca méla aplikace teplotnich strest inhibicni ucinky (viz Graf 19). Pti
30 °C byla koncentrace biomasy pouze 1,9 g/, pii 8 °C mnozstvi dosahlo hranici 3,6 g/1.
Kultivace X. dendrorhous pti 30 °C zpomalila rist biomasy, jejiz mnozstvi bylo 8,9 g/l.
Naopak pti 8 °C doslo k mirnému podpoteni produkce biomasy, kterd narostla na 13,08 g/l.
Pti odchyleni od teplotniho optima pfi kultivaci fas vedlo k jejich usmrcent.

Kombinovany stres
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Graf 20: Kombinovany stres vzdusnénim a zafenim na produkci biomasy

Z grafu 20 je patrné, ze pouziti vzdusnéni (300 ml/min) pfi laboratorni teploté ma pozitivni
vliv na produkci biomasy u obou kvasinek. Kombinace vzdu$néni s pouzitim zafeni
o intenzité¢ 250 pmol fotondi - m™ - s je jednozna¢né nejvyhodn&jsi. Oproti optimalnim
podminkdm dochazi k nartistu biomasy u X. dendrorhous o 37 % a u R. aurantiaca dokonce
0 65 %. Pouiti zafeni s intenzitou 500 pmol fotond - m? - s! je jiz pro X. dendrorhous mirng

inhibi¢ni.
5.6.2 Vliv stresii na produkci karotenoidu

Vliv osmotického stresu
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Graf 21: Vliv osmotického stresu na celkové karotenoidy
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Z grafu 21 je u X. dendrorhous a C. vulgaris patrné, ze roztok chloridu sodného piisobi
podptirné do koncentrace 4 %. Pti koncentraci 5 % NaCl byly uc¢inky jasné inhibi¢ni. Tento
trend neodpovida ristu biomasy, kdy mnozstvi biomasy od 2% roztoku NaCl umérné¢ klesa.
Bunky X. dendrorhous se pravdépodobné snazi syntetizovat karotenoidy jako moznou
ochranu proti stresu, kterému jsou vystaveny, protoze osmoticky stres velice negativné ptisobi
na rist biomasy (Graf'17).
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Graf 22: Vliv zafeni na produkci celkovych karotenoidi

Karotenoidni latky maji fotoprotetkivni ucinky [37]. Tuto tezi ndm potvrzuji i naméfené
vysledky. Z grafu 22 je patrné, Ze pii intenzivnim zafeni je produkce u R. aurantiaca,
X. dendrorhous 1 Chlamydomonas reinhardtii téchto ochrannych latek zvySend. Naopak pfi
absenci zafeni je tvorba karotenoidl snizend. Tento stres byl taktéZ aplikovan na Chlorella
vulgaris, pro kterou byly upravené podminky letdlni, avSak pfi snaze prezit je mnoZstvi
karotenoidd na mnozstvi biomasy nejvyssi.
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Graf 23: Vliv teploty na produkci celkovych karotenoidt
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Zvyseni 1 snizeni teploty od teplotniho optima rastu R. aurantiaca podpoiil produkci
karotenoidi. U X. dendrorhous méla kultivace pii teploté¢ 30 °C i1 8 °C inhibi¢ni ucinky.
Ve srovnani s nartistem biomasy ma produkce karotenoidll pfesné opacnou tendenci.
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Graf 24: Vliv kombinovaného stresu vzdusnéni a zafeni na produkci karotenoidnich latek

Absence zafeni, ale také piili§ intenzivni osvétleni v kombinaci s kyslikem vyvolava inhibici
produkce karotenoidd. Vhodna kombinace pro podporu produkce karotenoidl je vzdusnéni
s intenzitou zafeni 250 umol fotond - m™ - s™!. Produkce biomasy vykazuje obdobny trend.

Z uvedenych vysledkd je patrné, Ze karotenoidy jsou produkovany ve zvySené miie
u vétSiny pouzitych stresovych faktorii, vykazuji tedy zfejmé zkiizenou odezvu a jsou
zapojeny v celkové stresové odpovédi zejména u kvasinek.

5.6.3 Vliv stresii na produkci ergosterolu

Vliv osmotického stresu
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Graf 25: Vliv osmotického stresu na produkci ergosterolu
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Ergosterol se vyskytuje v membrané bunék, kde ovliviiuje jeji fluiditu atim omezené
i propustnost [38]. U R. aurantiaca je produkce ergosterolu oproti optimalnim podminkdm
celkové nizsi. X. dendrorhous produkuje pti 3% a 4% roztoku NaCl vzhledem k optimu vice
ergosterolu. Pti 2% a 5% koncentraci NaCl je tvorba ergosterolu inhibovana. U C. vulgaris
2% roztok chloridu sodného podporuje vytéznost vySe uvedeného metabolitu. Pii vysSich
koncentracich doslo k usmrceni bun¢k, stejné tak u C. reinhardtii.
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Graf 26: Vliv teploty na produkci ergosterolu

Trend produkce ergosterolu je pod vlivem zmén teplot u R. aurantiaca a X. dendrorhous
opacny. Zatimco u R. aurantiaca je vytéznost ergosterolu vyssi pfi zvySeni i sniZeni teploty,
u X. dendrorhous je jeho produkce niz§i. Tato tendence mulze byt zpusobena rozdilnym
sloZenim bunécné stény a plazmatické membrany. Pfi zménach teploty pravdépodobné také
dochazi ke zméndm rigidity membrany, ¢imZ se mnozstvi ergosterolu akumuluje rizné.
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Graf 27: Vliv zafeni na produkci ergosterolu
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Vliv zafeni na produkci ergosterolu u analyzovanych mikroorganismt je témét zanedbatelny.
Pouze u C. reinhardtii mizeme sledovat mirné navySeni tvorby ergosterolu, a to nejspise
z diivodu protekce bunky pied vysokym osvétlenim.

Kombinovany stres vzdusnénim a zafenim
6000

5000

> 4000
£

2 3000

2000

1000

0

optimalni podminky  vzdu$néni + 0 uE  vzdu§néni + 250 uE  vzdus$néni + 500 pE

ng/g

B R. aurantiaca X dendrorhous

Graf 28: Vliv kombinovaného stresu vzdusnénim a zafenim na produkci ergosterolu

U R. aurantiaca sledujeme stejny charakter nadprodukce ergosterolu jako pii nardstu
biomasy. Maxima dosahuje v kombinaci vzdu$néni se zafenim o intenzité
250 pmol fotoni - m? -s'. UX dendrorhous nedochazi k nadmérné tvorbé ergosterolu

u zadné z kombinaci stresovych faktort (Graf 28).

5.6.4 Vliv stresii na produkci ubichinonu

Pti aplikaci fyzikdlnich stresii dochdzi u vSech metabolitl k vyrazné podprimérné produkci
(Graf 29-32). U R. aurantiaca je mnoZstvi ubichinonu primérné 4x niZsi nez pfi kultivaci za
normalnich podminek. Pfi kultivaci X. dendrorhous je sniZeni tvorby tohoto metabolitu jesté
znatelnéjsi.
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Graf 29: Vliv osmotického stresu na produkcei ubichinonu
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v v

Jako u vSech pouzitych stresii, také u osmotického je produkce ubichinonu znacné nizsi oproti
optimalnim podminkdm pro rist. U X. dendrorhous mizeme pozorovat mirny narist
mnozstvi u4% roztoku NaCl oproti ostatnim pouzitym koncentracim. V grafu 29 je
u R. aurantiaca patrny jesté vyrazng€j$i inhibi¢ni ucinek pti pouziti 5% roztoku NaCl.
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Graf 30: Vliv teploty na produkci ubichinonu

Mnozstvi ubichinonu kvasinky Xanthophyllomyces dendrorhous pii 8 °C je pouze
3,9 pg/g susiny, coz je v grafu 30 témét nepozorovatelné.

Vliv zatreni
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Graf 31: Vliv zateni na produkci ubichinonu

Podprodukce ubichinonu je vyraznéj$i u Xanthophyllomyces nez u R. aurantiaca. O tom
vypovida 1 analyzované mnoZstvi ubichinonu X. dendrorhous kultivované ve tmé, které¢ se
nachazi pod mezi detekce.
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Kombinovany stres vzdusnénim a zafenim
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Graf 32: Vliv kombinovaného stresu vzdu$nénim a zafenim na ubichinon

Pfi kombinovaném stresu je produkce ubichinonu u X. dendrorhous znacné sniZena
a vyraznéji se nelisi. U R. aurantiaca je podprodukce také znatelna.

5.6.5 Vliv stresti na produkci mastnych Kkyselin

Vliv osmotického stresu
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Graf 33: Vliv osmotického stresu na mastné kyseliny

Osmoticky stres nema na produkci mastnych kyselin témét zZadny vliv (Graf 33), coz naprosto
nekoresponduje s ristem biomasy. U R. aurantiaca se koncentrace pohybuje v rozmezi 14 az
18 % a u X. dendrorhous 18 az 20 %.
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Vliv teploty
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Graf 34: Vliv teploty na produkci mastnych kyselin

U obou teplot vidime narist produkce mastnych kyselin. U R. aurantiaca je nariist mnoZstvi
mastnych kyselin pfi 30 °C mnohem vyraznéjsSi neZ u X. dendrorhous. Pii 8 °C se
procentualni obsah témér nelisi.

Vliv zafeni
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Graf 35: Vliv zafeni na mastné kyseliny

Pfi intenzivnim zéfenim nedochazi k zddnym velkym zménam pfti produkci mastnych kyselin
a taktéz ani pti kultivaci ve tme.
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Kombinovany stres vzdusnénim a zafenim
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Graf 36: Vliv kombinovaného stresu vzdusnénim a zafenim na mastné kyseliny

Nartst mastnych kyselin ma obdobny charakter jako produkce biomasy, avSak narast neni tak
vyrazny. Kombinace kysliku a intenzivniho zatfeni opét plisobi inhibicné.

5.6.6 Vliv stresii na produkci celkovych proteini

Vliv osmotického stresu

120

—_
x 9O
o O

mg/g susiny
D
(e

JIIII _

40
20
0
optimalni 2% NaCl 3% NaCl 4% NaCl 5% NaCl
podminky

B R. aurantiaca X. dendrorhous W C. vulgaris

Graf 37: Vliv osmotického stresu na produkci celkovych proteinii

Zatimco u C. vulgaris pisobi pouZiti solného roztok inhibi¢né€, u kvasinky X. dendrorhous
produkci proteinit podporuje. Maximalniho mnozstvi dosahuje pii 4% NaCl. Pii vyssi
koncentraci jiz dochazi ke snizeni tvorby. R. aurantiaca vykazuje nadprimérnou produkci
bilkovin v koncentracnim rozpéti 2 % az 4 %. Pti kultivaci s 5% roztokem NaCl je mnoZstvi
proteinii vice nez o polovinu nizsi. Je pravdépodobné, ze pii urCitych koncentracich
stresovych faktorii jsou produkovany specifické stresové proteiny pravdépodobné typu HSP
(,,heat shock proteins®).
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Graf 38: Vliv teploty na celkové proteiny

Pti odchyleni od teplotniho optima riistu mikroorganismt nastava teplotni Sok a dochazi opét
k tvorb& HSP proteintl, coZ se projevuje jako zvySeni mnoZstvi celkovych proteinti [28]. Tuto
tendenci muzeme pozorovat v grafu 38, kde je mnozstvi celkovych proteinlt vys§i pii
kultivaci v 8°C a 30°C nez u kultivace za optimalnich podminek.
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Graf 39: Vliv zafeni na produkci celkovych proteint

C. reinhardtii vykazuje nartist mnozstvi proteini pii pouziti intenzivniho zatreni. U kvasinek
se koncentrace proteind pfi intenzivnim osvétleni téméf nezménila, zatimco ve tmé byl narist
vyrazngj$i.
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Kombinovany stres vzdusnénim a zafenim
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Graf 40: Vliv kombinovaného stresu vzdusnénim a zafenim na celkové proteiny

Vliv kysliku a riznych intenzit zafeni ma na ob€ kvasinky inhibi¢ni uc¢inky pii produkci
protein (Graf 40). Nejvyrazngj§i sniZzeni tvorby bilkovin je v kombinaci vzdus$néni
s intenzitou zéafeni 500 pumol foton® - m™? - s u obou analyzovanych kvasinek. Pfi poslednim
zminéném stresu rovnéz dochazelo k nizké produkci biomasy, coz dokazuje, ze zvoleny stres
je na mikrobidlni kulturu p#ilis$ silny.

5.7 Kokultivace

Pti pokusech s kokultivacemi nebyl nalezen optimalni pomér o¢kovanych mikroorganismu.
Varianty kultivaci (viz kapitola 4.4.3) koncily piredéasnym usmrcenim bun¢k fas i kvasinek.
Moznosti kokultivaci budou pfedmétem dal§iho vyzkumu.
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6 ZAVER

Cilem prfedlozené prace bylo srovnani rastu a produktivity autotrofnich fas
a karotenogennich kvasinek za ucelem posouzeni jejich biotechnologického vyuziti.
Vybranymi kmeny byly kvasinky Rhodotorula aurantiaca a Xanthophyllomyces dendrorhous
a ztas Chlamydomonas reinhardtii a Chlorella vulgaris. Mnozstvi biomasy a sledované
metabolity byly srovnavany pfi kultivacich s riiznymi fyzikdlnimi stresy (teplotni stres, stres
osvétlenim, osmoticky stres a kombinovany stres vzduSnénim s rliznou intenzitou zafeni).
Sledovanymi metabolity byly celkové karotenoidy, ergosterol, ubichinon, mastné kyseliny
a bilkoviny.

V experimentalni ¢asti byly stanoveny ristové kiivky pro vSechny vySe zminéné
mikroorganismy. Obé& kvasinky vykazovaly charakter diauxie, pfi¢emz druhého maxima
v exponencialni fazi rastu dosahly béhem 90. hodiny kultivace na gluk6zovém médiu bez
vlivu fyzikalnich strest. Rasy byly kultivovany na médiu BBM. C. reinhardtii ptesla do
staciondrni faze po 90. hodin€ kultivace. C. vulgaris doséhla maxima exponencialniho ristu
ve 127. hodin¢ kultivace.

Pii testovdni moznosti kokultivaci nebyl nalezen vhodny pomér pro ockovani
vybranych kultur, proto bude toto téma zatazeno jako pfedmét dalSich studii.

V ramci testovani fyzikalnich stresi, které byly aplikovany na kvasinky i fasy, byly
pouzity vysoké i nizké teploty (8 °C a 30 °C), intenzivni osvétleni a absence zareni. Pro
navozeni osmotického stresu byl aplikovan 2%, 3%, 4% a 5% roztok chloridu sodného.
Nésledné byl vyzkouSen vliv kombinovaného stresu vzdu$nénim spojenym s rtznymi
intenzitami zafeni (0 umol fotond - m? - s, 250 umol fotonti - m? -s! a 500 umol
fotont - m? - s71).

Nejvetsi narast biomasy oproti kultivaci pfi normalnich podminkach byl u obou
kvasinek pozorovéan pfi kombinovaném stresu s intenzitou zafeni 250 umol fotond - m? - s
Jednoznaény negativni vliv na rist biomasy a také produkci veskerych metabolitd, kromé
mastnych kyselin, mél 5% roztok NaCl.

Vyraznd nadprodukce celkovych karotenoidi byla pozorovana pii 30 °C
u R. aurantiaca a pti 3% a 4% roztoku NaCl u X. dendrorhous. Stejné stresové podminky
zpisobily vyssi vytéZnost také u ergosterolu. Aplikace veskerych stresovych faktor pisobi
na ubichinon zna¢n¢ inhibi¢n€. U mastnych kyselin nebyly zaznamenany Zadné vyrazné
vykyvy produkce v souvislosti se zménami fyzikalnich podminek. ZvySeni tvorby proteint
u obou kvasinek je zna¢né pti pouziti 2%, 3% a 4% solného roztoku. Ze ziskanych vysledkt
je ziejmé, ze sledované metabolity maji riznou, avSak nezanedbatelnou roli v celkové
stresové odezvé kvasinek.

Zmény mnoZzstvi biomasy a produkce metabolitli u fas je moZné konstatovat pouze
u stresu zpusobeného 2% roztokem NaCl u Chlorella vulgaris, kde dochazi k podpote
produkce vSech metabolitli, a vlivu intenzivniho zateni u Chlamydomonas reinhardtii, kde
taktéz dochazi k nariistu mnozstvi produkovanych latek. Ostatni pouzité fyzikalni faktory
byly pfili§ drastické a na tasy plsobily letdlné. Z tohoto divodu neni mozné adekvatné
srovnat jejich produktivitu s kvasinkami. Studium vlivu mirn€jSich stresovych podminek je
vhodnym ndmétem pro navazujici vyzkumy.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACP — acyl carrier protein

ATP — adenosintrifosfat

BBM — bold basal medium

CoA — koenzym A

cSH — centralni thiolova skupina

NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat

FID — plynovy ionizac¢ni detektor

GC — plynova chromatografie

GPC — gelova permeacni chromatografie

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
HSP — heat shock protein (protein teplotniho Soku)
PDA — detektor diodového pole

IEC —iontové vyménna chromatografie

LLC — kapalinové rozdélovaci chromatografie
LSC — kapalinové adsorpcni chromatografie

OD — opticka hustota

pSH — periferni thiolova skupina

uv — ultrafialové zateni

VIS — viditelna oblast
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