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ABSTRAKT

V biotechnologickém primyslu se ¢im dal vice vyuzivaji mikroorganismy, jako jsou mikrofasy ¢i
karotenogenni kvasinky k produkci vybranych latek ¢i k moznosti valorizace odpadu. Mezi metabolity
produkované témito mikroorganismy patii karotenoidy, coz jsou pfirozend barviva majici antioxidacni
a dalsi biologické tcinky. Dalsi vyznamné produkované latky patii lipidy, které zastupuji velkou skalu
latek v zivych organismech. Tvofi naptiklad bunééné membrany a slouzi jako rezerva energie. Vyuzit
téchto latek lze v potravinafském, kosmetickém a farmaceutickém pramyslu, ale také k produkci
biopaliv. Teoreticka ¢ast je v€novana popisu vybranych rodt mikroorganismd, jejich kultivaci
a produkovanych metaboliti. Dale jsou zde zminény stresové faktory, kterym byly tyto organismy
vystaveny a analytické metody pouzity pro zjisténi zastoupeni produkovanych metabolitd. V dalsi casti
byly srovnany produkéni vlastnosti vybranych mikroorganismt v zévislosti na pouzitém stresovém
faktoru. Z kvasinkovych kmend dosahovaly zvySené produkce lipidd kmeny C. macerans
a S. metaroseus pii vyssi koncentraci FeCls. Pii pouziti syrovatky jako zdroje uhliku dochazelo
u kvasinek zpravidla ke snizené produkci karotenoidi. U fas a sinic dochéazelo k nejvyssi produkei lipidi
u kment S. acutus a D. quadricaudea. Produkce karotenoidd zavisela na pouzitém stresu a nejvyssich
produkci dosahovaly kmeny C. sorokiniana, C. reinhardtii, D.quadricaudea a Coccomyxa sp.

ABSTRACT

In biotechnological industry we can register greater use of microorganisms like microalgae and
carotenogenic yeast for production of selected substances or for valorisation of waste materials. Among
metabolites produced by these microorganisms are carotenoids, which are natural pigments with
antioxidant and other biological effects. Other significant produced substances are lipids, which
represent large range of substances in living organisms. They form cellular membranes and serve as
a reservoir of energy. These substances can be used in food, cosmetic and pharmaceutical industry and
also in production of biofuels. Theoretical part is focused on description of selected genera of
microorganisms, their cultivation and produced metabolites. Stress factors to which they were exposed
are also mentioned, as are the analytical methods used for detection of produced metabolites. Next part
is dedicated to the comparison of production properties of selected microorganisms depending on used
stress factor. Increased production of lipids in yeast is observed in C. macerans and S. metroseus with
higher concentrations of FeCls. While using whey as a source of ccarbon, yeasts show decreased
production of carotenoids. Highest production of lipids in algae and cyanobacteria was observed in
S. acutus and D. quadricaudea. Production of carotenoids depended on applien stress factor and highest
productions was observed in C. sorokiniana, C. reinhardtii, D quadricaudea and Coccomyxa sp.

KLICOVA SLOVA
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1 UVOD

Oblast vyzkumu fas a kvasinek a jejich produkce rozlicnych latek se v posledni dobé dockala velkého
rozmachu. Jedna se o organismy schopné produkovat naptiklad biopaliva, pigmenty, léCiva ale 1 dulezité
ziviny, hlavné vitaminy a mineraly. Z tohoto divodu jsou velmi hojné vyuzivany predevSim
V potravinaiském prumyslu a farmaceutickém primyslu. Tyto mikroorganismy jsou schopny ptezit
metabolity téchto mikroorganismu jsou karotenoidy a lipidické latky. Karotenoidy jsou velka skupina
ptirodnich barviv, produkované rostlinami, zivocichy a mikroorganismy. Maji vyznamné biologické
vlastnosti, kdy jsou schopné naptiklad vychytavat volné radikaly z organismu. Diky této antioxidacni
schopnosti mohou pfispivat k prevenci pfed chronickymi onemocnénimi. Dale jsou soucasti
fotosyntetického aparatu rostlin. V neposledni fad¢ slouzi jako prekursory pro fadu vitaminii a hormont,
a jsou tak vyuzivany pro vyrobu lé¢iv a dopliku stravy.

Lipidické latky v organismu slouZzi k fadé¢ dtilezitych funkei. Jsou hlavni slozkou biomembran bunék,
slouzi jako z&sobarna energie nebo tvori prostiedi pro rozpousténi vitamind, naptiklad A, D, E, K. Tyto
latky je mozné vyuzit v potravindfském primyslu jako dopliky stravy s obsahem pfevazné
nenasycenych mastnych kyselin. Vyuzit se také nachazi v biopalivech. Cilem této bakalaiské prace je
optimalizace produk¢nich médii, za ucelem zisku co nejbohatsi biomasy. Tohoto cile je mozno
dosahnout pomoci aplikace stresovych faktori, jako jsou alternativni zdroje dusiku, uhliku nebo rizné
intenzity osvétleni. Dale je mozné vyuzit odpadnich produkti primyslového odvétvi za ucelem
valorizace odpadu a sniZeni nakladii na kultivaci.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Rasy

Rasy jsou rozsahla skupina jednoduchych organismi schopnych fotosyntézy (autotrofni organismy),
fadicich se mezi niZi rostliny. Rasy a rostliny produkuji stejné zasobni latky a existuji mezi nimi uréité
morfologické podobnosti. Rozdilli by se mezi nimi oviem naslo mnohem vice. Rasy jsou soucasti
mnoha ekosystémt nachazejicich se na celé¢ planeté. Vodni fasy muzeme nalézt témét vSude od
tekoucich potokti k solnym jezerim. Vyskytuji se jak v polarnich oblastech, tak v horkych pramenech.
Dokazou se velice dobfe prizplisobit podminkam, ve kterych ziji — pH, teplota, koncentrace kysliku
a oxidu uhli¢itého, intenzita svétla. Rasy se déli do nékolika zakladnich tiid:

Chlorophyceae (zelené fasy)

Phaeophyceae (hnédé fasy)

Pyrrophyceae (obrnénky)

Rhodophyceae (¢ervené fasy)

Chrysophyceae (Zluto-zelené fasy)

Rasy jsou vétsinou povazovany za fototrofni organismy, coZ znamena, 7e energii ziskavaji pomoci
fotosyntézy. Jsou vSak fasy, které musi ziviny pfijimat zjiného zdroje, jsou tedy heterotrofni.
Organismus schopny vyuzivat oba dva zdroje energie se nazyva mixotrof. V extrémnich podminkach
muze fasa prikrocit k alternativnimu zptsobu pifijmu zivin, ¢imz se fadi do kategorie mixotrofnich
organismu. Diky své riznorodosti produkuji také Sirokou skalu latek, které pak nachazeji velké vyuziti
V potravinafstvi, farmacii, kosmetice, zeméd¢€lstvi, atd. I kdyz mame k dispozici z velkého mnozstvi fas,
nejcastéji se vyuziva pouze n€kolika rodt — Arthrospira (Spirulina), Chlorella, Dunaliella, Coccomyxa
a Haematococcus [1] [2].

2.1.1 Cytologie

Rasy jsou rozmanita skupina organismil. Jejich morfologie je velmi riiznoroda. Velikost fas se
pohybuje jak v mikroskopickych, tak v makroskopickych méfitkach. Mnoho fas je jednobunéénych.
Nekteré maji biciky, které jim umoziuji pohyb. Dalsi fasy se nachazeji v seskupenich, kde se jednotlivé
buriky ne velmi pevné drzi pohromadé nebo tvoii vysoce organizované kolonie [1].

2.1.2 RozmnozZovani

Rasy se mnohou rozmnoZovat bud’ rozdélenim buiiky nebo oddélenim &asti kolonie, nepohlavni
produkei pohyblivych sporit nebo pohlavn€ spojenim gamet. Vegetativni a nepohlavni rozmnozovani
umoznuje ustaleni prizptisobeného genotypu a jeho piedani z generace na generaci. Pohlavni
rozmnozovani zahrnuje spojeni buné€k, jader, styk chromozomu/genii a meidzu, kterymi dojde ke
genetické rekombinaci [1].

2.1.2.1 Vegetativni a nepohlavni rozmnoZovdni

Nejjednodussi forma reprodukce; rozdéleni buiikky na dvé stejné Casti, kazda nesouci informace
matefské bunky. Toto déleni mize u fas probihat podéIné nebo napfic. Zoospory jsou pohyblivé spory,
které mohou byt produkované uvnité vegetativni matefské bunky. Pfed uvolnénim se vyviji uvnitf
matefské buniky a nasledné jsou uvolnény diky trhliné ve sténé buiiky. Tyto buniky jsou témeér
dokonalymi replikami ptivodni vegetativni butiky. Kdyz kolonie dospéje do rozmnoZovaci faze, kazda
bunka miZze vytvofit novou kolonii podobnou té piedchozi. Dochazi k vytvoteni vicebunéénych skupin.
Nekteré kolonie se rozpadnou na ¢asti, které jsou schopny dale vytvaret nové jedince [1].
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2.1.2.2 Pohlavni rozmnoZovani

Razné druhy tas mohou mit gamety, které se morfologicky odlisuji od vegetativnich bunék nebo
mohou byt identické, Hlavnim rozdilem je haploidni DNA. Rasy maji tii stadia Zivotniho cyklu lisici se
mezi skupinami. Hlavnim rozdilem je to, kde dochazi k meidze a jaky typ bunék produkuje [1].

2.1.3 Kmeny

2.1.3.1 Chlorella

Chlorella je zelena mikrofasa tvofici malé nepohyblivé kulovité ¢i elipsoidni buiiky o velikosti
v rozsahu 2-10 um. Miuzeme zde zatadit rody Chlorella sorokiniana, Chlorella vulgaris nebo Chlorella
saccharophila. Ma vysokou odolnost viici teploté a dokaze rust v teplotach mezi 15-40°C. Chlorella
byla dlouho vyuZzivana jako model mikroorganismti pro studium fotosyntézy, diky jeji metabolické
podobnosti s vyssimi rostlinami. Chlorella roste fototrofn¢ v anorganickém médiu, ale dokaze se chovat
i jako mixotrof a heterotrof (s pfidavkem kyseliny octové a glukdzy). Je velmi nenaro¢na na intenzitu
osvétleni a diky jeji rychlosti ristu dokaze snizit riziko kontaminace. Kultivuje se v polouzavienych
fotobioreaktorech nebo v kaskadach naklonénych ploch. Chlorella je jedna z nejvice kultivovanych fas,
diky jejimu vyuziti v potravinafstvi, farmacii nebo v kosmetickém primyslu. Obsahuje velké mnozstvi
proteinll, polysacharidt, lipidd a v men$im mnoZstvi nenasycené mastné kyseliny, karotenoidy,
vitaminy a mineraly [1][2][46].

3 3
a3y M

3 m”&

A —

..

Obrazek ¢. 2 Chlorella vulgaris [44]

2.1.3.2 Coccomyxa sp.

Coccomyxa patii mezi velmi rozsifeny kmen zelenych ftas, ktery mizeme nalézt takika po celém
svéte jak ve vodnich, tak v suchozemskych prostedich. Diky schopnosti pfizptisobovat se podminkam
prostiedi je miizeme nalézt jak v oceanech, tak ve sladkovodnich prostfedich ve velkém rozmezi teplot.
Tvoti malé kulaté ¢i eliptické bunky o velikostech v rozmezi 40-100 pm. Coccomyxa se pouziva jako
modelovy organismus a ma nejprostudovanéjsi genom [40][41].
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Obrazek ¢. 3 Coccomyxa sp. [44]

2.1.3.3 Chlamydomonas

Chlamydomonas je zelena fasa zijici ve vod¢, pudé ale také napiiklad ve snéhu. Jsou to vynikajici
modelové organismy napftiklad pfi studiu mobility bi¢ikd a da se vyuzit i v genetice, biochemii ¢i
molekularni biologii. Typickym znakem pro tento rod jsou dva biCiky velkou ¢ast buiiky tvofi
chloroplasty. Tyto builky disponuji rhodopsinovymi iontovymi kanalky, které slouzi jako sensory
slune¢niho zafeni a dale kontroluji dal$i procesy v bufice. Zdstupci tohoto rodu jsou napriklad
Chlamydomonas renihardtii, Chlamydomonas nivalis nebo Chlamydomonas geitleri [1].

2.1.3.4 Desmodesmus

Tento rod Zije jednotlivé nebo v ptipadé stresovych podminek v nepohyblivych koloniich tvofici
cenobia 0 4, 8 nebo 16 bunék. Vytvaii ochranna pouzdra, kterymi se chrani pred predatory. Tvoii soucast
sladkovodniho planktonu. Ten to rod je velice rozsahly, zastupci jsou napiiklad Desmodesmus
quadricaudea a obliquus [1][39].

2.1.3.5 Scenedesmus

Scenedesmus je sladkovodni fasa Zijici jak jednotlivé, tak v koloniich tvofici cenobia 0 2, 4, 8, 16 az
32 bunék. Tvoii soucast sladkovodniho planktonu a vyuziva se ve zpracovavani odpadnich vod. Tohoto
rodu existuje velké mnozstvi druht, zastupci jsou napiiklad Scenedesmus acutus nebo Scenedesmus
dimorfus [38].

Obrdazek ¢. 4 Scenedesmus acutus [44]
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2.2 Sinice

Sinice tvoii jednu z nejvétsich skupin patiici mezi prokaryotické organismy schopné fotosyntézy.
Jedna se o fotosyntetiské gram-negativni bakterie. Jsou to jedny z nejstarSich organismi a vyskytuji se
ve velké Skale vodnich a suchozemskych prostiedich. Vétsina sinic Zije v oceanech a sladkych vodach
atvori podil fytoplanktonu. Pfemnozenim sinic vznika vodni kvét, ktery je pro cCloveéka spise
nezadoucim. Casto se jim také ¥ikd modro-zelené fasy, diky jejich modrému pigmentu fykocyaninu,
ktery se spole¢n¢ s chlorofyly podili na fotosyntéze. Jejich podobnost s fasami je tedy velka. Oba
mikroorganismy potfebuji jako zdroj energie slunecni zafeni a jako zdroj uhliku oxid uhlicity. Jsou také
schopny syntetizovat podobnou skalu metabolitti. Na rozdil od fas jsou vSak méné naro¢né na kultivace.
Jako prokaryotické organismy se také podobaji bakteriim, oproti kterym v8ak maji vétsi velikost [36].

2.2.1 Synechoccocus nidulans

Synechoccocus patii mezi jednobunééné bakterie schopné fotosyntézy a je dileZitou soucasti
fytoplanktonu vyskytujiciho se v teplejiich tropickych oceanech. Radi se do t¥idy Cyanophyta. Buiky
jsou kulovitého tvaru a pohybuji se v rozmezi velikosti od 0,6 — 1,5 um. Vykazuje vysokou schopnost
adaptace na zmény prostiedi, jako je tfeba intenzita osvétleni nebo salinita. Diky tomu ho dokazeme
v urcitych ptipadech najit i ve sladkych vodach [35].

2.3 Kultivace mikroorganismu

Rasy se péstuji v kontrolovanych médiich. Primarnim faktorem pro rist fas je svétlo. Vhodné
podminky jako intenzita osvétleni, vyziva, vyména plyna se vybiraji pro optimalni i¢innost fotosyntézy.
Pti kultivaci je dulezité, aby se biomasa neusazovala. Proto jsou média intenzivné promichavany, coz
zajisti i dostatecny piisun zivin. V kultivaci se také vyuziva dvojiho zpiisobu sklizeni biomasy. Metoda
vsadkovani spoc¢iva v tom, zZe se fasy po urcité dobé zpracuji najednou. Druha moznost je metoda
kontinualni. Pi ni se biomasa sklizi prubézné, podle toho, jak rychle naroste.

Oteviené kultivacni systémy predstavuji pfirodni nebo umélé nadrze (hloubka 10-30 cm), kde se fasy
kultivuji za ptimého kontaktu s prostfedim. Slouzi ke kultivaci velkého mnozstvi fas a jsou levnéjsi
a konstruk¢né jednodussi. Pouzité materialy na stavbu téchto systému se lisi podle podnebi a mistnich
podminek. Oteviené systémy se vyuzivaji zejména pro rychle rostouci kmeny nebo pro kultivaci za
specialnich podminek.

Opakem otevienych systému jsou uzaviené nebo polozaviené systémy — fotobioreaktory. Na rozdil
od otevienych systémi mohou byt osvétlovany i uméelym svétlem, dosahuji vyssi hustoty a jsou 1épe
promichavany — podminky kultivace jsou mnohem lépe nastavitelné. Diky urcité izolace od okolniho
prosttedi je mozné ftasy kultivovat bez ohledu na vlivy prostiedi. Také se podstatné snizi
pravdépodobnost kontaminace z okoli. Nevyhodou oproti otevienym systémim je pak jejich provozni
cena a obtizné&jsi udrzba [1][2].

Co se kvasinek tyce, nejcasté€jsi kultivace probihaji v bioreaktorech. Jsou to zatizeni, které pomoci
mechanickych a chemickych prostfedkt ovliviiuji biologické procesy pfi kultivaci bun¢k. Vyuzivaji se
v biotechnologické vyrobég, farmacii a v potravinaistvi ale také p¥i zpracovavani odpadnich vod. Tyto
zafizeni musi zajiStovat rovnomérné rozdéleni buné€k, zajistuji udrzeni pozadovanych koncentraci
plynd, zivin a pH. Podle pozadavku na kultivace se mohou rozdélovat naptiklad na otevfeni ¢i uzaviené,
aerobni nebo anaerobni, michané a nemichané [5].
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2.4 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunééné eukaryotické chemoheterotrofni organismy, které nalezi do fise hub.
Ziji jednotlivé nebo v koloniich, kde tvofi pseudomycelia. Tvoii buiiky riznych a velikosti které se
pohybuji v rozmérech v rozmezi 3 — 4 um. Velikost je vSak ovlivnéna prostfedim a podminkami ve
kterych ziji. Jsou to vSudyptitomné organismy vyskytujici se v pud¢, ve sladkych vodach i v mofich
a jsou také soucasti rostlin. Vyznamnou c¢asti jsou karotenogenni kvasinky. Tyto mikroorganismy se
vyznacuji svou typickou barvou, ktera je zplsobena akumulaci produkovanych zlutych a cervenych
pigmentd. Z nich jsou nejvyznamnéjsi napiiklad B-karoten, astaxanthin, torulen ¢i torularhodin. Mimo
karotenoidd syntetizuji Sirokou Skalu lipidickych latek s velkym obsahem nenasycenych mastnych
kyselin, ergosterol ¢i koenzym Qio. Z tohoto diivodu se mohou uplatnit ve vyvoji a vyrob¢ biopaliv,
nebo v potravinaiském ¢i farmaceutickém pramyslu [8][28].

2.4.1 RozmnozZovani

vvvvvv

Kvasinky se mohou vegetativné rozmnozovat jak pucenim (Saccharomyces), které je nejtypictéjsi,
tak pfimym délenim (Schizosacharomyces), nebo mohou tvofit mycelia. Puceni probiha na poélech,
buniky zistavaji spojené a tvoti dlouhé fetizky. V ptipadé pohlavniho rozmnozovani kvasinky dojde ke
splynuti dvou bunék a tvorbé nové buiiky ze vzniklé zygoty [8].

24.2 Kmeny
2.4.2.1 Rhodotorula

Tento kmen tvofi rychle rostouci hladké kolonie nartizovélé ¢i koralové barvy. Bunky mohou byt
kulovitého, ale prevazné elipsoidniho tvaru. Ma pfevazné aerobni metabolismus, a proto nekvasi cukry.
Kmen Rhodotorula je jeden z nejhlavnéjsich karotenogennich mikroorganismi a jejimi hlavnimi
produkty jsou B-karoten, torulen a torularhodin. V ur¢itych piipadech mohou produkovat vétsi mnozstvi
zlutych pigmentd. Produkuji také zna¢né mnozstvi lipidid. Kvasinky kmenu Rhodotorula jsou
organismy pritomné téméf ve vSech prostiedich a nejsou narocné na kultivaci ani zdroje zivin. Mezi
zastupce patii tfi hlavni druhy; Rhodotorula kratochvilovae, Rhodotorula minuta a Rhodotorula
mucilaginosa [11][37].

Obrazek ¢. 5 Rhodotorula kratochvilovae
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2.4.2.2 Rhodosporidium

Kvasinky tohoto rodu jsou pfibuzné kmenu Rhodotorula, rozdil je pouze v rozmnozovani, kdy se
kvasinky kmenu Rhodosporidium rozmnozuji pohlavne. Rhodosporidium tvoii kolonie rizové nebo
oranzové barvy. Tento kmen se pouziva pro produkci vitamind a lipidl, nové se vSak vyuzivaji pro
vyvoj novych biopaliv [23].

2.4.2.3 Cystofilobasidium

Tento kmen se zafazuje do Celedi Cystofilobasidiaceae a mezi jeho nejznaméjsi zastupce patii
Cystofilobasidium macerans nebo Cystofilobasidium infirmominiatum. Tvofti kulaté nebo protahlé
bunky, a na agarovém natéru tvoii hladké lesklé kolonie oranzové ¢i rizové barvy, jsou vsak znamé
i nepigmentované druhy [17][24].

Obrdzek ¢. 6 Cystofilobasidium macerans

2.4.2.4 Sporidiobolus

Kvasinky rodu Sporiridiobolus tvoti kulovité ¢i elipsoidni butiky, které na agaru tvoii lososové ¢i
koralové zbarvené kolonie. Mezi zastupce patii nejznaméjsi Sporidiobolus salmonicolor nebo
Sporidiobolus metaroseus. Sporidiobolus salmonicolor tvoii buniky o rozmérech (2-12)x(3-35) um
a povrch natéru je silné hrbolaty [37].

2.5 Karotenoidy

Karotenoidy jsou velka skupina prirodnich Zlutych a ¢ervenych barviv rozpustnych v tucich. Nachazi
se pfevazné v barevném ovoci a zeleniné, ale také ve vajecném zloutku. Diky jejich biologickym
vlastnostem jsou vyuzivany jako aditiva v chemii, farmacii, kosmetologii a potravinaistvi. VSechny
karotenoidy patii do skupiny isoprenoidi, presnéji tetraterpent, coz jsou molekuly skladajici se z fetézce
0 40 uhlicich. Jejich struktura je odvozena modifikacemi zakladni struktury nebo cyklizaci. Karotenoidy
tvofi cis-trans izomery diky ptitomnosti konjugovanych dvojnych vazeb v jejich struktute, Castéji se
vSak vyskytuji v trans konformaci. Déli se prevazné na dvé hlavni skupiny: karoteny a jejich kyslikaté
derivaty xanthofyly, kam se fadi vétSina karotenoidi. Karotenoidy podléhaji strukturnim zménam
prevazné pusobenim oxidace, ale také ptisobenim teploty, svételného zateni, pH. Pro lidsky organismus
jsou karotenoidy vyznamné zejména pro jejich silné antioxidacni vlastnosti, a tim pfispivaji prevenci
pred nékterymi chronickymi onemocnénimi nebo tlumeni jejich projevil.
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V lidském organismu se vyskytuji volné radikaly, které pozménu;ji strukturu dilezitych sloucenin.
Karotenoidy tak slouzi k odchytavani radikald. Karotenoidy jsou také vyznamnou soucasti
fotosyntetickych systémi vyssich rostlin a fototrofnich bakterii [4][25][27][30].

B- karoten

AN

a- karoten

N NN
Lykopen
OH
NN N ~
B- kryptoxantin
H
NN N e
H Lutein
Obrdzek ¢. 7 Struktura vybranych karotenoidii - upraveno [25]

2.5.1 Karoteny

Karoteny jsou molekuly skladajici se z fetézce o délce 40 uhlikid. Nejjednodussim karotenem, ktery
tvoti zaklad pro dalsi karoteny je lykopen, jehoz strukturu tvofi alifaticky nenasyceny uhlovodikovy
fetézec. Z né&j se pak derivuji dalsi karoteny, jako je a-karoten a asi nejznaméjsi p-karoten, cyklizaci na
koncich fetézce. Dalsim piikladem mize byt torulen [4][27][30].

2.5.2 Biosyntéza karoteni

Vychozi latkou pro syntézu karotenti je fytoen, coz je je 40-ti uhlikata molekula vznikajici
koncenzaci dvou molekul geranylgeranylfosfofosfatu (GGPP) pomoci enzyme fytoen syntazy. Fytoen
postupuje fadu desaturacnich a cyklizacnich reakci. Desaturatnimi reakcemi dochdzi ke vzniku
lykopenu. Dale dochazi k cyklizaénim reakcim s riznymi enzymatickymi katalyzami, kde podle typt
téchto reakci vznika B-karoten, torulen a dalsi karoteny [21].
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Obrazek ¢. 8 Biosyntéza karotenii — upraveno [21]

2.5.3 Xanthofyly

Pomoci oxidace vznikaji z karotenti derivaty — xanthofyly. Do této skupiny patii napiiklad
torularhodin nebo nejznamé;jsi astaxanthin. Astaxanthin je sloucenina, kterd ma vysokou antioxidacni
aktivitu, vyuziva se tak naptiklad v potravinovych doplicich. Na trhu je dostupny jak ptirodni, tak
synteticky, ten v§ak na rozdil od ptirodniho obsahuje smés chiralnich forem [4].

2.6 Chlorofyly

Chlorofyly jsou pigmenty vyskytujici se v rostlindch a zelenych tasach, které¢ hraji klicovou roli pii
fotosyntéze. Organismy schopné fotosyntézy zachycuji slune¢ni zafeni a vytvari na Zemi podminky
vhodné pro zivot. Jsou zodpovédné za zelenou barvu rostlin a vyskytuji se v tylakoidnich membranach
chloroplastli vazané na hydrofobni proteiny. Jevi se jako zelené, jelikoz pohlcuji cervené a modré slozky
svétla. Jejich struktura je tvofena substituovanymi porfyrinovymi kruhy s centralné vazanym kationtem
Mg?" a dlouhym uhlovodikovym fetézcem — fytolem. V piirodé se vyskytuji v nékolika forméach,
pti¢emz u rostlin pozorujeme dvé hlavni formy: chlorofyl A a chlorofy B v poméru 3:1. Tyto dvé formy
se od sebe 1isi pouze v substituci jedné methylové skupiny za aldehydovou. Tento rozdil v chemické
struktufe zptsobuje nazloutlé zbarveni chlorofylu B. Ve vsech fotosyntetickych organismech se nachazi
chlorofyl a, ktery absorbuje ¢ervené zareni o vinové délce 480 - 670 nm. Chlorofyl B absorbuje modré
svételné zafeni pii délkach 480 - 650 nm a vyskytuje se pouze v zelenych fasach a vysSich rostlinach.
Dale také existuji chlorofyly c, d, e a f. Vyskytuji se v malém mnozstvi v pfitomnosti chlorofyli A a B
naptiklad v ¢ervenych nebo hnédych fasach [4][32][33].
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Obrazek ¢. 9 Struktura chlorofylu A [43]

2.6.1 Biosyntéza chlorofylu

Prvnim krokem v syntéze chlorofylu je pfipojeni glutamatu na tRNA za vzniku glutamyl-tRNA.
Tento komplex je katalyzovan za pomoci glutamyl-tRNA reduktazy na glutamat-1-semialdehyd. Ten je
v dalsim kroku pfeveden na 5-aminolevulovou kyselinu. Naslednou katalyzou pomoci dedhyratazy
dochazi ke kondenzaci dvou téchto molekul za tvorby porfobilonogenu. Spojenim ¢tyt podjednotek za
pritomnosti katalyzatoru uroporfyrinogensyntazy a kofaktoru vznika uroporfyrinogen III. Pomoci
uroporfyrinogen III dekarboxylazou je pieveden na koproporfyrinogen III. Dale dojde k oxidaci
propionovych postrannich fetézcli na vinylové skupiny a vzniké protoporfyrin IX. Nasledné¢ pomoci
Mg-chlatazy dojde ke v&lenéni ionu Mg?* do molekuly a vznika Mg-porfyrin IX. Pomoci methylesterazy
dojde Kk esterifikaci prorionovych postrannich fetézct a déle dochazi k cyklizaci za vzniku divinyl
protochlorofylidu. Opét nasleduje krok odstranéni postrannich fetézcti za vzniku protochlorofylidu a za
katalyzy chlorofyl-syntazou vznika chlorofyl A [20][22].

2.7 Lipidy

Pojem lipidy ptedstavuje rozsahlou skalu organickych latek s rozdilnym chemickym slozenim. Jsou
to derivaty vysSich alifatickych monokarboxylovych kyselin. Hlavni a nejvyznamnéjsi lipidy jsou
mastné kyseliny, triacylglyceroly, steroly, pfipadné¢ vitaminy a steroidni hormony. Jednou
fosfolipidt. Podle druhu mastné kyseliny, je urCena jeji funkce a misto v membran¢. Dale se na lipidy
nahlizi z hlediska vyzivy. Lipidy jsou dtlezitou soucasti naseho pfijmu a slouzi nam jako rezerva
energie. V téle je dale plni ochrannou a izola¢ni funkci, a také se podili na transportu latek. Lidské télo
neni schopno syntetizovat vSechny potfebné mastné kyseliny, a proto je musime pfijmout v potrave.
Ackoliv jsou nezbytné, Casto jsou v potravé nadmiru zastoupeny (pfevazné zivocisné tuky) nebo jsou
zastoupeny ve Spatném poméru. Nadmérny piijem lipidi se podili na mnoha onemocnénich napf.
obezita, cévni problémy a rakovina [3][13][18].
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Mikroorganismy profukuji velkou skélu lipidd, jejichz produkce se da znacné ovlivnit podminkami
kultivace. Lipidy produkované mikroorganismy vétSinou obsahuji nenasycené mastné kyseliny
S nasobnymi dvojnymi vazbami, tzv. polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). Hlavnim zdrojem téchto
PUFA jsou ryby a rybi olej (pochazeji z planktonu, kterym se ryby krmi). Idealni produkce PUFA
a neutralnich lipidd pochazi z deficitu zivin zejména pak zdrojii fosforu dusiku a kifemiku. Zmény
vyvolané nedostatkem Zivin se lisi jak podle druhu mikroorganismu, tak podle nepfitomné ziviny [6][7].

2.7.1 Mastné a vysSi mastné Kyseliny

Nejjednodussi lipidy se fadi mezi monokarboxylové kyseliny, které se skladaji z fetézce o délce 4 —
26 uhlikl. Vyskytuji se bud’ volné, nebo jsou esteroveé vazany na dalsi latky. Takto vdzané mastné
kyseliny pak tvofi triacylglyceroly nebo fosfolipidy. Mastné kyseliny se vyskytuji jak nenasycené, tak
nasycené. Ty se podle poctu nasobnych vazeb déli na mononenasycené (MUFA) nebo polynenasycené
(PUFA). Polynenasycené mastné kyseliny jsou obecné znamy jako @ MK. Oznaceni o udéva cislo
uhliku, na kterém se nachdzi nasobna vazba, Cislujeme vSak z opa¢ného konce, nez se nachazi
karboxylova kyselina. Nejcastéji se udavaji o-3 nebo -6 MK, méné znamé jsou pak také m-9 MK.
PUFA jsou dulezité pro spravné fungovani naseho téla, zalezi vSak na pomeéru, ve kterém jsou pfijimany.
V téle vsak mohou mit i protichidné Uc¢inky, a tak je tfeba dbat na jejich spravny pomér ve strave
[31[13][18].

2.7.2 Biosyntéza mastnych kyselin

V procesu biosyntézy dochazi ke koncentraci jednotek Co, coz je obraceny proces -oxidace. Oba
procesy vsak vyuzivaji jinych enzymu a uskute¢nuji se na jinych mistech. V prvni fadé je nutna reakce,
kde je acetyl-CoA pomoci karboxylazy pfeménén na malonyl-CoA, ten je dale pteveden na malonyl-
ACP. Tento krok je nevratny a je jeden z krokd urcujicich rychlost biosyntézy. Jako vychozi latka
biosyntézy je acetyl-CoA, ktery je pomoci acetyl-CoA transacetylazy pifeveden na acetyl-ACP. V dal§im
kroku reakce dojde k dekarboxylaci malonyl-ACP a enzymu B-oxyl-ACP-syntaza katalyzuje vznik f-
oxoayl-ACP. V nasledujicim kroku probiha redukce pomoci koenzymu NADPH za vzniku D-3-
hydroxybutyryl-ACP. Tento krok nasleduje dehydratace a dochazi ke vzniku enoyl-ACP. Opét dochazi
k redukci za vzniku butyryl-ACP. Tento proces se nékolikrat opakuje a dochazi k navazani dalsich C;
jednotek. Pokud tento cyklus probéhne sedmkrat, dochazi ke vzniku palmitoyl-ACP, ktery je
katalyzovan palmitoylesterazou na palmitat. Pfi syntéze delSich mastnych kyselin pak nasleduji dalsi
enzymatické reakce [3][18].
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Obrdzek ¢. 10 Biosyntéza mastnych kyselin [45]

2.8 Ergosterol

Ergosterol se fadi do skupiny organickych latek sterold, jejichz zastupci jsou také cholesterol nebo
steroidni hormony. Tyto molekuly jsou kyslikaté derivaty zakladni slouceniny steranu. Nahazi se
vV bunéénych membranach hub a kvasinek a je zodpovédny za fluiditu membrany podobné jako
zivocisny cholesterol. Je to sloucenina esencialni pro rdst mikroorganismd, ale také pro adaptaci na
stresové podminky prostfedi, ve kterém se tyto mikroorganismy vyskytuji. Ergosterol je také
provitaminem vitaminu D> (ergokarciferol). Ten vzniké pfi nékolikakrokové transformaci ergosterolu
jako reakce vystaveni ultrafialovému zateni. Z tohoto dlivodu se vyuZziva ve farmacii a potravinarském
prumyslu [17][34].

20



Obrazek ¢. 11 Ergosterol [43]

2.9 Ubichinon — koenzym Q10

Koenzym Q1o patii do skupiny latek, jejichz zakladni strukturu tvofi chinonové jadro. Ubichinony se
déli podle délky postranniho fetézce izoprenovych jednotek. Je to provitamin vyskytujici se
vV mitochondriich rostlinnych a zivoc¢isnych bunck. V mitochondriich se podili na elektronovém
buiikach organismu, diky ¢emuz ziskal své jméno (ubi — vSudypfitomny) a je esencialni pro zivot. Je
schopen pfijimat a transportovat elektrony a radikaly a je tak velmi dlezitym antioxidantem pievazné
vV mitochondriich. Pfi starnuti dochazi k ubytku koenzymu Q, dochazi k zvyseni vyskytu volnych
radikalt v téle, které pak narusuji struktury v buiice. Koenzym Q je syntetizovan v téle podobnym
zpusobem jako cholesterol a vyuziva i nékteré stejné enzymy. Pfi uzivani 1ékd na snizeni hladiny
cholesterolu tak mohou snizit i hladinu koenzymu Q [34].

2.10 Odpadni substraty

V poslednich letech priimyslova vyroba stoupa a s ni stoupé také produkce odpadnich substratt. Je
tedy dulezité vyuzivat tyto produkty co nejvice, a tak naptiklad snizit naklady na vyrobu, ¢i produkci
urcitych latek. Odpadni produkty, obsahujici napfiklad sacharidy, je tedy mozné vyuzit jako alternativni
zdroje uhliku pfi mikroorganismu [26].

2.10.1 Glycerol

Glycerol, 1,2,3-propantriol, je hygroskopicka bezbarva viskozni kapalina bez zapachu, sladké chuti.
Jako metabolit je v nizkych koncentracich produkovan vSemi bufikami lidského téla. Diky svému
polarnimu charakteru je misitelny s vodou a jednoduchymi alkoholy. Hlavnim zdrojem glycerolu jsou
ptirodni tuky, nebot’ je soucasti triacylglycerolti. Glycerol jako odpadni produkt je mozné vyuZzit
Vv Sirokém rozmezi prumyslovych odvétvi [28].

2.10.2 Syrovatka

Syrovatka je nazloutla tekutina, ktera vznika pfi vysraZeni kaseinu z mléka, a tvofi velky podil
odpadnich substratti z primyslovych vyrob. Nejvyhodnéjsi zpracovani je v dne$ni dobé zpracovani
syrovatky a jeji dal$i vyuziti v potravinach a farmaceutickych produktech [26].
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2.10.3 Melasa

Melasa tvofi odpadni produkt pfi vyrobé cukru z cukrové fepy a titiny. Je to tmaveé hnéda, husta
lepkava hmota, ktera obsahuje asi 50 % zbylych cukrt (glukoza, fruktoza, sachar6za). V souCasnosti se
vyuziva naptiklad pro vyrobu alkohold, ¢i kyseliny citronové [31].

2.11 Stresové faktory

Mikroorganismy vystavujeme stresovym podminkam, abychom zvysSili produkci latek.
Mikroorganismy na stresové podminky reaguji nadmérnou produkci urcité latky. Aplikaci urcitych
strest zjiStujeme mnozstvi a portfolio jejich metabolitl, a upravujeme je podle potieby. Pouzité
stresové faktory mohou byt fyzikalni, jako je teplota nebo intenzita svételného zareni. Dale také mizeme
produkeci ovlivnit pfidavkem soli. S vyssi koncentraci rozpusténych soli stoupa osmoticky tlak. Buiiky
se snazi vné€jSimu prostiedi piizpiisobit a mize tak dochazet ke zvySené produkci metaboliti.
Chemickymi stresovymi faktory jsou pak koncentrace COa, soli, pH nebo vyuziti riznych zdroji zivin,
¢i odpadnich produktt. Limitace uréitych Zivin ma také za nasledek nadprodukci metabolita [9][15].

2.11.1 Intenzita a zdroj osvétleni

Pisobeni svétla na buiiky se na prvni pohled zda neSkodné, viditelné svétlo mé na metabolismus
kvasinek dopad. Svétlo mize modifikovat bunécny chod a metabolismus skrze fotosenzitivni drahy
[19].

Razné zdroje a intenzity osvétleni maji vliv také na metabolismus mikrofas. V rdmci adaptace na
vy$§i intenzity zafeni ma za nasledek vyssi produkei uréitych mastnych kyselin. Rasy kultivované na
stejném médiu ale jinych svételnych zdrojich o stejné intenzité vykazuji narust produkce lipida [9][14].

2.11.2 Zdroj dusiku

Pisobenim stresovych faktorti také mize dojit k produkcei riznych poméra a druhtit MK, jako jsou
napf.: kyselina myristova, palmitova, olejova, dokosatrienova a dal$i. Nedostatek dusiku je
nejefektivnéjsi a nejprozkoumané;si stresovy faktor. Dostupnost dusikatych zivin ovliviiuje obsah MK.
V systémech s dostatkem dusikatych latek (>4,7 mM) byl naméfen nejnizs$i obsah MK. Hlavni
produkované MK jsou pak kyseliny myristova, olejova a dokosaenova. Se snizovanim dusikatych latek
v médiich dochazi k nartstu produkce MK. Pouzity zdroj dusiku také hraje roli pfi ristu a produkci
latek. Je dulezité se zaméfit na to, jak mikroorganismy dusik vyuzivaji, a jestli nedochézi k nasledné
produkci latek, které by negativné ovliviiovaly rist a produkci metabolitt [10][12][14].

2.12 Stanovovani metabolitu

Jedna z nejvyznamnéjsich analytickych separacnich metod je chromatografie. Tuto metodu je mozné
vyuzit k analyze jak makromolekularnich latek, tak k ultrastopovému stanoveni ionti. Chromatografie
je separacni proces, zalozeny na rozdélovani mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Jedna se o fazi
pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (stacionarni). Analyt se rozdéluje v zavislosti na afinité
k jednotlivym fazim. Muze nastat ptipad, kdy ma slou¢enina vysokou afinitu k mobilni fazi a je unasena
chromatografickym systémem rychlosti toku mobilni faze. Tato latka opousti systém v tzv. mrtvém Case.
Doba od nastiiku analytu po detekci se oznacuje jako retencni Cas, ktery castecné udava, o jakou latku
se jedna. Strukturné podobné latky v§ak mohou mit podobné retenéni ¢asy, a proto je nutné je analyzovat
i podle jinych parametri [16].

22



2.12.1 Princip HPLC

Chromatografie je zaloZena na distribuci slozek mezi stacionarni a mobilni fazi. Mobilni faze
obsahujici vzorek prochazi stacionarni fazi podél kolony. Pomoci Cerpadla je dale vhanéna do kolony,
kde se separovana latka absorbuje na stacionarni fazi. Podle doby od nastiiku vzorku zachyceni latky
(retencni Cas) se urcuje, co za latku se separovalo. Separovana latka je zaznamenana detektorem. Na
pribehu separace se také podili povaha stacionarni a mobilni faze. Pro optimalni separaci je nutné
upravit mobilni fazi.

Hnaci silu mobilni fazi poskytuji membranova nebo pistova Cerpadla. Je dulezité klast velky diraz
na spravny vybér Cerpadla. Musi se vhodné volit material, hlavné vSak musi zajistovat konstantni pritok
mobilni faze. Jakékoliv kolisani pritoku negativné ovliviiuje analyzu. Dalsi ¢asti systému je samotné
davkovani analytu, které se miize provadét pomoci pfimého nasttiku, coz je metoda jednoducha, avSak
malo efektivni. Vyhodnéjsi je k davkovani vzorku pouzit davkovaci smycku. Vzorek se do kolony
vytlacuje rychlym pooto¢enim ventilu a proudem mobilni faze z cerpadel. Dal§im zptisobem davkovani
je pouziti autosampleru. Ten ma oproti ostatnim zptisobiim davkovani vyhodu v tom, Ze pfi analyze neni
tfeba neustalé obsluhy pfistroje.

Samotny vzorek dale vstupuje do kolony, kde probiha samotna separace. Pii vysokoucinné
kapalinové chromatografii se vyuZzivaji pouze napliiové kolony o riznych parametrech a ndplnich. Pro
ochranu kolony pred znecisténim a $kodlivymi materialy se mize do systému zatadit pfedkolona. Pro
eliminaci znec€isténi je také nutné zajistit, aby vzorek neobsahoval velké nebo nerozpustné ¢astice, je
tedy nutné pted analyzou vzorek prefiltrovat. Pii separaci je kolona temperovana na vhodnou teplotu
pomoci termostatu. V posledni c¢asti systému se nachazi detektor. Vyuzit mizeme naptiklad
fluorescencnich, fotometrickych, voltametrickych, refraktometrickych, hmotnostnich ¢i PDA detektort

[16].
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Obrazek ¢. 12 Schema HPLC

2.12.2 Princip plynové chromatografie

V plynové chromatografii dochazi stejné jako ve vysokoucinné kapalinové chromatografii k separaci
latek v zavislosti na afinité k mobilni nebo stacionarni fazi. V pifipadé plynové chromatografie je vSak
mobilni faze zpravidla inertni plyn. Plyn sanalytem vSak neinteraguje, pouze jej unasi
chromatografickym systémem. Mobilni fazi v tomhle pfipadé miZze byt vodik, dusik, helium nebo
argon. Volime ji na zakladé riiznych parametrt, jako jsou napiiklad fyzikalni vlastnosti plynu, jejich
bezpecnost ale nejcastéji podle typu detektoru.
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JelikoZ je mobilni faze v plynném stavu, je nutné zajistit, aby byl vzorek tékavy a dostate¢né
koncentrovany. Teplota také miize ovlivnit vysledky méfeni. Podle skupenstvi analytu se pak vzorek
davkuje bud’ pomoci davkovacich ventil v pfipadé¢ plynného vzorku, nebo pomoci davkovacich
stiikacek v ptipad€ kapalného vzorku. Kolony pouzivané v plynové chromatografii jsou nejcastéji
kapilarni, a tim je omezen objem vstiiknutého vzorku. Dalsi soucasti chromatografického systému je
detektor. Detektory pouzivané v plynové chromatografii mohou byt stejné jako v kapalinové, napiiklad
hmotnostni spektrometr, vétSinou se vSak lisi. Nejcastéji se pouzivaji ionizacni detektory, jako jsou
naptiklad plamenove ionizacni detektor, detektor elektronového zachytu ¢i fotoioniza¢ni detektor [42].

VYHODNOCENI

A

REGULATOR
PRUTOKU

><

\
@ ODPAD

DETEKTOR

KOLONA
NOSNY PLYN TERMOSTAT
Obrazek ¢. 13 Schéma plynové chromatografie
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3 CIL PRACE

Cilem této prace je studium produkénich vlastnosti vybranych mikroorganismi ve stresovych
podminkach. V ramci této prace budou feSeny nasledujici dil¢i cile:

Prehledna literarni reSerSe zaméfena na vybrané kmeny ¢ervenych kvasinek a mikrofras
Kultivace vybranych kmeni za stresovych podminek

Optimalizace slozeni produkénich médii pro vybrané kmeny mikroorganismui

Ptiprava a izolace riznych extrakt z bunécné biomasy a jejich charakterizace
Srovnéni produkénich vlastnosti vybranych kment

Vyhodnoceni vysledki
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pro kultivaci mikroras a sinic

Dusi¢nan sodny p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)

Chlorid vapenaty dihydrét p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Siran hoteénaty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)
Hydrogenfosforeénan draselny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Chlorid sodny p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)

Na.-EDTA-,0 p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Hydroxid draselny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)
Siran zine¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Oxid molybdenovy p.a, p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Siran méd’naty pentahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina borita p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)

Mogovina p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR

4.1.2 Chemikalie pro kultivaci kvasinek

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

Pepton z kaseinu, Roth (SRN)

Agar-Agar, Roth (SRN)

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach-Ner, S.r.0. (CR)
Siran amonny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Glycerol p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR

Melasa titinova, Natural, Jihlava

Syrovatka, Agrikol S.r.o. (CR)

4.1.3 Chemikalie pro extrakce

Aceton p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Methanol pro HPLC, Penta (CR)
Chloroform p.a., Penta (CR)

Kyselina sirova 96 % p.a., Penta (CR)
Acetonitril pro HPLC, Penta (CR)
Ethylacetat pro HPLC, Penta (CR)

4.2 Pouzité pristroje a pomicky

Spektrofotometr VIS, Helios 3, Unicam (GB)

Box Aura ini iBopTech (CR)

Trepacka Yellow line, (SRN)

Ttepany incubator, ZWYR-D2401 — Labwit, BioTech (CR)

Centrifuga BioTech, (CR)

Analytické vahy Boeco (CRN)

Kultivator Multi-Cultivator MC 1000-OD PSI Drasov (CR)
e Stojan pro 8 zkumavek o objemu 80 ml



e Termostat s vodni lazni
e Vzduchova pumpa
e Zasobnik s destilovanou vodou
e LED diodovy zdroj pro kazdou zkumavku
e Detektor optické hustoty — detekce pii 680 nm a 720 nm
Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer (USA)
Termoblok VWR, (CR)
Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
HPLC/MS sestava: Sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
e Termostat — LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
o Detektor PDA — PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
e Pumpa— MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
e Vyhodnocovaci systém Xcalibur
e Kolona Kinetex Core Shell C18-EVO, 150 mm délka, 5,0 um ¢astice, Phenomenex
e Drzék predkolony — KJO — 4282, ECOM (CR)
e Piedkolona — C18-EVO, AJO — 8368, Phenomenex
e Filtry pro HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)
e Systém MicroTime 200, Picoquant GmbH, objektiv s vodni imerzi Olympus UPLSAPO 60XW
Thermo Scientific TRACE™ 1300 Gas Chromatograph, (Thermo Fischer Scientific, USA)
e Detektor FID, (thermo Fischer Scientific, USA)
e Thermo Scientific Al 1310 Autosampler
e Kolona Zebron ZB-FAME, 30m x 0,25 mm x 0,20 um, Phenomenex

4.3 Pouzité kmeny mikroorganismiu

4.3.1 Pouzité kmeny mikroras

Chlorella sorokiniana CCALA 260
Chlorella vulgaris CCALA 924
Chlamydomonas reinhardtii CCALA 928
Coccomyxa sp. CCALA 912
Desmodesmus quadricauda CCALA 463
Desmodesmus obliquus CCALA 455
Scenedesmus dimorphus CCALA 443
Scenedesmus acutus CCALA 439

4.3.2 Pouzité kmeny sinic
Synechococcus nidulans CCALA 188
4.3.3 Pouzité kmeny kvasinek

Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26
Cystofilobasidium macerans CCY 10-1-2
Cystofilobasidium infirmominiatum CCY 17-18-4
Rhodotorula mucilaginosa CCY 19-4-6 (24)
Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-9-7 (28)
Sporidiobolus salmonicolor CCY 19-4-25
Sporidiobolus salmonicolor CCY 19-6-20
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004
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4.4 Kultivace mikroorganismii

441 Kultivace mikroras a sinic

Mikrotasy a sinice byly zaoCkovany ze zasobnich kultur do BBM média o slozeni viz. tabulky
(Tabulka ¢. 1 a Tabulka ¢. 2). Po dostate¢ném narustu biomasy byly mikrotasy a sinice zaockovany do
produkénich BBM médii na piibliznou absorbanci A=0,07. Pro méfeni absorbance byly kultury méreny
pomoci UV-VIS spektrofotometru pfi vinové délce 680 nm. Mikrofasy a sinice byly kultivovany
Vv provzdusiiovacich lahvich za neustalého osvétleni a pfistupu vzduchu s 15 % koncentraci CO2 po dobu
10 dni. Pro stanoveni ristové kiivky byly pribézné odebirany vzorky a méfena absorbance narostlé
biomasy.

Tabulka ¢. 1 Slozeni BBM média
. Zasobni roztok (g/1 Mnozstvi na
Slozka dH20) (g 11
NaNO3 25,00 10
CaCly2H20 2,50 10
MgSQ4-7H20 7,50 10
K:HPQO, 7,50 10
KH2PO4 17,50 10
NaCl 2,50 10
EDTA - 1
Acidified iron - 1
H3BO3 11,42 1
Trace metals - 1
Tabulka ¢. 2 SloZeni ¢asti BBM média
Roztok Slozka Mnozstvi
(9/l)
EDTA 50,00
EDTA KOH 31,00
e 4 FeSO47H20 4,98
Acidified iron H250s (96 %) 1ml
ZnS047H20 8,82
MnCl,-4H20 1,44
Trace metals MoOs 0,71
CuSQO45H20 1,57
Co(NO3),:6H20 0,49

4.4.1.1 Aplikace stresi

Pro dalsi kultivace byl vyuzit multikultivator, ktery se skladd z osmi oddélenych komor pro
kultivaéni zkumavky s pristupem k vzdusnéni. Diky tomu jsme schopni provadét paralelné kultivace
mikrofas a sinic pro 8 riznych stresovych parametrti. Multikultivatory dale poskytuji LED osvétleni,
které je mozné nastavit pro kazdou kultivacni zkumavku zvlast. Stresové podminky v tomto
experimentu byly rtizné zdroje a koncentrace dusiku jejichz koncentrace jsou uvedeny v tabulce
(Tabulka ¢. 3). Teplota a osvétleni byly po celou dobu konstantni. Dalsi kultivace jiz probihaly
v Erlenmayerovych baiikach, které byly neustale protfepavany. DalSimi stresovymi faktory byly rizné
koncentrace fosforu nebo pfidavek riznych koncentraci chloridu Zelezitého.
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Tabulka €. 3 Procentudlni koncentrace zdrojui dusiku

Sloska Procentudlni zastoupeni dusiku
60 % 80 % 100 % 150 %
(1(’)\52'(%}”0 120 pl 160 pl 200 wl 300 pl
mocovina
(10g/100ml) 42 ul 56 ul 70 ul 105 pl

Obrazek ¢. 14 Multikultivator

4.4.2 Kultivace Kvasinek

Kmeny kvasinek byly kultivovany v tekutych Zivnych médiich za aplikace stresovych podminek.
Pro kultivaci kvasinek na raznych zdrojich uhliku byly vyuzity provzdusiovaci lahve o objemu 1 |
a kultivace probihala za konstantniho osvétleni. Nasledujici kultivace jiz probihaly v Erlenmayerovych
banikach za neustalého protfepavani. DalS$imi zvolenymi stresovymi faktory byly pfidavek rGznych
koncentraci NaCl pti osvétleni, tak v jeho absenci. VSechny kmeny kvasinek byly také kultivovany na
ruznych koncentracich chloridu Zelezitého.

4421 Inokulumla?

Prvnim krokem pfi kultivaci kvasinek je zaockovani pozadované kultury ze zasobni kryozkumavky
na Petriho misku s YPD agarem. SloZeni YPD agaru je uvedeno nize v tabulce (Tabulka ¢. 4). Inokulum
1 a 2 je stejného slozeni bez pridavku zpeviiujiciho agaru. Zaockovana Petriho miska je zalepena
parafilmem a ponechdna tfi dny na kultivaci. Po uplynuti této doby se v boxu zaockuje ptipravené
inokulum 1 pomoci klicek. Jedna klicka odpovida asi 10 ml inokula 1. Zao¢kované inokulum se ponecha
24 hodin na tfepacce. Do inokula 2 nasledné ockujeme v poméru objemu 1:5. Inokulum 2 kultivujeme
stejnym zptsobem jako inokulum jedna.

Tabulka ¢. 4 Tab. 1 — Slozeni YPD média a inokula I a IT

Koncentrace
Slozka
(g/)

Agar-agar 20

Kvas'mcny 10
autolyzat

Pepton 20

Glukoéza 20
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4.4.2.2 Produkéni médium a aplikace stresi

Pro v§echna produkéni media byl pouzit stejny zaklad viz. tabulka (Tabulka ¢. 5). Toto medium bylo
nasledné doplnéno chemikaliemi podle vybraného stresu. Nejprve byly jako stresové podminky zvoleny
ruzné koncentrace chloridu sodného pii normalnim osvétleni a pii absenci svétla. Tyto koncentrace jsou
popsany v tabulce (Tabulka ¢. 6). Dalsimi stresovymi podminkami byly zvoleny rizné zdroje uhliku.
Glukoza v produkénich médiich byla nahrazena glycerolem, melasou, syrovatkou, glycerolem se
syrovatkovym proteinem a melasou se syrovatkovym proteinem, jejichz koncentrace jsou uvedeny
v tabulce (Tabulka ¢. 7). Kultivace probihala bud’ za pouziti provzdu$iiovacich lahvi, nebo banék a trvala

96 hodin.

Tabulka ¢. 5

SloZeni glukdzového média

. Koncentrace
Slozka (o)
KH2PO4 4,0
MgSO47H20 0,7
(NH,)2S04 40
Glukoza 30,0

Tabulka ¢. 6

Koncentrace NaCl v produkénich médiich

Slozka

Koncentrace
(mol/l)

NaCl

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

Tabulka ¢. 7

Koncentrace alternativnich zdroji uhliku

Koncentrace
Slozka
g/
Glycerol 30
Melasa 51
Koncentrace
(ml/
Syrovatka 83
Syrova_ltkovy 50
protein
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Obrdzek ¢. 15 Kultivace kvasinek za pouziti stresti

45 Stanoveni latek

45.1 Stanoveni biomasy

Po uplynuti doby kultivace daného mikroorganismu byla odebrana cela biomasa, ktera byla nasledné
zcentrifugovana po dobu 4 minut pti 9000 rpm. Nasledné byl supernatant odlit a v ptipadée potieby byla
biomasa promyta destilovanou vodou a opét zcentrifugovana. Opét byl odlit supernatant a biomasa byla
v pfedem zvazenych zkumavkach zmrazena. Dale byly zmrazena biomasa lyofylizovana po dobu 24-48
hodin. Po lyofylizaci byly zkumavky s vysuSenou biomasou zvaZeny a byla stanovena celkova hmotnost
biomasy. Vzorky byly uchovavany v mrazicim boxu a dale zpracovavany pro analyzy.

45.2 Priprava vzorki pro analyzu pomoci HPLC

4.5.2.1 Pripava vzorkit mikroras

Pro ptipravu vzork mikrofas na HPLC analyzu bylo do Eppendorf zkumavek navazeno 20-35 mg
lyofylizované biomasy. K biomase bylo ptidano 1000 ul destilované vody a zkumavky byly uloZeny na
1 hodinu do mraziciho boxu. Pisobenim vzniku ledovych krystali doslo k poruseni bun¢k, diky ¢emuz
byly Iépe extrahovany produkované metabolity mikroorganismu. Pfebyte¢na voda byla zcentrifugovana
a odlita. Dale byl do zkumavky ptidan 1 ml acetonu a sklenéné kulicky piiblizné odpovidajici mnozstvi
biomasy. Zkumavky byly umistény do vortexu a protfepavany do uplného rozmélnéni biomasy. Obsah
zkumavky byl pfeveden do centrifugaéni zkumavky a byly piidany dalsi 3 ml acetonu. Z tohoto extraktu
byly odebrany 2 ml, které byly odpafeny v termobloku a nasledné rozpustény ve 2 ml smési 2:1
Acetonitril:Ethylacetat. Rozpustény extrakt byl ptefiltrovan ptes filtr o velikosti port 45 pm do vialky
a ulozen do mraziciho boxu pro analyzu na HPLC. Parametry HPLC sestavy jsou uvedeny v tabulce (0).

45.2.2 Priprava vzorkit kvasinek

Kwviili nedostate¢né extrakcei karotenoidi pomoci acetonu byla pro kvasinky vybrana extrakce podle
Folche. Pro analyzu bylo do Eppendorf zkumavek navazeno 10-35 mg lyofylizované biomasy, ktera
byla nésledné¢ po dobu 30 minut hydratovana v 1 ml destilované vody. Po odstfedéni vody se
k hydratované biomase piidal 1 ml methanolu a sklenéné kuli¢ky. Vzorky byla protiepany na vortexu
po dobu 10 minut do rozméInéni biomasy, ktera byla nasledné piidana do zkumavky obsahujici 2 ml
chloroformu. Zkumavka byla opét umisténa do vortexu kde doslo k intenzivnimu michani obou fazi.
Nasledné byl pfidan 1 ml destilované vody a po par vtefinovém protiepani se zkumavky umistily do
centrifugy na dobu 1 minuty pfi 2000 ot/min. Po centrifugaci byla spodni faze pfevedena do zkumavky
a odpafena v termobloku. Po odpafeni byl obsah zkumavky rozpustétn v 1ml smési 2:1
Acetonitril:Ethylacetat a rozpustény extrakt byl pfeveden do vialky pfes filtr o velikosti pora 45 um.
Vzorky byly uchovany v razicim boxu. Parametry HPLC sestavy jsou uvedeny v tabulce (0).
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Tabulka €. 8 Gradientovy program a slozeni mobilnich fazi pro HPLC anlyzu

karotenoidl
Kolona Nepolarni C18
Detektor PDA
SloZeni MF A: MF B:
MF ACN:TrisHCI:MeOH MeOH:EtAc
V 84:14:02 60:40:00
Cas
[min] MF A [%] MF B [%]
0 100 0
13 0 100
19 0 100
20 100 0
24 100 0

4.5.3 Priprava vzorkiu pro analyzu pomoci GC

Do krymplovaci vialky bylo odvazeno pfiblizn¢ 10 mg biomasy a pfidano 1,8 ml transesterifikacni
smési. Vialky byly zakrymplovany a inkubovany v termobloku pii 85 °C po dobu 2 hodin. Po
vychladnuti byly vialky odkrymplovany a pfevedeny do vialek o objemu 4 ml. Dale bylo ptidano 0,5 ml
(0,5 mol/l) NaOH a 1 ml hexanu HPLC kvality. Vialky byly uzavieny a vlozeny do vortexu po dobu
nekolika minut. Z organické faze bylo nasledné odebrano 0,1 ml vzorku do cisté vialky a vzorek byl
doplnén 0,9 ml hexanu na objem 1 ml. Vialky byly uloZeny do mraziciho boxu pro analyzu na GC.
Parametry GC sestavy jsou uvedeny v tabulce (Tabulka ¢. 9).

Tabulka ¢. 9 Parametry GC/FID

Zebron ZB-FAME, o rozmérech 30 m x 0,25 mm x 0,20
Kapilarni kolona um
Davkovani Autosampler Thermo Scientific Al 1310
Objem néstfiku vzorku 1 ul
Pomér nésttiku déli¢e toku 10
Konstantni pritok nosného
plynu H, 1 ml/min
Detektor Plynov¢ ioniza¢ni
Teplota 250 °C
Vzduch 350 ml/min, make-up N2 30 ml/min, H, 35
Priitok ml/min

4.5.3.1 Trasesterifikacni smés

Tato smes se pripravuje pro transesterifikaci latek k tomu, aby byly vhodnéjsi pro analyzu pomoci
GC. Smés tvoii 15 % (v/v) H.SO4 v methanolu HPLC kvality a 0,5 mg/ml interniho standartu C17 v ni
rozpusténého.
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5 VYSLEDKOVA CAST
5.1 Kvasinky

Pro tyto experimenty byly zvoleny kmeny kvasinek Rhodotorula kratochvilovae, Rhodotorula
mucilaginosa (24) a Rhodotorula mucilaginosa (28), Rhodosporidium toruloides, Cystofilobasidium
macerans, Cystofilobasidium infirmominiatum, Sporidiobolus salmonicolor a Sporidiobolus
metaroseus. Pfi kultivaci byly pro urcité kmeny zvoleny alternativni zdroje uhliku. Dal§imi stresovymi
faktory byly koncentrace chloridu sodného v pfitomnosti a absenci svétla a koncentrace chloridu
zelezitého.

5.1.1 Kultivace za pouziti alternativnich zdroji uhliku

V tomto experimentu bylo za cil porovnani zisku biomasy a produkovanych metabolitt pti kultivaci
na glukoéze (kontrolni médium), glycerolu, melase, syrovatce a pii kombinaci syrovatky a glycerolu
a syrovatky a melasy.

5.1.1.1 Kmen Cystofilobasidium infirmominiatum a Cystofilobasidium macerans

V tomto experimentu byly na prvni pohled vétsi vytézky biomasy pii pouziti jednoho ze
syrovatkovych zdroji uhliku, naopak nejnizsi nardst byl pozorovan pii pouziti glycerolového media.
U kmene C. infirmominiatum mutzeme pozorovat zna¢né naristy biomasy ve vSech syrovatkovych
médiich, v Cisté syrovatce nejvyssi 14,7 g/l. Pokud se v§ak zamétime na procentudlni zastoupenti lipidd,
muzeme si v§imnout, ze se ve vSech typech médii pohybuje kolem stejné hodnoty, s vyjimkou glukozy.
Vétsinu lipidového podilu pak tvoii PUFA mastné kyseliny, pouze u syrovatky v kombinaci s melasou
tvoti vSechny druhy mastnych kyselin ptiblizné€ tfetinovou Cést.

Celkové karotenoidy dosahovaly nejvysSich koncentraci na glukéze (3,11 mg/g) a melase
v kombinaci se syrovatkou (3,45 mg/g), kde mlizeme zaznamenat také nejvyssi produkei ergosterolu.
Ostatni syrovatkova média nepftispéla zvySené produkcei karotenoidli naopak ji snizovala. V zavislosti
na médiu také dosahovaly metabolity svych maximalnich hodnot na riiznych médiich. Tento kmen ma
v porovnani s kmenem C. macerans obecné nizsi produkci karotenoidti. Maximalni hodnoty pro torulen
a koenzym Q vsak bylo dosdhnuto na glukézovém médiu.

Pro kmen C. macerans byl nejvétsi narust biomasy na médiu syrovatka v kombinaci a glycerolem
10,9 g/l. Na rozdil od kmene C. infirmominiatum bylo procentualni zastoupeni lipidi nejvyssi na
glukézovém a melasovém médiu. Také zastoupeni mastnych kyselin mezi médii poméroveé lisilo
mnohem vice. Nejvétsi zastoupeni mély PUFA mastné kyseliny, které pti kultivaci na glycerolu
a syrovatce tvorily vice nez dvé tfetiny vSech MK. Z obrazku (Obrazek ¢. 17) lze vycist, Ze nejvyssi
koncentrace karotenoidli pozorujeme na syrovatkovém médiu (4,82 mg/g). Na dalSich syrovatkovych
médiich byla produkce zna¢né nizSi. Na glycerolovém médiu také pozorujeme vysSi hodnoty
koenzymu Q.
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Obrazek ¢. 16 Grafické znazorneni produkce lipidii v zavislosti na zdroji uhliku v produkcnim
médiu u kmenii Cystofilobasidium infirmominiatum a Cystofilobasidium macerans
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Obrazek ¢. 17 Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
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Obrazek ¢. 18 Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na zdroji
uhliku v produkcnim médiu u kmenii Cystofilobasidium infirmominiatum a Cystofilobasidium
macerans
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5.1.1.2 Kmen Rhodotorula mucilaginosa (24) a Rhodotorula mucilaginosa (28)

V piipadé kmene R. mucilaginosa (24) nelze v narstu biomasy pozorovat zvySeni, ¢i snizeni
produkce biomasy vlivem syrovatky jako u ostatnich experimentd. Vyznamny nartist biomasy mizeme
pozorovat u média s glukozou, melasou a nejvétsi u syrovatky v kombinaci s melasou. Dale mtiZzeme
vidét, Ze syrovatka méla neptiznivy vliv na produkei lipidii. Pokud se zamétime na zastoupeni mastnych
kyselin v lipidické slozce, nemlizeme zde vy¢ist jednoznaény trend. U glycerolu, syrovatky a jejich
kombinace tvoii nejvétsi podil SFA mastné kyseliny, v ostatnich pfipadech jsou ve vétSiné SFA
a MUFA mastné kyseliny.

Produkce karotenoidii v tomto experimentu byla velice nizka. Nejvétsi koncentraci miizeme nalézt
ve vzorku kultivovaném na melasovém médiu (1,73 mg/g). Z obrazku (Obrazek ¢. 20) je také patrné, ze
produkce na syrovatkovych médiich byla velice nizka. U kmene R. mucilaginosa (28) uz je patrné, ze
syrovatka méla kladny vliv na nardst biomasy. Ackoliv byla zjisténa produkce biomasy na glukdézovém
médii nejmensi, procentualni zastoupeni lipidické slozky v susiné dosahovalo maximalni hodnoty. Déle
mizeme vidét, ze nejvetsi Cast lipidového podilu tvoii MUFA mastné kyseliny s vyjimkou
Glycerolového média, kde je tvofen PUFA mastnymi kyselinami.

PrestoZze na rozdil od ptfedchoziho pfipadu miZeme pozorovat vyss$i produkci karotenoidu,
u syrovatkovych médii nejsou jejich koncentrace nijak vysoké. NejvysSi zastoupeni karotenoidi
nalezneme u vzorku kultivovaném na glycerolu (5,02 mg/g), kde nejvysSich hodnot dosahuji i torulen
a ergosterol. Nejvyssi zastoupeni koenzymu Q bylo na melase.
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Obrazek ¢. 19 Grafické znazorneni produkce lipidii v zavislosti na zdroji uhliku v produkcnim

médiu u kmenu Rhodotorula mucilaginosa (24) a Rhodotorula mucilaginosa (28)
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Obrdzek ¢. 20 Grafické zndazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
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Obrazek ¢. 21 Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na zdroji

uhliku v produkcénim médiu u kmenu Rhodotorula mucilaginosa (24) a Rhodotorula
mucilaginosa (28)

5.1.1.3 Kmen Rhodotorula kratochvilovae

V experimentech pro kmen R. kratochvilovae dochazelo k nejvétS§imu narustu biomasy na
syrovatkovych médiich zejména pak na Cisté syrovatce, kde ¢inila 10 g/l. V porovnani s ostatnimi médii,
byl narlst biomasy vice nez dvojnasobny V grafu mizeme vidét, Ze se procentualni zastoupeni lipida
bylo nejvétsi na syrovatkovém médiu. Zastoupeni mastnych kyselin v lipidickém podilu bylo u vSech
vzorkll velmi podobné. Nejvétsi ¢ast tvorily MUFA mastné kyseliny.

Na obrazku (Obrazek ¢. 25) mlzeme vidét, ze nejvétsi zastoupeni karotenoidi mély vzorky
kultivované na glycerolovych médiich. V pfipadé média glycerolu v kombinaci se syrovatkou byla
jejich koncentrace nejvyssi (3,01 mg/g) a maximalni hodnoty zde nabyval i koenzym Q. Nejvétsi
koncentraci dalSich karotenoidii jako je torulen nebo ergosterol muizeme pozorovat u vzorku
kultivovaném na cCistém glycerolu. Pfiznivy vliv na vysokou produkci karotenoidh mél prevazné
médiem, kde dojde jak k velkému nartstu biomasy, tak k velkému zastoupeni metabolitl, je zde
kombinace syrovatky a glycerolu.
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Obrazek ¢. 22 Grafické znazorneni produkce lipidii v zavislosti na zdroji uhliku v produkcnim

médiu u kmene Rhodotorula kratochvilovae
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Obrazek ¢. 23 Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
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Obrazek ¢. 24 Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na zdroji

uhliku v produkcnim médiu u kmene Rhodotorula kratochvilovae
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5.1.2 Kaultivace v pritomnosti chloridu sodného

V tomto experimentu byly kvasinky kultivovany v pfitomnosti chloridu sodného o koncentraci 0;
0,5; 1; 1,5 a 2 mol/l. Kmeny byly kultivovany ve dvou sadach, kdy druha byla kultivovana za absence
osvétleni. U kmene Sporidiobolus salmonicolor uz nizké koncentrace chloridu sodného vyvolavaly
letalni ucinky jak v ptitomnosti svétla, tak v jeho absenci. Vlivem vysokého osmotického tlaku tak doslo
k inhibici ristu biomasy.

5.1.2.1 Kmen Rhodosporidium toruloides

V tomto experimentu sledovany nartisty biomasy a jednotlivych metabolitd v zavislosti na
koncentraci NaCl a osvétleni ¢i jeho absence. Ackoliv byla produkovana biomasa u vSech koncentraci
témer stejnad z grafu lze jasné vidét trend sniZzovani procentualniho zastoupeni lipidi se zvySujici se
koncentraci NaCl. Pokud bychom srovnavali vzorky kultivované na svétle a ve tmég, nevid€li bychom
zadny znatelny rozdil, z ¢ehoz vyplyva, ze svételné zateni na produkci biomasy a lipidd nemélo
vyznamny vliv. Co se ty¢e slozeni mastnych kyselin lipidické slozky, 1ze pozorovat mirny narist PUFA
mastnych kyselin v neprospéch MUFA mastnych kyselin se zvySujici se koncentraci NaCl.

Podobné také u karotenoidii nema osvétleni ¢i jeho nepfitomnost vliv na jejich produkci. Sada
kultivovana v absenci svétla vykazuje mirny trend sniZovani obsahu karotenoidii v zavislosti na
zvySujici se koncentraci NaCl. Pro vzorky kultivované na svétle vSak tento trend neplati. Déle si
mizZeme na obrazku (Obrazek ¢. 26) pozorovat, ze vzorek kultivovan na svétle s koncentraci 0,5 mol/l
NaCl produkoval nejvice karotenoidi (5,86 mg/g).

Pro vzorky kultivované v absenci osvétleni mlzeme pozorovat klesajici trend akumulace
karotenoidid. U druhé skupiny vzorki ov§em nelze zZadny pfimy trend pozorovat.
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Obrazek ¢. 25 Grafické zndazornéni produkce lipidit v zavislosti na riizné koncentraci NaCl,
osvetleni a absenci osvétleni u kmene Rhodosporidium toruloides
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Obrazek ¢. 26 Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
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Obrazek ¢. 27 Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na riizné

koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodosporidium toruloides

5.1.2.2 Kmen Cystofilobasidium infirmominiatum

V piipadé experimentu u kmene Cystofilobasidium infirmominiatum mtzeme vidét, ze v kontrolnim
vzorku bez pridaného NaCl doslo k nizsi produkci biomasy. Procentualni zastoupeni lipidi zde také
vykazovalo snizujici se trend se zvySujici se koncentraci NaCl. Osvétleni ¢i jeho absence neméla na
produkovanou biomasu ani zastoupeni lipida vliv. Vzorky v pfitomnosti NaCl projevuji vy$si zastoupeni
SFA a MUFA mastnych kyselin.

Pti pohledu na karotenoidy lze vidét, Ze na koncentraci 0,5 mol/l NaCl neni patrny ergosterol. Dale
si mizeme vSimnout, ze se zvySujici se koncentraci NaCl se zvySuje produkce koenzymu Q. Co se
celkovych karotenoidi tyce, byla maximalni hodnota naméfena u obou sad na jiné koncentraci. Pro
osvétlené vzorky byly karotenoidy nejvyssi pii koncentraci 0,5 mol/l NaCl (2,26 mg/g), pii absenci
svétla pii koncentraci 1 mol/l NaCl. V pfipadé kmene C. infirmominiatum mizeme pozorovat nejvyssi
produkci karotenoidd u vzorku kultivovaném na svétle s koncentraci 0,5 mol/l NaCl, kde také doslo
k nejvyssi akumulaci B-krotenu a torulenu. Vyssi koncentrace karotenoidi se vyskytovaly také u vzorka
s koncentraci 1,5 a 2 mol/l NaCl.
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U nich také pozorujeme nejvyssi hodnoty pro koenzym Q. Pfi nizsich koncentracich NaCl si mtizeme
vS§imnout vyrazné niz$i produkce ergosterolu. Pro vzorky kultivované pti absenci svételného zafeni plati
stejné trendy, pouze maximalni produkce karotenoidd zde nastala pro vzorek s 1 mol/l koncentraci
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Obrazek ¢. 28 Grafické zndazorneni produkce lipidit v zavislosti na riizné koncentraci NaCl,

osvetleni a absenci osvétleni u kmene Cystofilobasidium infirmominiatum
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Obrazek ¢. 29 Grafické zndazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
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koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Cystofilobasidium infirmominiatum

5.1.2.3 Kmen Sporidiobolus metaroseus

V experimentu pro kmen S. metaroseus doslo k mirné kontaminaci vzorkd 0,5 a 1,5 mol/l NaCl
kultivovanych na svétle a doslo k inhibici ristu kultury. I pfes chybéjici vzorky miizeme z graft vyvodit,
7ze by se vzorky vsadé kultivované na svétle shodovaly se sadou v absenci osvétleni. ZvySena
koncentrace vedla k vyssi produkci biomasy, ktera se zvysujici se koncentraci stoupala aZ na vzorek
0 koncentraci 2 mol/l. Z pohledu profilu mastnych kyselin vyplyva, Ze se zvySenou koncentraci NaCl
se také zvysilo procentualni zastoupeni MUFA mastnych kyselin na ikor PUFA.

Na rozdil od akumulace lipidii, mélo zastoupeni celkovych karotenoidi se se zvysujici se
koncentraci klesajici charakter. U sady kultivované pii osvétleni se vSak tento trend nachazet nemusel,
jelikoz kontrolni vzorek bez piidani NaCl vykazuje niz$i koncentraci karotenoidd nez vzorek
s koncentraci 1 mol/l NaCl. Také produkce ergosterolu méla na svétle spiSe tendenci se sniZzovat oproti
sadé¢ ve tmé, kde pti koncentraci 2 mol/l dosahuje maximalni hodnoty. Pro produkci celkovych
karotenoidd u kmene S. metaroseus v obou fadach plati, ze se zvySujici se koncentraci NaCl dochazi
K niz8i produkci. Vyjimku tvoii kontrolni vzorek pfti kultivaci v ptitomnosti osvétleni. U vzorku
kultivovanych ve tmé je také patrna zvySujici se produkce ergosterolu se zvysSujici se koncentraci NaCl.
Nejvyssi celkovou koncentraci karotenoidii mély v obou fadach vzorky s 0,5 mol/l koncentraci NaCl.
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Obrazek ¢. 33 Grafické znazornéni produkce vybranych metaboliti v zavislosti na rizné

koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Sporidiobolus metaroseus
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5.1.2.4 Kmen Rhodotorula mucilaginosa (28)

JiZ na prvni pohled je patrné, Ze se svételné zafeni nemélo na kultivaci kmene R. mucilaginosa zadny
vliv. Se zvysujici se koncentraci NaCl v tomto pripadé dochazelo ke sniZeni produkce biomasy a snizené
akumulaci lipidt. Profily mastnych kyselin jsou u vSech vzorki témét srovnatelné, kdy vice nez 75 %
tvoii MUFA mastné kyseliny. V ptipadé karotenoidu, v§ak koncentrace NaCl jiz hraje znatelnou roli.
Pfi vyssich koncentracich dochazelo k vétsi produkei karotenoidli jak na svétle, tak ve tmé, osvétleni
vSak melo vice pozitivni dopad. Pii pohledu na produkci ergosterolu vidime, Ze vyssi koncentrace NaCl
méla pozitivni G€inky na produkei pro vzorky kultivované pii osvétleni, Pti absenci svétla byla produkce
naopak klesajici, s vyjimkou kontrolniho vzorku, kde byla produkce ergosterolu téméf nulova. Pri
pohledu na celkové karotenoidy je patrna nejvyssi akumulace pro vzorek s 1 mol/l koncentraci NaCl
Vv obou fadach, v ptipadé fady kultivované ve svétle mlizeme pozorovat vyrazné¢ vyssi zastoupeni
karotenoidi také u vzorku o koncentraci 2 mmol/l. pomérové zastoupeni vybranych karotenoidii je
u vSech osvétlenych vzorkd obdobné. Dale si mizeme vSimnout klesajici produkce ergosterolu se
zvysujici se koncentraci NaCl, pro vzorky v absenci osvétleni, s vyjimkou kontrolniho vzorku.
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Obrdazek ¢. 34 Grafické znazornéni produkce lipidii v zavislosti na riizné koncentraci NaCl,

osvetleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula mucilaginosa
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Obrazek ¢. 36 Grafické zndzornéni produkce vybranych metaboliti v zavislosti na rizné

koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula mucilaginosa

5.1.3 Kaultivace v pritomnosti chloridu Zelezitého

5.1.3.1 Kmen Rhodotorula kratochvilovae, Rhodotorula mucilaginosa (24) a (28)

Pii kultivaci téchto kmenl v pfitomnosti FeCl3 mtizeme u vSech kmend pozorovat, ze produkce
biomasy byla pii vSech koncentracich srovnatelnd, pouze u vyssSich koncentraci dochdzelo k mirné
niz§imu nartstu. Na procentudlni zastoupeni lipidt vSak mela zvySujici se koncentrace nepiiznivy
charakter. U koncentrace 20 mmol/l FeCls byla akumulace lipidi vyrazné mensi. Procentualni
zastoupeni mastnych kyselin se pro kmeny nijak zvlast’ neliSilo pouze u koncentrace 20 mmol/l FeCls
muzeme pozorovat vyrazn&jsi zménu. U kmene R. kratochvilovae byla vyrazngjsi produkce SFA na
ukor PUFA mastnych kyselin. Pro oba kmeny R. mucilaginosa byla pro tuto koncentraci pouze zvySena
produkce PUFA mastnych kyselin zejména pro kmen 28.

Pokud se zamétime na celkové karotenoidy, nelze mezi jednotlivymi kmeny pozorovat podobnost.
U kmene R. kratochvilovae neni zaznamenano zvySeni ¢i sniZzeni produkce celkovych karotenoida
v zavislosti na koncentraci, nejvyssi zastoupeni (1,10 mg/g) pozorujeme u kontrolniho vzorku. Pro
zvySujici se koncentraci vSak vidime pokles akumulace ergosterolu a zvyseni produkce koenzymu Q
s vyjimkou vzorku s koncentraci 20 mmol/l FeCls. Produkce karotenoidii u kmene R. mucilaginosa (24)
nejvyssi (2,85 mg/g) pro vzorek s nejvyssi koncentraci. K vysoké akumulaci doslo také u kontrolniho
vzorku. Se zvysujici se koncentraci muzeme pozorovat pokles produkce karotenoidii u kmene
R. mucilaginosa (28), kontrolni vzorek tedy obsahoval nejvice karotenoida (1,83 mg/g).
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Obrazek ¢. 39 Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na riiznych

koncentracich FeCl3 u kmenii Rhodotorula kratochvilovae, Rhodotorula mucilaginosa (24)
a (28)
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5.1.3.2 Kmen Rhodosporidium toruloides, Cystofilobasidium macerans a
Cystofilobasidium infirmominiatum

V piipadé kmene R. toruloides si mizeme vSimnout zvySené produkce biomasy ve srovnani
s kontrolnim vzorkem bez ptitomnosti FeCls, se zvySujici se koncentraci ma vsak klesajici charakter.
Zvysena koncentrace také zapficinila snizeni produkce lipidického podilu biomasy. Profil zastoupeni
mastnych kyselin je v tomto pfipad€ u vSech vzorki srovnatelny a pfevafuje zejména tvorba MUFA
mastnych kyselin. Se zvySujici koncentraci vSak dochdzelo k poklesu produkce karotenoidu.
U kontrolniho vzorku byla zaznamenana vyrazné vyssi produkce karotenoidu (3,70 mg/g) a lykopenu
V porovnani s ostatnimi vzorky.

Pro kmen C. macerans byla produkce biomasy zvySena pii koncentracich 5 a 10 mmol/l FeCls.
Zastoupeni lipidi se zvySujici koncentraci stoupala s vyjimkou koncentrace 20 mmol/l. U prvniho
a posledniho vzorku koncentracni fady také mlzeme pozorovat mirné zvysenou produkci PUFA
mastnych kyselin, ve vSech ptipadech vSak prevazuji PUFA. Nejvyssi zastoupeni karotenoidii
pozorujeme u vzorku s koncentraci 5 (1,65 mg/g) a 10 mmol/l FeCls, kde pozorujeme i zvySenou
produkci koenzymu Q.

V piipadé kmene C. infirmominiatum byla produkce biomasy u v§ech vzorka srovnatelna, lipidicky
podil vsak se zvysujici se koncentraci klesal. U procentualniho zastoupeni mastnych kyselin miizeme
pozorovat klesajici produkci PUFA ve prospéch SFA mastnych kyselin. Podobné jako biomasa,
i produkce karotenoidti je u vSech vzorkli obdobna. V§imnout si vSak miZeme poklesu v produkci
koenzymu Q se zvySujici se koncentraci. Nejvyssi zastoupeni karotenoidd (0,76 mg/g) nalezneme
u kontrolniho vzorku.
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FeCl3 u kmenit Rhodosporidium toruloides, Cystofilobasidium macerans a Cystofilobasidium
infirmominiatum
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Obrdazek ¢. 42 Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na riiznych

koncentracich FeCl3 u kmenit Rhodosporidium toruloides, Cystofilobasidium macerans
a Cystofilobasidium infirmominiatum

5.1.3.3 Kmen Sporidiobolus salmonicolor a Sporidiobolus metaroseus

U kmene S. salmonicolor mél FeClsz mirné pozitivni vliv na produkci biomasy. Akumulace lipida
vSak byla zvySena pouze pro koncentraci 5 mmol/l. Pfi zvysujici se koncentraci dochazelo ke zvysené
produkei jak SFA, tak PUFA mastnych kyselin. Ackoliv pfi zvysujici se koncentraci dochazi ke snizeni
produkce celkovych karotenoidl, lze pozorovat vyznamné akumulace ve vzorku s koncentraci
20 mmol/I FeCls. Kontrolni vzorek ma ve srovnani s ostatnimi nizsi produkci koenzymu Q.

V experimentu pro kmen S. metaroseus opét nebyla produkce biomasy zvysujici se koncentraci nijak
zvlast ovlivnéna. Co se procentualniho zastoupeni tyce, mizeme na obrazku ¢. vidét rostouci trend
v zavislosti na zvySujici se koncentraci FeCls. V pripad¢é koncentrace 20 mmol/l byla vsak produkce
lipidt velmi nizka. Se zvySujici se koncentraci byla zvysena produkce SFA mastnych kyselin. V ptipadé
produkce karotenoidd pozorujeme pokles zastoupeni v zavislosti na zvySujici se koncentraci.
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Obrazek ¢. 43 Grafické zndzornéni produkce lipidii V zavislosti na riuznych koncentracich
FeCl3 u kmenui Sporidiobolus salmonicolor a Sporidiobolus metaroseus
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Obrazek ¢. 45 Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na riiznych

koncentracich FeCl3 u kmenu Sporidiobolus salmonicolor a Sporidiobolus metaroseus
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5.2 Mikrorasy a sinice

V téchto experimentech byly kmeny mikrofasy a sinice Synechococcus nidulans, Coccomyxa sp.,
Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana, Chlamydomonas reinhardtii, Scenedesmus dimorphus,
Scenedesmus acutus, Desmodesmus quadricauda a Desmodesmus obliquus. Stresovymi faktory byly
ruzné zdroje a koncentrace dusiku, koncentrace fosforu a koncentrace chloridu Zelezitého. Pti kultivaci
mikrofas na riznych zdrojich a koncentracich dusiku byly rovnéz aplikovany cykly svétla a tmy. Doba
trvani téchto experimentl se pohybovala v rozmezi od 10 do 40 dni.

5.2.1 Kultivace v zavislosti na zdroji a koncentraci dusiku

Pro tento experiment byly jako zdroj dusiku pouzity dusi¢nan sodny a mo€ovina. Koncentrace dusiku
¢inila 60, 80, 100 a 150 % ptivodniho BBM média.

5.2.1.1 Kmen Synechococcus nidulans

Co se produkce biomasy tyce, nelze v obrazku ¢. pozorovat jasny trend. V piipadé mocoviny jsou
hodnoty biomasy pro vSechny koncentrace srovnatelné. Pfi pohledu na dusi¢nan vidime klesajici
biomasu se zvySujici se koncentraci dusi¢nanu, pro 150 % koncentraci vSak vidime razantni nartst
biomasy. Také procentualni zastoupeni lipidi je pii této koncentraci znatelné vysSi v porovnani
s ostatnimi vzorky, které se pohybuji kolem stejné hodnoty. Dale slozeni mastnych kyselin lipidického
podilu je u vSech vzorkd obdobné s mirnou pfevahou SFA mastnych kyselin nad MUFA. V piipade
150 % koncentrace NaNOs nejvétsi ¢ast tvoii MUFA mastné kyseliny.

U vzorkil kultivovanych na mocoving pozorujeme ndrtst produkce karotenoidii se zvysujici se
koncentraci. Tento nartst je patrny pro v§echny zastoupené karotenoidy s vyjimkou chlorofylu A, ktery
ma u vzorku o koncentraci 80 % téméf nulovou hodnotu. Produkce chlorofylu B byla ve vSech vzorcich
velice nizka. Podobné¢ jako v pfipadé biomasy, pozorujeme nejvyssi zastoupeni karotenoidt (6,67 mg/g)
u vzorku kultivovaného na 150 % NaNOsa.
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Obrazek ¢. 46 Grafické znazornéni produkce lipidii v zavislosti na rizném zdroji a rizné

koncentraci dusiku u kmene Synechococcus nidulans
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Obrdazek ¢. 48 Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na rizném
zdroji a riizné koncentraci dusiku u kmene Synechococcus nidulans
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Obrazek ¢. 49 Grafické znazorneni zavislosti absorbance (680) nm na riizném zdroji a rizné

koncentraci dusiku u kmene Synechococcus nidulans

5.2.1.2 Kmen Chlorella vulgaris

V tomto experimentu doslo ke kontaminaci vzorku kultivovaném na 100 % NaNOs, jejimz
nasledkem doslo k tthynu kultury. V pfipadé kmene C. vulgaris vidime rozdil v nardstu biomasy
v zavislosti na pouZzitém zdroji dusiku. P¥i pouziti dusi¢nanu sodného doslo k poklesu produkce biomasy
se zvysujici se koncentraci, pro mocovinu plati opacny trend. Podobn¢ i akumulace biomasy podléha
stejnému trendu jako biomasa, s vyjimkou 60 % koncentrace NaNO 3 i mocoviny. Ve srovnani
s ptedchozim piipadem tvoii profil mastnych kyselin i PUFA mastné kyseliny, které tvoii nadpolovi¢ni
vét§inu. Pomérové zastoupeni mastnych kyselin ve v§ech vzorcich je vzajemné podobné.

Pokud se zaméfime na karotenoidy, pozorujeme v ptipadé mocoviny pokles jejich zastoupeni pfi
zvySujici se koncentraci. Vzorky kultivované na dusi¢nanu sodném nevykazuji zadnou piimou zavislost
anejvyssi zastoupeni (8,03 mg/g) pozorujeme u vzorku s koncentraci 150 % NaNOs. Vzorek kultivovan
na mocoviné o koncentraci 60 % dosahuje nejvyssi produkce chlorofylu A. Ve vSech piipadech je

pomérové zastoupeni karotenoidii srovnatelné.
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Obrdzek ¢. 50 Grafické znazorneni produkce lipidit v zavislosti na rizném zdroji a ruzné

koncentraci dusiku u kmene Chlorella vulgaris
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Obrdazek ¢. 52 Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na rizném

zdroji a riizné koncentraci dustku u kmene Chlorella vulgaris
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Obrazek ¢. 53 Grafické znazorneni zavislosti absorbance (680) nm na riizném zdroji a rizné
koncentraci dusiku u kmene Chlorella vulgaris

5.2.1.3 Kmen Chlorella sorokiniana

V experimentu pro kmen C. sorokiniana doSlo b&hem kultivace ke kontaminaci vzorku
kultivovaném na 150% NaNOs a tento vzorek byl v pribéhu experimentu znovu zaokovan. Pt pohledu
na obrazky nelze pozorovat vyrazny nartst ¢i pokles nardistu biomasy v zavislosti na koncentraci ¢i
pouzitém zdroji dusiku. Pfi zvySujici se koncentraci NaNOs mlzeme na obrazku €. vidét pokles
akumulace lipidi. Mocovina jako zdroj dusiku vykazovala zvyseny podil lipidické slozky s vyjimkou
60% koncentrace. V piipad¢ vzorka 100 a 150% NaNOsz a 60% mocoviny mlizeme pozorovat snizenou
produkci lipidil ve srovnani s ostatnimi vzorky.

U vzorkt kultivovanych na NaNOs pozorujeme zvySeni produkce karotenoidi v zavislosti na
rostouci koncentraci, nejvyssi hodnoty (8,76 mg/g) tak dosahoval vzorek kultivovan na 150% NaNO:s.
Pomérové zastoupeni metabolitii bylo na tomto zdroji dusiku pro vSechny vzorky shodné. Vzorky
kultivované na mocCovin¢ naopak vykazuji pokles produkce s vyjimkou 60% koncentrace a celkove
dosahuji nizsich hodnot. Nejvyssi akumulace karotenoidd byla tedy na 80% koncentraci. Ackoliv na
této koncentraci zaznamenavame také nejvyssi zastoupeni chlorofylu A, chlorofyl B dosahoval nejvyssi
produkce na vzorku s 60% koncentraci.
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Obrdazek ¢. 54 Grafické znazorneni produkce lipidit v zavislosti na riuzném zdroji a rizné

koncentraci dustku u kmene Chlorella sorokiniana
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Obrazek ¢. 55 Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
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Obrazek ¢. 56 Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na riizném

zdroji a ruzné koncentraci dusiku u kmene Chlorella sorokiniana
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Obrazek ¢. 57 Grafické znazorneni zavislosti absorbance (680) nm na riizném zdroji a rizné

koncentraci dusiku u kmene Chlorella sorokiniana

5.2.1.4 Kmen Coccomyxa sp.

V experimentu pro kmen Coccomyxa sp. Doslo ke kontaminaci vzorku s 60 % koncentraci NaNOs
a doslo k umrti kultury. Z hlediska biomasy nelze u NaNO3 pozorovat zménu v produkci v zavislosti na
koncentraci. U vzorkl kultivovanych na mo¢ovin€ mizeme pozorovat vyssi nardst pii koncentraci 80
a 150 %. Také akumulace lipidi je v téchto koncentracich vyssi. U vzorki kultivovanych na NaNOs Ize
pozorovat trend rostouciho zastoupeni lipidické slozky biomasy se zvysujici se koncentraci dusiku.
Pokud se zamétime na profil mastnych kyselin, Nejvétsi zastoupeni maji PUFA mastné kyseliny
a nejmensi podil tvoii PUFA.

Celkove vyssi akumulace lipidi u tohoto kmene dochazelo na NaNOs, nejvyssi zastoupeni vSak
pozorujeme u vzorku s 60 % mocoviny. V tomto vzorku v porovnani s ostatnimi ov§em doslo k téméf
nulové produkei luteinu. V rdmeci karotenoidii pozorujeme vyssi produkci na NaNOz médiu a nejvyssi
narust (5,64 mg/g) mél vzorek o koncentraci 100 %. U vzorki kultivovanych na mo¢oviné pozorujeme
nejvyssi nardst pro vzorek o 60% koncentraci, ma vSak niz$i produkci chlorofylu A. V ostatnich

ptipadech je pomérové zastoupeni metaboliti obdobné.
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Obrdzek ¢. 58 Grafické zndzornéni produkce lipidi v zavislosti na rizném zdroji a riizné

koncentraci dusiku u kmene Coccomyxa sp.
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koncentraci dusiku u kmene Coccomyxa sp.

5.2.2 Kultivace v zavislosti na koncentraci fosforu

Pro tyto experimenty byly zvoleny koncentrace 75, 100 a 150 % pivodni koncentrace fosforu v BBM
médiu. Pro kmeny Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana a Chlamydomonas reinhardtii trval
experiment po dobu 10 dni, v pfipadé ostatnich kmenti byla zvolena delsi doba trvani experimentu
40 dni. U dlouhodobych kultivaci byly také délany postupné odbéry pro sledovani nartistu biomasy
a karotenoidl. Prvni odbér byl proveden po 36 a druhy po 38 dnech.

5.2.2.1 Kmeny Chlorella vulgaris, Chlrella sorokiniana a Chlamydomonas reinhardtii

Produkce biomasy na ruznych koncentracich fosforu v piipadu téchto kment nevykazuje zadnou
vyraznou zmeénu produkce, biomasa na vyssich koncentracich vSak dosahuje nizs$ich nartstt. Co se
produkce lipida ty¢e, mizeme u kazdého kmene pozorovat jinou zavislost. U kmene C. vulgaris
pozorujeme rostouci zastoupeni v zévislosti na zvysujici se koncentraci fosforu. U vSech vzorkli maji
nejvetsi zastoupeni PUFA mastné kyseliny pouze v pfipadé 150 % koncentrace fosforu maji vSechny
druhy mastnych kyselin ptiblizné stejné zastoupeni. Pfesné opacny trend miZzeme pozorovat u kmene
C. sorokiniana. Také zastoupeni mastnych kyselin je zde srovnateln&jsi pouze pro 75 % koncentraci
pozorujeme zvysenou produkci MUFA. V piipadé kmene C. reinhardtii dosahuji vyssi koncentrace
lipidi vzorky kultivované na 75 a 150 % fosforu. Pomér mastnych kyselin je pro vSechny vzorky
obdobny.

S vyjimkou kmene C. vulgaris, kde mél nejvétsi zastoupeni karotenoidt vzorek kultivovan na 100 %
fosforu, pozorujeme pokles produkce se zvySujici se koncentraci fosforu. Pokud porovname produkci
karotenoidd u kmenti Chlorella, vidime, ze kmen C. sorokiniana dosahuje primérmné vyssi akumulace.
Ackoliv tento kmen dosahuje v porovnani nejnizsiho nartistu biomasy, zastoupeni chlorofylu A je vSak
nejvyssi. Pomérové zastoupeni metabolitti je v ramci kmentd obdobné. Nejvyss§i zstoupeni (9,62 mg/g)
pozorujeme u kmene C. reinhardtii na 75% koncentraci fosforu.
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fosforu u kmenit Chlorella vulgaris, Chlrella sorokiniana a Chlamydomonas reinhardtii
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Obrazek ¢. 64 Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na riiznych
koncentracich fosforu u kmenit Chlorella vulgaris, Chlrella sorokiniana a Chlamydomonas
reinhardtii
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5.2.2.2 Kmen Scenedesmus acutus

V piipadé dlouhodobého experimentu u kmene S. acutus miizeme pozorovat pouze mirny nartst
biomasy se zvySujici se koncentraci fosforu. V ptipadé druhého odbéru koncentrace 100 % doslo ke
Spatnému zpracovani vzorku, na dalSi jiz vSak nezbyla biomasa. ZvySena produkce lipidi byla
zaznamenana na 75 a 150 % koncentraci. Profil mastnych kyselin se dale u vSech vzork shoduje
a vétSinu tvoii PUFA mastné kyseliny. Pfi pohledu na produkeci karotenoidl, pozorujeme pro
koncentraci fosforu 75 % snizenou produkci s postupujicim casem kultivace. Pro ostatni koncentrace
vSak pozorujeme narast. Pfi pohledu na finalni odbéry, pozorujme nejvyssi zastoupeni (4,90 mg/g)

karotenoida ve vzorku se 150 % koncentraci fosforu
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Obrazek ¢. 65 Grafické znazorneni produkce lipidit v zavislosti na riizné koncentraci fosforu

u kmene Scenedesmus acutus

100%
80%

60%

40%

20%

0%

sMso/“? SP&O“"/“? SP\,SO"/"?
HSFA mMUFA mPUFA
Obrazek ¢. 66 Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
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Obrazek ¢. 67 Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitl v zavislosti na rtizné

koncentraci fosforu u kmene Scenedesmus acutus

5.2.2.3 Kmen Scenedesmus dimrphus

V experimentu pro kmen S. dimorphus neméla koncentrace fosforu zadny vliv na narist biomasy.
Zastoupeni lipidl bylo nejvyssi pro koncentraci 150 %. Koncentrace fosforu pii kultivaci vsak neméla
vliv na zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku. V piipad¢ 2. odbéru o koncentraci 100 % doslo k chybné
ptipraveé vzorku, biomasa vSak uz byla spotfebovéna cela.

Pti pohledu na celkové karotenoidy zaznamenavame u koncentraci 75 a 100 % mirny pokles
Vv zavislosti na dob¢ kultivace, u finalniho odbéru 150 % koncentrace fosforu vsak pozorujeme vyrazny
pokles akumulace v porovnani s pfedchozimi dvéma odbéry. Znaény pokles produkce koenzymu Q také
nastal u vzorku s koncentraci 75 %, naopak doslo k naristu produkce chlorofylu A. Celkové nejvyssi
zastoupeni karotenoidt pozorujeme u vzorku se 150 % koncentraci. Ve finalnich odbérech mél nejvétsi
zastoupeni (2,37 mg/g) vzorek na koncentraci 75 %.
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u kmene Scenedesmus dimrphus
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Obrdzek ¢. 69 Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
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Obrdazek ¢. 70 Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitii v zavislosti na riizné

koncentraci fosforu u kmene Scenedesmus dimrphus

5.2.2.4 Kmen Desmodesmus quadricauda

Na rozdil od pfedchoziho ptipadu byl u kmene D. quadricauda zaznamenan trend snizené produkce
biomasy se zvySujici se koncentraci fosforu. Podil lipidické slozky nevykazoval jasnou zavislost,
nejnizsi hodnoty v§ak nabyval u vzorku pti 150 % koncentraci fosforu. Podobné¢ jako u ostatnich kmenii
bylo procentuélni zastoupeni mastnych kyselin u vSech vzorki obdobné s nejvétsim podilem PUFA
mastnych kyselin.

Produkce celkovych karotenoidid byla v piipadé tohoto kmene u vSech koncentraci s postupujicim
casem odlisnd. U findlniho vzorku o koncentraci 100 % doslo k chybnému zhotoveni vzorku pro
analyzu, biomasa vSak byla spotfebovana pii pfedchozich analyzach. U 75 % koncentrace dochazelo
k nartstu akumulace, u 100 % koncentrace produkce karotenoidi s ¢asem naopak prudce klesla.
V druhém odbéru také pozorujeme vyrazny pokles akumulace celkovych chlorofyli v porovnani
s prvnim. U 150 % koncentrace zastoupeni karotenoidl nejprve stouplo a pak kleslo, ve finalnim vzorku

vvvvvv

Ve finalnich odbérech mél nejvyssi zastoupeni (4,15 mg/g) vzorek na 75% koncentraci.
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Obrazek ¢. 71 Grafické znazorneni produkce lipidu v zavislosti na riizné koncentraci fosforu
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Obrazek ¢. 73 Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitli v zavislosti na rizné
koncentraci fosforu u kmene Desmodesmus quadricauda
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5.2.2.5 Kmen Desmodesmus obliquus

Ve srovnani s kmenem D. quadricauda nedoslo v tomto pfipadé k ubytku nartstu biomasy se
akumulace lipidt. U vSech vzorkt lze pozorovat stejny profil zastoupeni mastnych kyselin s nejvétsim
zastoupenim PUFA mastnych kyselin.

S vyjimkou vzorku o koncentraci 75 % fosforu, pozorujeme u finalnich odbérti nejnizsi zastoupeni
karotenoidi ze vsech odbéra. V ptipadé 150 % koncentrace také pozorujeme téméf nulovou koncentraci
chlorofylu A, a vyrazny pokles zastoupeni chlorofylu B. Celkové nejniz§i produkci karotenoida
pozorujeme u vzorku se 100 % koncentraci fosforu. Ve vSech vzorcich také pozorujeme nizsi zastoupeni
B-karotenu ve findlnim vzorku nez ve vzorku z 1. odbéru. Z poslednich odbéri dosahl nejvyssiho
zastoupeni karotenoidii (6,45 mg/g) vzorek na koncentraci 75 % fosforu.
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5.2.2.6 Kmen Coccomyxa sp.

4

U kmene Coccomyxa sp. Byla nejniz$i biomasa zaznamenana u vzorku se 100 % koncentraci fosforu.
Obdobn¢ také procentualni zastoupeni lipidd bylo u tohoto vzorku nejnizsi. V porovnani s piedchozimi
dlouhodobymi experimenty mély nejmensi procentualni zastoupeni lipidi MUFA mastné kyseliny,
celkovy profil byl v§ak u vSech piipadu stejny.

S vyjimkou finalniho odbéru u vzorku se 75 % koncentraci fosforu l1ze pozorovat nartst akumulace
karotenoidt s postupujicim ¢asem. U 75 % koncentrace vSak pozorujeme celkové jejich nejvyssi
koncentraci. Pokud se zamétime na finadlni odbéry, lze zaznamenat nartist produkce celkovych
karotenoidd se zvySujici se koncentraci, tedy nejvyssi zastoupeni (6,72 mg/g) pozorujeme u vzorku
0 150% koncentraci. Pomérové zastoupeni karotenoidi je v ramci kment srovnatelné.
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u kmene Coccomyxa sp.
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5.2.3 Kultivace v pritomnosti chloridu Zelezitého

Experimenty s koncentracemi FeCls jako stresovym faktorem mély trvani 14 dni. K jeho pfidavku
doslo po prvnim tydnu kultivace a po dvou dnech po pridani (celkové 9. den) byl proveden odbér pro
sledovani nartistu biomasy a karotenoida.

5.2.3.1 Kmeny Chlorella vulgaris a Chlorella sorokiniana

Na obrazku ¢. lze pozorovat nartst biomasy se zvySujici se koncentraci FeCls pro oba kmeny.
V piipadé kmenu C. vulgaris doslo ke klesajici produkci lipidického podilu biomasy. Celkové
zastoupeni karotenoidi v pribéhu ¢asu kleslo u vzorku s 0,1 a 1 mmol/l koncentraci FeCls. Nejvyssi
akumulaci karotenoidi ve finalnich odbérech (9,79 mg/g) obsahoval vzorek s 0,5 mmol/l koncentraci.
V tomto vzorku pozorujeme nejvyssi zastoupeni také jednotlivych metabolitd.

Ve srovnani kmen C. sorokiniana méla produkce lipida nelinearni klesajici charakter. Procentualni
zastoupeni mastnych kyselin je pro oba kmeny srovnatelny. Vyjimku tvoii pouze vzorek kmene
C. vulgaris kultivovany pfti koncentraci 1 mmol/l FeCls, kde doslo k vétsi produkci SFA a MUFA
mastnych kyselin.
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Pro tento kmen mutizeme pozorovat pokles produkce karotenoidd s postupujicim ¢asem. Nejvyssi
produkce u finalnich odbéra (4,12 mg/g) dosahuje vzorek o koncentraci 0,5 mmol/l FeCls. Tam také
pozorujeme nejvetsi akumulaci chlorofylu B. K nejvétsi akumulaci chlorofylu A vsak u finalnich odbéra

doslo u vzorku 0,1 mmol/l. Ve srovnani s kmenem C. vulgaris pozorujeme nizsi produkci celkovych
karotenoidd.
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5.2.3.2 Kmeny Scenedesmus acutus a Scenedesmus dimorphus

Nejvetsi nartist biomasy u kmene S acutus pozorujeme u vzorku kultivovaném pii koncentraci
0,5 mmol/l. Pro procentualni zastoupeni lipidii v tomto piipadé plati trend snizeni jejich produkce se
zvysujici se koncentraci FeCls. Celkové karotenoidy u finalnich odbéri mély nejvyssi koncentraci
(6,55 mg/g) ve vzorku s 0,1 mmol/l, pro vyssi koncentrace jejich zastoupeni klesalo a nejnizsi bylo
uvzorku o 0,5mmol/l koncentraci FeCls. Nejniz§i produkci chlorofylu B vSak pozorujeme
u koncentrace 1 mmol/I.

Kmen S. dimorphus vykazuje narust biomasy na vyssich koncentracich FeCls, mnozstvi lipida vSak
naopak klesa. Jako v predchozi ptipad€ je procentualni zastoupeni mastnych kyselin u vSech vzorkt
obdobné s nejveétsim podilem PUFA mastnych kyselin. V tomto pfipadé pozorujeme nardst produkce
karotenoidii v zavislosti na Case. Vyjimku tvofi vzorek s koncentraci 0,1 mmol/l, kde mlzeme pfi
prvnim odbéru pozorovat celkoveé nejvyssi narlst, ve finalnim odbéru vsak jejich zastoupeni znac¢né
kleslo. Nejvyssi akumulace ve finalnich odbérech (3,96 mg/g) dosahoval vzorek o koncentraci
1 mmol/l. Produkce celkovych karotenoidi také stoupala s vy$$imi koncentracemi. V porovnani
s kmenem S. acutus pozorujeme snizenou produkci karotenoidld, znaény pokles méla produkce

chlorofylt a B-karotenu.
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5.2.3.3 Kmeny Desmodesmus quadricauda a Desmodesmus obliquus

U kmene D. quadricauda vidime narist biomasy se zvySujici se koncentraci FeCls, z pohledu
zastoupeni lipid v8ak pozorujeme opacny trend. V experimentu pro kmen D. obliquus doslo k vyssi
produkci biomasy pii koncentraci 0,5 mmol/l FeCls, podil lipidi ma podobné jako u kmene
D. quadricauda klesajici charakter. Profil mastnych kyselin je u obou kment shodny, kmen D obliquus
ma vsak vétsi zastoupeni MUFA mastnych kyselin.

Pro oba kmeny ma produkce karotenoidti v zavislosti na ¢ase bud’ klesajici, ¢i stoupajici charakter.
P#i pohledu na finalni odbéry pozorujeme u kmene D. quadricauda nejvyssi koncentraci (4,62 mg/g) ve
vzorku o koncentraci 0,1 mmol/l. V porovnani jsou vSak produkované celkové karotenoidy u vSech
koncentraci srovnatelné. Se zvySujici se koncentraci je patrny ubytek zastoupeni chlorofylu A a B.
U vzorku 1 mmol/l také pozorujeme zvySenou produkci astaxantinu. U kmene D. obliquus maximalni
hodnoty (4,93 mg/g) nabyva vzorek s koncentraci 0,5 mmol/l FeCls. Ackoliv zastoupeni karotenoidd
u vzorku 0,1 mmol/l neni nejnizsi, lze pozorovat téméf nulovou produkci chlorofyli. Ve srovnani
s kmenem D. quadricaudea ma tento kmen celkové nizs$i produkei celkovych karotenoidd.
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5.2.3.4 Kmeny Coccomyxa sp. A Chlamydomonas reinhardtii

V ptipadé obou téchto kmenti doslo k naristu biomasy se zvysujici se koncentraci FeCls, naopak
doslo k poklesu produkce lipidické slozky. Podobné i podilové zastoupeni mastnych kyselin je pro oba
kmeny podobné, u kmene Coccomyxa sp. pozorujeme produkci MUFA mstnych kyselin pouze pro
koncentraci 0,1 mmol/l FeCls.

Jako v ptedchozim piipadé u obou kment celkové zastoupeni karotenoidd v ¢ase u vSech vzorku
klesa ¢i stoupa bez zavislosti na koncentraci FeCls. U kmene Coccomyxa sp. U finalnich odbéri
pozorujeme pokles produkce karotenoidl se zvysujici se koncentraci. Nejvyssi zastoupeni karotenoidt
ve finalnich odbérech (15,12 mg/g) tedy nalezneme u vzorku 0,1 mmol/l, kde také muzeme pozorovat
vyssi produkei astaxantinu. U vzorku 0,5 mmol/l také pozorujeme pomérove nizsi produkei chlorofyli
nez u ostatnich vzorkd. Kmen C. reinhardtii produkoval nejvice karotenoidt (9,13 mg/g) pii koncentraci
0,5 mmol/l FeCls. Pomérové vSak pozorujeme snizenou produkci chlorofyli. V porovnani s kmenem

A4

Coccomyxa sp. také zaznamenavame niz$i celkovou produkci karotenoidi.
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u kmenii Coccomyxa sp. A Chlamydomonas reinhardtii
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo studium produkcnich vlastnosti vybranych mikroorganismi ve stresovych
podminkach. Sledovanymi kmeny kvasinek byly Rhodotorula kratochvilovae, Rhodotorula
mucilaginosa (24) a Rhodotorula mucilaginosa (28), Rhodosporidium toruloides, Cystofilobasidium
macerans, Cystofilobasidium infirmominiatum, Sporidiobolus salmonicolor a Sporidiobolus
metaroseus. Byla sledovana produkce metaboliti, jako jsou lipidy, karotenoidy, ergosterol a koenzym
Q. Zvolenymi stresovymi faktory byly rtzné zdroje uhliku z odpadnich produktii, vliv salinity
v kombinaci s osvétlenim ¢i jeho absenci, a pfitomnost ruznych koncentraci FeCls. Pouzité fasové
kmeny byly Synechococcus nidulans, Coccomyxa sp., Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana,
Chlamydomonas reinhardtii, Scenedesmus dimorphus, Scenedesmus acutus, Desmodesmus
quadricauda a Desmodesmus obliquus. Pro jejich kultivaci byly zvolenymi stresovymi faktory rtizné
zdroje a koncentrace dusiku, rizné koncentrace fosforu a pfitomnost koncentrace FeCls.

V experimentech na rtiznych zdrojich uhliku byly jednotlivé kmeny kultivovany paralelné na
6 zdrojich uhliku. Jako zdroje byly zvoleny primyslové odpady, jako je naptiklad syrovatka. Zkoumana
byla moznost valorizace téchto odpadnich produktl, které by mohly byt vyuzivany pro levnéjsi
kultivace a zvysenou produkci metabolitii. Bez ohledu na kmen byly celkové vytézky biomasy vyssi na
médiich obsahujicich syrovatku. U kmene Rhodotorula kratochvilovae je zaznamenana nejvyssi
produkce karotenoidd (3,01 mg/g) na syrovatce v kombinaci s glycerolem, z pohledu lipidu je jejich
zastoupeni nejvyssi (12,15 %) na syrovatkovém médiu. Kmene Cystofilobasidium infirominiatum
pozorujeme zvySenou produkci karotenoidi na médiu s glukodzou a syrovatkou v kombinaci s melasou,
na glukoze také doslo k nejvétsi akumulaci lipidd. V porovnani kmen Cystofilobasidium macerans
projevuje zvysenou produkei karotenoidl na glycerolu melase v kombinaci se syrovatkou. Na melase
a glukoze také byla také zaznamenana zvySena akumulace lipidickych latek. U kmene Rhodotorula
mucilaginosa (24) doslo ke snizené produkci karotenoidi stejné tak jako lipidi na syrovatkovych
médiich. Nejvétsi zastoupeni karotenoidt (1,73 mg/g) pozorujeme na médiu z melasy, kde pozorujeme
vyssi produkci také lipida. Jejich nejvetsi akumulace vSak byla na glukédze. V porovnani s kmenem (24)
pozorujeme vyrazné vys§i produkci biomasy a metabolitt. Na glycerolovém médiu byla produkce
karotenoidi (5,02 mg/g) vice neZ dvojnasobna v porovnani s glukézou a melasou, na syrovatkovych
médiich byla produkce inhibovana. Nejvétsi procentudlni zastoupeni lipidi lze zaznamenat na
glukézovém médiu.

Dal$imi pouzitymi stresy byla pfitomnost NaCl a svételného zateni ¢i jeho absence. Jiz na prvni
pohled Ze osvétleni ¢i jeho absence neméla na produkei biomasy a metaboliti znatelny vliv. U kmene
Rhodosporidium toruloides pozorujeme nejvyssi produkei karotenoida (5,86 mg/g) u 0,5 mol/l NaCl
pro osvétlené vzorky a u kontrolniho vzorku pro neosvétlenou sadu. Kmen Cystofilobasidium
infirmominiatum vykazuje nejvyssi produkci karotenoidu (2,26 mg/g) u vzorki s 0,5 mol/l NaCl
v piitomnosti osvétleni. U vysSich koncentraci také pozorujeme zvySenou produkci koenzymu Q.
V ptipadé kmene Sporidiobolus metaroseus dochazelo ke snizeni produkce karotenoidii se zvySujici se
koncentraci NaCl. Naopak kmen Rhodotorula mucilaginosa (28) vykazuje zvySenou produkei téchto
latek pii vyssich koncentracich nez 0,5 mol/l. V piipadé procentualniho zastoupeni lipida plati pro
vSechny kmeny, ze dochazi k stagnaci produkce lipidickych v zavislosti na zvySujicim se osmotickém
tlaku.
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Pti pouziti FeCls miZzeme v produkci lipidi pozorovat pokles procentualniho zastoupeni se zvySujici
se koncentraci FeCls. Vyjimku tvoifi pouze kmeny Cystofilobasifium macerans a Sporidiobolus
metaroseus, kde zastoupeni naopak roste a pii koncentraci 20 mmol/l FeCls pozorujeme vyrazny pokles
produkce lipidickych latek. Z pohledu produkce karotenoidii pozorujeme u kazdého kmenu jiny trend.
Produkce karotenoidi u kmene Rhodotorula kratochvilovae je nejvyssi (1,10 mg/g) u kontrolniho
vzorku a na koncentraci 10 mmol/l FeCls, kde pozorujeme i vyss$i produkci koenzymu Q. Kmen
Rhodotorula mucilaginosa (24) vykazuje vyrazné vyssi zastoupeni karotenoidi (3,99 mg/g) u vzorku
s koncentraci 20 mmol/l. V porovnani s kmenem (24) u kmene (28) pozorujeme pokles produkce
karotenoidd se zvySujici se koncentraci FeCls. Nejvyssi produkei karotenoidi (3,69 mg/g) u kmene
Rhodosporidium toruloides pozorujeme u kontrolniho vzorku. V ptipadé kmene Cystofilobasidium
macerans byla produkce karotenoidti u vSech vzorki srovnatelna, pouze u vzorku 5 mmol/l FeCl; byla
produkce mirné zvysena. Ve srovnani s timto kmenem byla produkce u kmene Cystofilobasidium
infirmominiatum nizsi a neliSila se v zavislosti na koncentraci. Kmen Sporidiobolus salmonicolor mél
nejvyssi produkcei (1,59 mg/g) u vzorku 20 mmol/l. Oproti tomu kmen Sporidiobolus metaroseus
dosahoval nejvyssi produkce (3,86 mg/g) na kontrolnim vzorku.

Jako zdroje dusiku pro kultivaci mikrofas a sinic byl pouzit dusi¢nan sodny a mocovina ke kultivaci
byl vyuzit multikultivator. Pro vSechny kmeny platilo, Ze nartist biomasy byl vy$si na moc¢oving, nez na
NaNO; v piipadé¢ celkovych karotenoidi tomu bylo naopak. V piipadé kmene Synehococcus nidulans
pozorujeme nejvyssi (6,67 mg/g) akumulaci karotenoidlt a lipidi na koncentraci 150 % NaNOs
VvV porovnani s ostatnimi vzorky. Na mocoviné byla produkce karotenoidii v porovnani niz$i nez na
NaNO:s a rostla se zvysujici se koncentraci. Kmen Chlorella sorokiniana dosahoval vyssiho zastoupeni
lipidit na mocoving, celkové karotenoidy vSak maji vEtsi zastoupeni na NaNOs. U kmene Coccomyxa
sp. pozorujeme nejvyssi (7,26 %) procentualni zastoupeni lipidi u vzorku s 80 % koncentraci mocoviny.
V ptipadé karotenoidi byla produkce vyssi na NaNOs a pfi 100 % koncentraci dosahla nejvys$si hodnoty
(7,98 mg/g). Kmen Chlorella vulgaris dosahuje vyssi produkce lipidi na mocoviné a karotenoidy na
jeji 60 % koncentraci maji nejvétsi zastoupeni (8,45 mg/g).

U kratkodobych kultivaci na riznych koncentracich pozorujeme pokles produkce biomasy
a karotenoidi s naristem koncentrace fosforu. Vyjimku tvoti kmen Chlorella vulgaris, kde byla
produkce karotenoidi nejvyssi (5,44 mg/g) na 100 % koncentraci fosforu, nejvyssi zastoupeni lipida
(11,37 %) vsak bylo ve vzorku o 150 % koncentraci. Naopak u kmene Chlorella sorokinianal Ize
pozorovat nejvyssi zastoupeni lipida (8,80 %) na koncentraci 75 %. V ptipadé kmene Chlamydomonas
reinhardtii byly rozdily v produkci zanedbatelné. U dlouhodobych experimentd bylo procentudlni
zastoupeni lipidi u vSech vzorkt srovnatelné pro kazdou koncentraci, v pfipadé kmene Desmodesmu
quadricaudea byl pozorovan pokles akumulace pii koncentraci 150 % a u kmene Desmodesmus
obliquus narist pti koncentraci 75 %. Zastoupeni celkovych karotenoidl s postupujicim ¢asem pro
rizné kmeny bud’ stoupalo ¢i klesalo bez zjevné zavislosti. U kmene Scenedesmus acutus pozorujeme
nejvyssi produkci karotenoidt (4,90 mg/g) na 150 % koncentraci fosforu. Pfi srovnani kmen
Scenedesmus dimorfus dosahl nejvyssiho zastoupeni (2,37 mg/g) na koncentraci 75 %. U kmene
Coccomyxa sp. nejvyssi produkce (6,72 mg/g) dosahl vzorek pti koncentraci 150 %.

Posledni kultivace fas probihaly za pfitomnosti riznych koncentraci FeCls. Ve vétsin€ pripadt narist
biomasy se zvySujici se koncentraci rostl, zastoupeni lipidi vSak naopak klesalo. Podobné jako
u experimenti s fosforem, i zde zastoupeni karotenoidii s postupujicim ¢asem nevykazovalo jednotny
trend. U kmene Chlorella vulgaris doslo k nejvyssi produkci karotenoidi (9,79 mg/g) u vzorku
o0 koncentraci 0,5 mmol/l FeCls. Stejné na tom byl také kmen Chlorella sorokiniana. V piipadé kmene
Desmodesmus quadricauda bylo kone¢né zastoupeni karotenoidt ve vSech vzorcich srovnatelné.
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Oproti tomu u kmene Desmodesmus obliquus mtizeme zaznamenat nejvyssi zastoupeni (4,93 mg/g)
ve vzorku o koncentraci 0,5 mmol/l. Kmen Scenedesmus acutus vykazuje nejvyssi produkei karotenoidi
(6,55 mg/g) pii koncentraci 0,1 mmol/l, naopak kmen Scenedesmus dimorphus pii koncentraci
1 mmol/l. V piipadé¢ kmene Coccomyxa Sp. pozorujeme vyrazny narist karotenoidu (15,12 mg/g) ve
vzorku o koncentraci 0,1 mmol/l. U kmene Chlamydomonas reinhardtii je to pak vzorek o koncentraci
0,5 mmol/l.
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8 SEZNAM ZKRATEK

PUFA — polynenasycené mastné kyseliny

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny

SFA — nasycené mastné kyseliny

YPD - yeast extract-pepton-dextrose

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
PDA — detector diodového pole

GC- plynova chromatografie

FID — plamenové ioniza¢ni detektor
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