VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

VLIV STRESU A NUTRICNICH PODMINEK NA
METABOLISMUS KAROTENOGENNICH KVASINEK A
MIKRORAS

INFLUENCE OF STRESS AND NUTRITIONAL CONDITIONS ON CAROTENOGENIC YEAST AND
MICROALGAL METABOLISM

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Pavlina Sikorova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Martin Szotkowski
SUPERVISOR

BRNO 2020



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani bakalarské prace

Cislo prace: FCH-BAK1539/2019 Akademicky rok:  2019/20
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie
Studentka: Pavlina Sikorova

Studijni program:  Chemie a chemické technologie
Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace

Vedouci prace: Ing. Martin Szotkowski

Nazev bakalarské prace:

Vliv stresu a nutri¢nich podminek na metabolismus karotenogennich kvasinek a mikrofas

Zadani bakalarské prace:

V ramci prace budou feSeny nasledujici dil&i cile:

— Prehledna literarni reSerSe zamérena na srovnani produkénich vliastnosti mikrofas a kvasinek
— Screening moznosti ko—kultivace vybranych kmenu karotenogennich kvasinek a mikroras

— Srovnani produkce pfi klasické kultivaci a ko—kultivaci s vyuzitim exogennich stresl

— Optimalizace produkénich médii a postup( ko—kultivace

— Srovnani produkce biomasy a jeji celkové zhodnoceni

— Vyhodnoceni vysledku

Termin odevzdani bakalarské prace: 31.7.2020:
Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplar na sekretariat Ustavu. Toto
zadani je soucasti bakalarské prace.

Pavlina Sikorova Ing. Martin Szotkowski prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

V Brné dne 31.1.2020 M
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato bakalarskéd prace se zabyvala predevsim vlivem biologického stresu (kokultivaci) na
riast a metabolismus vybranych karotenogennich kvasinek a mikrofas. Metabolity téchto
mikroorganismi jsou chlorofyly a karotenoidy, coz jsou piirodni pigmenty slouzici jako
antioxidanty. Kokultivace teoreticky spoc¢iva v tom, Zze se mikroorganismy vzajemné podporuji
V ristu a v produkci metabolitii, coz by mélo za nasledek zvySenou produkci jiz zminénych
chlorofylii a karotenoidti. Teoreticka Cast prace je zamétena na popis vybranych druht kvasinek
a mikrofas a dale podrobnéji rozebira témata stresovych faktorti v zavislosti na rlstu a
metbolismu mikroorganismi. Experimentalni ¢ast se poté zabyva riznymi druhy kultivaci a
kokultivaci a snazi se optimalizovat produk¢éni média a najit nejlepsi symbiotické kvasinky a
mikrotasy. Také se zde fesi otdzka riznych pomérii mikroorganimsu v kokultivacich. Pouzité
kvasinky byly Rhodotorula kratochvilovae, Rhodosporidium toruloides a Phaffia rhodozyma.
Kultivovanymi mikrofasami byly Desmodesmus acutus, Desmodesmus quadricauda,
Coccomyxa sp., Chlorella sorokiniana, Chlamydomonas reinhardtii a Scenedesmus obliquus.
Kultivovanou sinici byl Synechoccocus nidulans. Nejuspésnéjsim kokultiva¢nim experimentem
ve vSech smérech se ukazala byt kokultivace R. kratochvilovae s fasou Desm. quadricauda.
Tento experiment byl velmi uspéSny ve vSech ohledech.

ABSTRACT

This bachelor thesis describes the infuence of biological stress (co-cultivations) on the
growth and metabolism of selected carotenogenic yeasts and microalgae. The metabolites of
these microorganisms are chlorophyll and carotenoids, which are natural pigments and
antioxidants. In theory, co-cultivation is a cultivation where microorganisms mutually support
each other in the growth and production of metabolites. This would cause the increased
production of previously mentioned chlorophyll and carotenoids. The theoretical part of the
work is focused on the description of selected species of yeasts and microalgae and further
discusses in more detail, the topics of stress factors depending on the growth and metabolism of
microorganisms. The experimental part then deals with different types of cultivation and co-
cultivation and tries to optimize the production media and find the best symbiotic yeasts and
microalgae. Furthemore the issue of different ratios of microorganisms in co-cultivations is also
addressed here. The cultivated yeasts strains were Rhodotorula kratochvilovae,
Rhodosporidium toruloides and Phaffia rhodozyma. And microalgae strains were
Desmodesmus acutus, Desmodesmus quadricauda, Coccomyxa sp., Chlorella sorokiniana,
Chlamydomonas reinhardtii and Scenedesmus obliquus. Cultivated cyanobacterium was
Synechoccocus nidulans. The most successful co-cultivation experiment was the one with R.
kratochvilovae and yeast Desm. quadricauda. This experiment was very succesful in all
aspects.

KLICOVA SLOVA

Karotenogenni kvasinky, mikrofasy, stresové faktory, kokultivace, karotenoidy, chlorofyly,
lipidy

KEYWORDS
Carotenogenic yeasts, microalgae, stress factors, co-cultivation, carotenoids, chlorophylls,
lipids
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1 UVOD

Disledkem vycerpavajicich se zasob nerostnych surovin, zhorSenému Zivotnimu prostiedi
v disledku primyslové a technologické expanze stale vice vzristda zijem o vyuziti
mikrobidlni biomasy jako obnovitelného zdroje energie, ale také jako mozné producenty
potiebnych chemickych latek pro ¢lovéka. Moznost vyuzit mikrobialni biomasu K riznym
ucelim umoznil obrovsky rozmach a rozvoj genovych technik a biotechnologii.
Biotechnologicky priamysl vyuziva biologické pochody z mnoha odvétvi, jako potravinaistvi,
medicina, farmacie, odpadové a zeméd¢€lské hospodarstvi a jiné. Kvasinky jsou velmi
uzitené vtom sméru, ze jsou schopny vyuzivat odpadni substraty, a to z mnoha
prumyslovych odvétvi napf. potravinaifského pramyslu. Karotenogenni kvasinky se fadi
ptevazné do odde¢leni Basidiomycota. Jsou charakteristické jejich schopnosti akumulovat v
povrchovych strukturach bun€k karotenoidni pigmenty jako je P-karoten, vy-karoten,
astaxanthin, torulen a torularhodin. Dal$i vyznamnou vlastnosti ¢ervenych kvasinek je jejich
schopnost akumulovat lipidy, které by bylo mozné vyuzit jako potencialni zdroj pro produkci
biopaliv. Dalsi dilezitou latkou, kterou jsou kvasinky schopny produkovat je koenzym Q,
ktery slouzi k tvorb¢ energie a jako antioxidant.

Mikrofasy a sinice jsou mikroskopické organismy schopné fotosyntézy. Vykazuji se
relativné nizkymi néklady na kultivaci a maji velmi zajimavé slozeni. Jejich hlavni slozkou
jsou Cervena barviva karotenoidy, zelené barvivo chlorofyl a hlavné jsou schopny produkce
vzacnych polynenasycenych mastnych kyselin.

V dnes$ni dob¢ se stale vice lidi zaobird myslenkou kokultivace téchto mikroorganisma. Je
to z toho divodu, Ze by se vzajemné mohly podporovat v ristu. Kvasinky spottebovavaji
kyslik a produkuji oxid uhlicity, kdezto fasy potfebuji oxid uhli¢ity a produkuji kyslik.
Produkty svych metabolismi by podporovaly mikroorganismy navzdjem. Déle by vysledna
biomasa byla obohacena jak o vyznamné latky kvasinek, tak 1 mikrofas.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kvasinky

Kvasinky patii mezi eukaryotni chemoheterotrofni organismy. Jsou to jednobunécné nizsi
houby (Fungi), nejsou schopny fotosyntézy. V piirodé jsou velmi rozsifeny, je znamo vice
nez 1500 druht (ptedpoklada se, ze tvoii asi 1% celé populace kvasinek na planeté) délicich
se piiblizn¢ do 37 roda. Velikost kvasinek zavisi na druhu, Zivotnim prostiedi a také
nutri¢nich podminkach daného prostiedi, ve kterém kvasinky ziji. Ve skute¢nosti je praimérna
velikost kvasinek v rozmezi 3 - 4 um, jsou vSak znadmy i kvasinky o velikosti 40 um.
Kvasinky mohou mit mnoho rozli¢nych tvard. Svou roli v tom hraje stadium vyvoje a druh
zivného média a jeji funkce. Kvasinky jsou schopny ménit sviij tvar dokonce i po dobu svého
vyvoje. Jako nejCastéjsi tvar buiiky je povazovan tvar rotacniho elipsoidu, ale vyskytuji se
také kulaté, ovalné, citronovité nebo lahvovité kvasinky. Kvasinky mohou Zzit samostatné
nebo spojené v koloniich, zde tvofi tzv. pseudomycelia nebo také faleSnd mycelia. Kvasinky
se rozmnozuji prevazné nepohlavné a to bud’ pomoci mitosy nebo asymetrickym délenim —
pucenim. RozliSuji se dvé hlavni tfidy kvasinek a kvasinkovitych organismii: Ascomycetes a
Basidiomycetes [1][2][3]

2.1.1 Cytologie kvasinek

Bunka kvasinek se skldda z nékolika zakladnich ¢asti — bunécéné stény, cytoplazmatické
membrany, cytoplazmy, organel a jadra. Buné¢na sténa kvasinek udrzuje a urcuje tvar buiky
a zaroven chrani bunku pfed mechanickymi nebo chemickymi okolnimi vlivy, pted
pusobenim osmotického tlaku vnéjSiho prostiedi. Hlavni sloZkou bunééné stény jsou glukany
(slozeny z polysacharidi), dale u nékterych druht jsou pfitomny také mannany, glukosamin
nebo chitin. Polysacharidy utvaii 80% bunécné stény jako souvislou splet’ vldken, kterd je
vyplnéna bilkovinou. Vnitini a stfedni vrstvu bun&cné stény vypliuji polymery glukozy —
fibrilarni -1,3- glukan a amorfni 1,6-glukan, které zodpovidaji za udrzovani tvaru. Antigenni
vlastnosti kvasinek zptsobuji glykosylované proteiny — mannanproteiny, které se primarné
nachdzi ve vnéjsi vrstvé bunécné stény, ale zasahuji i do stfedni vrstvy, kde se spojuji s
glukany.

Pod bunécnou sténou se nachdzi cytoplazmatickd membrana, nékdy také nazyvana jako
plazmalema. Jeji tloustka je asi 7,5 aZz 8 nm. Sklada se prevazné z fosfolipidli, proteinil a
dalsich molekul. Cytoplazmatickd membrana obsahuje malé pory. Jeji nejvyznamnéjsi
vlastnosti je selektivni propustnost. Mohou ji volné prochazet nizkomolekularni a elektricky
neutralni latky. Lipidové sloZka membrany umoziuje transport latek, které jsou rozpustné v
tucich. Ostatni latky se transportuji do bunky slozitéji, pomoci proteinovych pienaseci
specidlnimi transportnimi mechanismy.

Uvnitt bunky se nachazi cytoplazma, u mladych bunék prithlednd homogenni hmota u
starSich bunék se objevuji mala zrnicka. Cytoplazma obsahuje vodny roztok enzymi,
rezervnich latek, vedlejsi produkty metabolismtl, endoplasmatické retikulum s ribozomy,
které slouzi k syntéze bilkovin. Vodné prostiedi buiky je esencialni pro pribéh mnoha
chemickych reakci. DalSimi organelami pfitomnymi v cytoplazmé kvasinek jsou
mitochondrie, které umoznuji dychédni buiiky. Jsou tvofeny proteiny, lipidy, fosfolipidy, RNA
a DNA. Nachazeji se zde napt. enzymy dychaciho fetézce a oxidativni fosforylace. Vakuola
kvasinek je vétsinou kulovitého membranovitého tvaru. Mladé nebo pucici bunky maji vice
malych vakuol, star$i buiiky pak obsahuji pouze jednu velkou. Uvniti se nachdzi chemické
latky jako napfiklad hydrolytické enzymy, polyfosfaty, draselné ionty, aminokyseliny, puriny
a jiné. Golgiho aparat slouzi jako transport prekurzorii bunécné stény z cytoplazmy pres
cytoplazmatickou membranu a také fady dalSich latek. Kvasinkové jadro ma dvojitou
membranu, uvniti se vyskytuje malé srpkovité jadérko. [4]
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2.1.2 RozmnoZovani kvasinek
Kvasinky jsou mikroorganismy schopné jak nepohlavniho, tak pohlavniho zptsobu
rozmnozovani. V piipad€ nepohlavniho rozmnozovani se kvasinky rozmnozuji tzv. pucenim.

2.1.2.1  Nepohlavni rozmnoZovani — puceni

Charakteristickym znakem puceni je nejen vznik nové buniky, ale také jizev, které ztistanou
na bunécné sténé po celou dobu existence bunky. Jizvy nikdy nevznikaji na stejném mist¢ a
jsou pojmenovany jako jizva zrodu, ktera se utvari na povrchu dcetiné buiikky po odpojeni od
bunky matefské a matei'ska jizva, ktera vznikne na matei'ské buiice oddélenim bunky dcefiné.
Pocet jizev, které se vyskytuji v bunécéné sténé je kritérium staii bunky. Puceni je proces, kdy
na matetské buiice vznikne maly pupenec nebo vyrostek, ze kterého se postupné stane burika
dcefinna. Nejprve se v pupenci shromazd’uji a dé€li organely, které postupné prechazeji do
pupence. V této fazi vyvoje buiiky probihd i mitotické dé€leni jadra. Puceni je ukonceno
vznikem samostatné cytoplazmatické membrany dcefiné buriky a ta se nasledné odd¢li. [5]

2.1.2.2 Pohlavni rozmnoZovdni

Kvasinky jsou schopné se rozmnozovat také pohlavné. Pouzivaji k tomu spory, diky tomu
jsou kvasinky fazeny do kategorie vieckovytrusnych hub. Pohlavni rozmnozovani u kvasinek
ptedstavuje spdjeni dvou bunék s haploidnim charakterem, tj. Ze obsahuji jednu sadu
chromozomu. Jinak se tomuto procesu muze fikat také kopulace nebo konjugace. Dochazi ke
karyogamii, coz je spojeni dvou jader dohromady, za vzniku jednoho diploidniho jadra, které
je nasledné€ meidzou (redukénim délenim) rozdéleno na Etyfi nova jadra, kdy poté kazde jadro
obsahuje polarni télisko s mikrotubuly a jednu sadu chromozom1. [6]

2.2 Karotenogenni kvasinky

Je to skupina nepiibuznych mikroorganismu, fadicich se pfevazné do rodu Basidiomycota,
diky skutecnosti, Ze se vétSina z nich vyznacuje tvorbou bazidiospor, produkuji uredzu a jejich
bunéna sténa je slozena z chitinu, mananu a obsahuje pigmenty. V kvasinkach se nachazi
enzymaticky aparat, ktery je schopny produkovat karotenoidni pigmenty. Mohou byt
produkovany i v nepovrchovych c¢astech builkky (pfevazné se vyskytuji v lipidovych
dropletach — lipid bodies). Diky nim ziskavaji kvasinky svou charakteristickou barvu, ktera se
svym zbarvenim pohybuje od Zluté az po rtizné odstiny Cervené barvy. K syntéze potiebuji
svétlo a kyslik, proto svételné zafeni indukuje zvySenou tvorbu karotenoidd. Dale jsou
kvasinky schopné akumulovat ergosterol, nenasycené mastné kyseliny, koenzymy Q10 i Q9 a
dalsi. Nejhojnéji produkované karotenoidy kvasinek jsou astaxanthin torularhodin, torulen, y-
karoten a B-karoten. Jedna se o vSudypiitomné kvasinky, mohou byt nalezeny jak ve sladké,
tak 1 ve slané vodé&, na rostlinach, byvaji asociované s Zivocichy a Casto se nachdzeji také
v potravinach. [1][2][3][4]1[7][8]

2.2.1 Vybrané druhy ¢ervenych kvasinek

2.2.1.1 Rod Sporidiobolus

Do rodu Sporobolomyces se fadi asi 20 druhii ¢ervenych kvasinek. Jejich kolonie se
vyznacuji charakteristickou lososové rtizovou, oranzovou, ¢ervenou i Zlutohnédou barvou.
Maji elipsoidni nebo vietenovity tvar. Nejsou schopny zkvasovat cukry. Vyznacuji se silnou
karotenogenezi. Vyskytuji se v atmosféfe, kde jsou hlavnim zdrojem vyzivy dusikaté
sloudeniny a jejich redukované formy. Radi se zde naptiklad S. roseus, S. salicinus, S.
shibatanus a S. salmonicolor.
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Tyto druhy se charakterizuji tvorbou balistokonidii. Druh S. roseus je kulovitého az
elipsoidniho tvaru. V kapalném prostiedi produkuje sediment a na agaru tvofi pomerancovy
az koralové Cerveny hladky povrch. Vyskytuje se predevSim ve fylosféfe a atmosféfe.
Zdrojem vyzivy jsou nitraty nebo redukované formy dusikatych slouc¢enin. Druh S. shibatanus
tvoti elipsoidni bunky riiznych tvari a na agaru tvoii lososovy nebo broskvové zbarveny
povrch. Pro vyzivu tohoto rodu se vyuziva predevsim jako zdroj uhliku glycerol nebo riboza.
Druh S. salmonicolor ma elipsoidni az protahlé buriky, které se vyskytuji bud’ jednotlivé nebo
Vv parech. Natér na agarech ma lososovo-rizovou nebo broskvovou barvu. [1][2][4]

Obrazek ¢. 1.  Sporobolomyces pararoseus

2.2.1.2 Rod Rhodotorula

Kvasinky tohoto druhu maji kulovity az vejcovity tvar. Tento rod je charakteristicky
produkci kombinace karotenoidli torularhodinu, torulenu a B-karotenu. Je také schopna
akumulovat velké mnozstvi lipidi s pomérné vysokym obsahem nenasycenych mastnych
kyselin. Nékteré kmeny jsou schopny syntetizovat cervené nebo zluté pigmenty na
sladinovych agarech. V kapalném prostiedi jsou kvasinky schopny produkovat prstence a
sedimenty svétle krémové az svétle rizové barvy. Jejich barva a vzhled se méni pfedev§im
podle slozeni substratu.

Tento rod je rozsifen po celém svéte, protoze neni narocny na kultivaci, izolovat se mize
ze vzduchu, vody, pidy a z povrchu rostlin a zivoéichti. VéEtsina druhti postrada schopnost
asimilovat inositol. Druhy, které asimilovat inositol schopny jsou, nejsou na druhou stranu
schopny asimilovat D-glukuronat. Nekvasi sacharidy. Vytvaieji koenzymy Q-10 a Q-9. Do
kmene Rhodotorula mizeme zatadit druhy R. diffluens, R. glutinis, R.a mucilaginosa, a R.
rubra.

R. kratochvilovae je druhem kvasinky bézné se vyskytujicim v ptirodé. Je charakteristicka
produkei torulenu, torularhodinu a B-karotenu. Je také schopna kumulovat lipidy, tvoficich az
20% susiny. Vyuzivaji se jako zdroje triacylglycerolii nebo nenasycenych mastnych kyselin.
[11[10]

Do tohoto rodu se také zahrnuji kvasinky Rhodosporidium, kdy jediny rozdil mezi nimi je
ten, Ze kvasinky rodu Rhodotorula se roznozuji nepohlavné pucenim nebo délenim, zatimco
kvasinky rodu Rhodosporidium se rozmnozuji pohlavné. Zastupci tohoto rodu jsou
Rhodosporidium azoricum, Rhodosporidium diobovatum, Rhodosporidium kratochvilovae, a
Rhodosporidium toruloides. Vyuzivaji se v potravinaiském pramyslu a pii vyrobé vitamind.
Vyzkumy ukazuji, Ze tyto kvasinky mohou sehrat velkou roli pti vyvoji novych typit biopaliv.

[9][10]
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Obrazek ¢. 2. Rhodotorula kratochvilovae

2.2.1.3 Rod Phaffia

Kvasinky rodu Phaffia se vyznacuji ovalnym tvarem a charakteristickou lososovou az
cervenou barvou svych kolonii. Mohou se vyskytovat jak jednotlivé, tak v parech a
v n¢kterych piipadech jsou dokonce schopny vytvaret kratké fetézce. Do tohoto rodu se fadi
jediny zastupce, a to Phaffia rhodozyma. Diky jeji schopnosti produkovat velké mnozstvi
astaxanthinu se pouZivd v potravinafském pramyslu, kdy se tento karotenoid pouZziva
k barveni riznych potravin. [11]

Obrazek ¢. 3. Phaffia rhodozyma

2.2.1.4 Rod Cystofilobasidium
Tento druh kvasinek ma kulovity az vejcovité protahly tvar s hladkym, lesklym povrchem.

Tvoti oranzové, lososové nebo skoficové zbarvené kolonie s hladkym lesklym povrchem.
Kvasinkova generace je schopna se rozriist az po n€kolika tydnech. Do tohoto rodu se fadi C.
capitatum, C. bisporidii a C. infirmominiatum. Cely rod se fadi do ¢eledi Rhodotorulacea, je
ptibuzny rodu Rhodotorula. Tyto druhy nejsou schopny zkvaSovat cukry a maji piisné aerobni
metabolismus. Vytvareji koenzymy Q 9 a Q 10, obsahuji xylulosu.

Druh Cystofilobasidium capitatum se kultivuje hlavné pro svou schopnost vysoké
produkce koenzymu Q10, B-karotenu, torulenu a torular-hodinu. Je cervené az skoficové
zbarveny. [1][4]
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Obrazek ¢. 4. Cystofilobasidium infirmominiatum

2.2.2 Vybrané druhy mikroias

2.2.2.1 Rod Desmodesmus

Rodem Desmodesmus se oznacuji nepohyblivé zelené mikrofasy rostouci jednotlivé ¢i v
koloniich. Kolonie tvofi cenobia o 4, 8 ¢i 16 jedincich, uspofddanych v fad¢€ za sebou uvniti
ochranného pouzdra. V ptipadé, Ze nejsou vystaveny stresu a maji vhodné nutri¢ni podminky
rostou jednotlivé bunky samostatné. V ptipadé stresové situace, nevyvazenych nutricnich
podminkach nebo v pfitomnosti preddtorii (napt. hrotnatka) tvofi jiZ zminéna cenobia. V
ptipad¢ ohrozZeni se rod také vyznacuje schopnosti tvofit silné bunééné stény a slizovy obal,
diky kterému se stavaji pro predatory nestravitelnymi. Rod Desmodesmus se stal béznou
soucasti sladkovodniho planktonu. Zastupci tohoto rodu jdou Desmodesmus acutus, Desm.
quadricauda a Desm. subspicatus. [15][16]

2.2.2.2 Rod Chlorella

Tento rod je specificky predevsim diky své schopnosti vysoké produkce nenasycenych
mastnych kyselin, luteinu a v neposledni fadé se ukazuje byt vhodnym mikroorganismem pro
produkci bionafty. Jsou to jednobunééné zelené fasy vyskytujici se ve sladkych vodach. Tvar
bunék je kulovity bez pohybového Ustroji. Tento rod se rozmnoZzuje predevsim nepohlavnég, a
to délenim. Oproti ostatnim fasdm maji I relativné nizké naroky na obsah zivin v prostiedi a
na jejich rist. Jako zastupce zde lze uvést Chlorella Vulgaris, Ch. Sorokiniana a Ch.
Sacharophila.[15][17]

2.2.2.3 Rod Chlamydomonas

Tyto jednobunécné tasy dosahujicich rozmérti v fadu od 5-100 um. Vyskytuji se ve vode,
v pudé, a dokonce i ve snéhu. Pomérné velkou cast buiky zaujima chloroplast, dalsi
specifitou tohoto rodu jsou dva bi¢iky, slouzici k pohybu a pfitomnost rodopsinovych
iontovych kanalt citlivych na svétlo. Tyto kanalky slouzi jako kontrola toku iontd
piechéazejicich pfes membranu do bunky. Jednd se o fakultativné heterotrofni fasu, protoze v
pfipad€é nepfitomnosti slunecniho zéfeni je schopna pouzit jako zdroj uhliku organické
slouceniny. Diky této vlastnosti se pomérné snadno kultivuji. [17]

Vyuzivaji se ve vyzkumu molekularni biologie, kde se zkouma naptiklad pohyblivost
bi¢ikli nebo dynamika chloroplastti. Diky haploidnim vlastnostem a jednoduchému Zivotnimu
cyklu nachazi uplatnéni ve studiu genetiky. Zastupci jsou Chlamydomonas reinhardii, Chl.
nivalis a Chl. bacillus.[15][18][19]

14


https://www.researchgate.net/publication/334158613_COD_and_nutrient_removal_from_urban_effluent_by_desmodesmus_subspicatus?_iepl%5BgeneralViewId%5D=NXb1r9ARMXKfApVyR9xSn0fgbZ2WbIWTNA7L&_iepl%5Bcontexts%5D%5B0%5D=searchReact&_iepl%5BviewId%5D=a19z0SHRIeDlY9GVVeuXURyey1IKd1IYfpVP&_iepl%5BsearchType%5D=publication&_iepl%5Bdata%5D%5BcountLessEqual20%5D=1&_iepl%5Bdata%5D%5BinteractedWithPosition2%5D=1&_iepl%5Bdata%5D%5BwithoutEnrichment%5D=1&_iepl%5Bposition%5D=2&_iepl%5BrgKey%5D=PB%3A334158613&_iepl%5BtargetEntityId%5D=PB%3A334158613&_iepl%5BinteractionType%5D=publicationTitle

Obrazek €. 5.  Mikrorasa Chlamydomonas Reinhardii

2.2.2.4 Rod Coccomyxa

Tento druh mikrotasy ma sféricky az ovalny hladky tvar bez pfitomnosti bi¢ikl. Butika je
velkd 40-100 pum. Pfiblizn¢ polovinu velikosti buiniky zabird chloroplast. Buiky jsou
charakteristické tim, Ze obsahuji velké mnozstvi lipidickych latek. Coccomyxa je eukaryotni
autotrofni organismus, energii ziskava z fotosyntézy. Miize zit sama nebo v koloniich. Mize
se vyskytovat jak ve slanych, tak i ve sladkych vodach, v pobfeznich oblastech a n¢které
druhny Coccomyxa jsou parazité, kteti se vyskytuji v mnoha moiskych organismech, v
plynovych méchytich ryb a dalSich organech moiskych zivocichli. Mezi zastupce se fadi
Coccomyxa hydrodictyon, C. parasitica a Coccomyxa sp.. [20] [21]

Obrazek ¢. 6. Coccomyxa sp.

2.3 Sinice

Sinice (Cyanobacteria) se mohou oznacit jako jedna z nejstarSich forem Zivota na Zemi.
Jedna se o skupinu oxygennich fotosyntetickych gram-negativnich bakterii. Jsou jedinou
skupinou prokaryot schopnou vyuzivat slune¢ni svétlo jako zdroj energie, vodu jako donor
elektront a vzduch jako zdroj uhliku. Srovnanim s mikrofasami se sinice mnohem snadné&ji
kultivuji v laboratornim prostredi. Maji schopnost zit prakticky ve vSech biotopech. Vyskytuji
se ve vode. Maji velmi malé rozméry a vétSinou se vyskytuji unicelularnég, ale jsou schopné

rast i v koloniich, které jsou potom schopny dosahnout rozmért viditelnych lidskym okem.
[22]
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Sinice jsou schopny syntetizovat velké mnozstvi sekundarnich metaboliti, napiiklad
biologicky aktivni latky s antibakteridlnimi vlastnostmi. Dal§imi vyznamnymi metabolity
mohou byt enzymy, toxiny, alkoholy, isoprenoidy, biopolymery, proteiny a pigmenty schopné
absorbce UV zafeni. Také produkce biopaliv sinicemi je dnes jednou z nejslibnéjsich oblasti
vyuziti sinic. Cyanobakterie maji specifickou charakteristiku, a to v&étSi mnozstvi kopii
chromozomt, vysoky obsah fotosynteticky aktivnich proteinti v thylakoidech, pfitomnost
exopolysacharidu a extracelularnich glykolipidua. [22]

2.3.1 Rod Synechococcus

Synechococcus je dulezita fotosynteticka sinice o rozmérech od 0,2 pm do 2 pm. Radi se
mirnych a tropickych pasii, ale Ize ho nalézt 1 ve sladkych vodach. Jako fotosynteticka
bakterie ma vybornou schopnost pfizptisobit se ve zménach slanosti prostiedi a svételné
intenzity. Nékteré kmeny jsou dokonce i velmi rezistentni proti vysokym teplotim a miizeme
je najit v horkych pramenech. Buiky jsou ovalného az protdhlého tvaru a vyskytuji se
jednotlivé. Jsou vybornymi producenty polyhydroxybutyrati. Dale se vyuzivaji k akumulaci
pesticidu, organickych fosforovych a chlornych sloucenin z vod. Nejznaméj$imi zastupci jsou
Synechococcus nidulans a Synechococcus elongatus.[23][24]

2.4 Metabolity produkované mikroorganismy

2.4.1 Karotenoidy

Karotenoidy se fadi mezi terpenoidy, konkrétné do skupiny tetraterpent, skladaji se z osmi
pét-uhlikatych zbytkt isoprenu. Zakladni strukturou je ¢tyficet uhlikovych atomu s linearnim
charakterem. Jedna se o sekundarni produkty metabolismu rostlin a nékterych
mikroorganismi. Jsou to pfirodni Zluté a oranZové pigmenty. Jejich charakteristické zbarveni
je zpusobenou systémem konjugovanych vazeb v chemické struktuie. Jedna se o extrémné
hydrofobni molekuly s velmi malou nebo zadnou rozpustnosti ve vod¢. V tucich ale rozpustné
jsou. Mohou se vyuzivat i Vruznych pramyslovych odvétvich napt. v chemickém,
farmaceutickém, kosmetickém a potravinaiském primyslu. Produkce karotenoidii chemickou
syntézou nebo extrakci z organismii neni moc vyhodna. Je velmi omezena nizkymi vytéZzky a
vysokymi naklady na produkci. Naopak produkce pomoci mikroorganismil je vyhodna v tom
sméru, ze mikroorganismy jsou schopné syntetizovat potiebné latky ze zemédélskych nebo
dokonce 1 primyslovych odpadnich produkti. Tyto produkty obsahuji nezbytné prostfedi a
latky, ve kterém jsou mikroorganismy schopné piezivat a rust. Navic se vyuzivanim téchto
produktli zamezi znecisténi Zivotniho prostiedi. Karotenoidy jsou diilezitymi dopliiky stravy,
hraji dualezitou roli v prevenci, a dokonce 1é€bé nemoci, jako je roztrouSena skleroza,
rakovina, Sedy zdkal, anebo aterosklerdza. Karotenoidy se déli na dvé hlavni skupiny, a to

uhlovodiky, kterym se fikd karoteny a kyslikaté slouceniny, které se nazyvaji xantofyly.
[12][13]

2.4.2 Karoteny

Z chemického hlediska se daji karoteny popsat jako uhlovodikové fetézce s nejméné 40
atomy uhliku. Obecné karoteny vychdzeji z nejjednodussiho karotenu lykopenu s linedrnim
polynenasycenym uhlovodikovym fetézcem. Dal§i karoteny poté mohou vznikat
enzymatickou upravou (hlavné cyklizaci acyklickych W-karotenli enzymové katalyzovanou
reakci). Pokud se fetézec zacykli na obou koncich fetézce tak vznikaji struktury B-karotenu a
a-karotenu.  V pfipad¢€ zacykleni na jednom konci vznika y-karoten. Acyklické karoteny se
s vyjimkou lykopenu nachazeji v potravinaifskych materidlech jen v malém mnozstvi,
doprovazeji zde acyklické karoteny a xantofyly.
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Jako nejvyznamnéjsiho zastupce provitaminu A se miize uvést B-karoten, ktery se vétSinou
vyskytuje v piitomnosti a-karotenu, y-karotenu, a dalSich provitaminti. Nachazi se predevsim
Vv pigmentu mrkve, merunc¢k a svétlych tfeSnich. Mezi karoteny se dale tfadi torulen a
torulahodin, majice podobnou funkci jako provitaminy A. [12][13][14]

Obrazek €. 7.  Struktura p-karotenu[25]

2.4.3 Astaxanthin

Sloucenina fadici se mezi karotenoidy. Z chemického hlediska jde o karotenoid se dvéma
asymetrickymi atomy uhliku v poloze 3. Unikatni vlastnosti astaxantinu, jako naptiklad jeho
schopnost esterifikace mastnymi kyselinami, vysokou antioxida¢ni aktivitu a mnohem
polarnéjsi charakter, nez maji ostatni karotenoidy, se vysvétluji ptitomnosti hydroxylovych a
ketoskupin na kazdém iononovém kruhu v jeho molekule. [25][26]

Obrazek ¢. 8. Struktura astaxantinu [27]

2.4.4 Lutein

Karotenoid, chemicky naleZici mezi xanthofyly s polyenovym fetézcem, ktery je stejny
jako fetézec B-karotenu a se dvéma hydroxyly na koncovych fetézcich. Pravé diky témto
fasach se vyskytuje jako ester jedné nebo dvou mastnych kyselin. Lutein se pouziva v
potravindiském a farmaceutickém priimyslu. V potravinafstvi se jednd o pfidavani luteinu do
krmiv hospodarskych zvifat, u kterych je nutné ziskat ptislusn¢ zbarvené produkty, hlavné se
jedna o rybi maso a vajecné zloutky. Ve farmacii se pouziva k vyrob¢ prostfedka k prevenci
zhorSovani zraku, oddalovani chronickych onemocnéni, jako stimulant imunity. Ma
schopnosti branici rozvoji katarakty a aterosklerdzy, zlepsuje vlastnosti pokozky.[28]

Obrazek €. 9.  Struktura luteinu [29]

17



2.45 Funkce karotenoidi

Karotenoidy zastdvaji v metabolismu rostlin a zivo¢ichi mnoho funkci. Jsou to velmi
ucinné antioxidanty, které v organismu slouzi k vychytavani radikalti a dalSich reaktivnich
dusikatych a kyslikatych forem. Volné radikaly totiz v organismu plsobi na biologicky
vyznamné slouceniny jako jsou proteiny, nukleové kyseliny a tim pozménuji strukturu a
funkci téchto latek a toto pisobeni mlze vést az k pozménéni struktury, poskozeni tkani a
V nejhorSim ptipad¢ az k vzniku nadorového bujeni. V rostlinach jsou karotenoidy soucasti
fotosyntetického systému, kde plsobi jako anténova barviva a prenaseji excitované elektrony
do reak¢nich center a tim zvySuji u¢innost celého procesu. V zivych organismech funguji
karotenoidy  pfevazné¢  jako antioxidanty a nejvyznamnéjSimi zastupci jsou lykopen a f3-
karoten. Velka ¢ast karote-noidi je prekurzorem vitaminu A, ktery je naprosto nezbytny pro
spravnou funkci zrakového ustroji. [14][15][16]

2.4.6 Biosyntéza karotenoidi

Karotenoidy vznikaji jako produkty specifické isoprenoidni drahy. Vychozi latkou pro
biosyntézu isoprenoidi je acetyl-CoA. Biosyntéza probihd ve dvou krocich. Prvnim krokem je
syntéza aktivované formy isoprenu-isopentenylpyroifosfatu (IPP). V druhé fazi poté
aktivované izoprenové jednotky kondenzuji. Mikrobidlni produkce karotenoidii v primyslu
musi spliiovat podminky nizkého nékladu procest, vysokého vynosu produkti a neskodnost
pro zivotni prostiedi.[3] [17]

Acetyl-CoA
+ Acetyl-CoA
Thiolasa
Acetoacetyl-CoA

+ Acetyl-CoA

HMG-CoA syntasa
B-hydroxy-p-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA)

J HMG-CoA reduktasa
Mevalonova kyselina (MVA)

‘ MVA kinasa + dekarboxylasa Ao
Isopentenyl pyrofosfat (IPP)
. WY
Dimethylalyl pyrofosfat 0 Astaxanthin
+31PP t
Prenyltransferasa \
Geranyl-geranyl pyrofosfat (GGPP) | e Giai
¢ + GGPP ﬁkamten
Fytoen T
Lykopen A T T S Ve
/ ‘ Y-karoten
L - 't
Torulen Torularhodin

Obrazek &. 10. Biosyntéza karotenoidii. Cervené jsou znaceny enzymy katalyzujici reakce [30]
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2.4.7 Xantofyly

Xanthofyly vznikaji jako produkty biochemické oxidace karotentl. Radi se mezi kyslikaté
derivaty odvozené od acyklickych karotenii, které se v malém mnozstvi vyskytuji v
potravinach. Jako nejbéznéjsi zastupce mohou byt oznaCeny monohydroxyderivaty
acyklickych karotent (kryptoxantiny), napt. rhodopin, které se vyskytuji mnohem castéji nez
xanthofyly. Tyto derivaty se mohou nalézt v rostlinnych pletivech. Existuji také
dihydroxysubstituované pigmenty, napi. zeaxanthin, lutein a astaxanthin. [12][13][14]

2.4.8 Chlorofyly

Chlorofyly jsou fotosyntetické zelené pigmenty, nachazejici se v organelach zvanych
chloroplasty. Chorofyli existuje vice druht, lze je rozdélit do skupin A, B, C, D, E a F.
chlorofyl A a chlorofyl B. Tyto chlorofyly jsou z chemického hlediska derivaty
dihydropofyrinu, kde je atom hoic¢iku cheldtové vazan uprostied kruhu. Jednotlivé typy
chlorofylii potom ur€uji postranni fetézce zakladni molekuly. Postranni fetézce vytvaii i
zmény v absorbénim spektru slunééniho zareni.

Chlorofyl A se nachazi ve vSech rostlinaich a bakteriich schopnych fotosyntézy. Je
schopen absorbce ¢erveného svétla v rozmezi vinovych délek od 480 nm do 670 nm. Naproti
tomu Chlorofyl B se vyskytuje pouze v zelenych fasach a vysSich rostlinach. Je schopen
absorbce modrého zafeni v rozmezi vinovych délek od 480 nm do 650 nm. Chlorofyl C je v
pfirodé¢ podstatné méné ptfitomny, je to minoritni slozka v hnédych motskych fasach.
Chlorofyl D je v pfirodé¢ také relativné vzacny a vyskytuje se v ¢ervenych tasach. Je odlisny
od ostatnich chlorofylii tim, ze jeho absorbéni maximum se nachdzi v blizké intraervené
oblasti. Chlorofyl E je velmi vzacny a nachazi se pouze ve zlutych fasach. Chlorofylem
nachazejicim se v sinicich je Chlorofyl F. Je ale pouze povazovan za dopliikovy pigment
Chlorofylu A. [31][32][33]

CH- CH3 CH;

H:C)\/\’Pk/\?\/\o

Obrazek ¢. 11. Struktura Chlorofylu A [34]

2.4.8.1 Biosyntéza chlorofylii

Biosyntéza chlorofylii za¢ind pfipojenim molekuly glutamatu na tRNA, ¢imZ vznikne
glutamyl-tRNA. Tato noveé vznikla molekula se dale metabolizuje na glutamyl-1-
semialdehyd, aZz se nakonec za pomoci enzymu 5-aminolevulatsythasy pfeméni na 5-
aminolevulovou kyselinu (ALA). V nasledujici reakci kondenzuji dvé molekuly této kyseliny,
za vzniku porfobilenu, kdy je cela reakce katalyzovana ALA-dehydratasou. Molekula
porfobilinogenu je cyklickd, a obsahuje pyrolové jadro. Dal$i fazi biosyntézy je vznik
protoporfyrinu IX. Tato molekula vznika reakci ¢ty molekul porfobilinogenu. Dalsi syntéza
je katalyzovéana uroporfyrinogensythasou, pracujici S kofaktorem
uroporfyrinogenkosynthasou za vzniku uroporfyrinogenu III. Dale dochazi k dekarboxylaci
uroporfyrinogenu III pomoci uroporfyrinogensynthasou na koproporfyrinogen III. Diky
oxidaci propionylovych iontii na vinylové nasledn¢ vznika protoporfyrin IX. [35]
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Inkorporaci Mg?* iontu do molekuly protoporfyrinu IX, za katalyzy Mg- chelatasy, vznika
Mg, Mg-proporfyrin IX. Ten se poté esterifikuje propionovym postrannim fetézcem.

Proces je katalyzovan methyltransferazou. Nasleduje cyklizace, kdy vznikd divinyl
protochlorfylidu. Néasleduje redukéni reakce, kde vznika protochlorofylid. Posledni krok
syntézy katalyzuje chlorofylsyntaza, kdy esterifikuje propionovy kysely postranni fetézec
kruhu s fytopyrofosfatem. Vysledna molekula biosyntézy je chlorofyl A. [35]
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Obrazek €. 12. Biosyntéza chlorofylu A [35]

2.4.9 Ergosterol

Ergosterol je organicka sloucenina, skladajici se z ergostanu majici dvojné vazby na
pozicich 5,6-, 7,8- a 22,23 a také na 3B-hydroxy skuping€. Je produktem metabolismu hub a
kvasinek. Ergosterol je schopny regulovat permeabilitu a tekutost bunééné membrany. Je také
prekurzorem vitaminu D2, coZ je steroidni hormon, jinak fe¢eno ergokalciferol. Vitamin D> je
dilezity v metabolismu esencidlnich minerald vapniku, hoi¢iku a fosforu. Vznika z
ergosterolu pltisobenim UV zéafenim, pfeména ale neprobihd piimo, ale pfes mnoho
meziproduktt, napft. tachysterol a lumisterol.[1][2]

2.4.10 Lipidy

Lipidy jsou organické chemické slouceniny, které se vyskytuji pfirodné. Diky svému
hydrofobnimu charakteru jsou rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech. Obecné se tfadi do
dvou kategorii. Jedna z nich je jednoduché (neutrdlni) lipidy, kam se fadi triacylglyceroly
(TAG), a na komplexni (polarni) lipidy. Jednoduché lipidy se z pohledu vyzivy uplatiiuji
pouze jako zdroje energie. Hydrolyzou poskytuji maximalné dva typy primarnich produkti.
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Komplexni lipidy poskytuji tii a vice produkti a patii mezi né¢ glycerofosfolipidy,
glykolipidy, fosfoglykolipidy, sfingofosfolipidy a eterlipidy.[36]

Lipidy v organismu plni dulezité funkce. Lipidy s polarni a nepolarni strukturou a
navazanou fosfatovou skupinou, tzv. fosfolipidy jsou hlavni strukturou biomembran, kde
fosfatidylglycerol a fosfatidylethanolamin. Obrovska chemicka rozmanitost fosfolipidd v
biomase je dana nejen druhem biomembrany, ale i podminkami kultivace. Dalsi funkce lipida
v organismech jsou hlavné zdroj a zasoba energie, slouzi jako izola¢ni a mechanicka ochrana
a transportni forma lipidu, tzv. Lipoproteiny slouZi k transport latek. [37]

2.4.10.1 Mastné kyseliny

Skupina alifatickych monokarboxylovych kyselin ve formé estert nachéazejicich se v
ptirodnich lipidech. Velké mnozstvi zastupct, bylo jich identifikovano vice nez 1 000. Jsou
stavebni jednotkou lipidl. V organismu je najdeme piedevsim v jejich esterifikované formé
pravé v lipidech jako triacylglycerolu, cholesterol a fosfolipidy. Nejcastéji maji sudy pocet
uhlikd. [3]

V zavislosti na pfitomnosti a po¢tu dvojnych vazeb se d€li na nenasycené a nasycené.
Nasycené maji ve své struktufe pouze jednoduché vazby mezi jednotlivymi uhlikatymi atomy.
U nenasycenych je naopak charakteristickd pfitomnost jedné (v takovém ptipadé se oznacuji
jako MUFA), ale zpravidla vice dvojnych vazeb (PUFA). Nenasycené mastné kyseliny jsou
esencialni pro vyssi organismy. [3][37][38]

2.4.10.2 Biosyntéza a odbourdvdni mastnych kyselin

K syntéze mastnych kyselin dochéazi v bunééné cytoplazmeé sledem kondenzacnich reakci z
pivodni molekuly malonyl-CoA vzniklého z acetyl-CoA. Tento d&j je sloZen z vice cykld,
kdy vystupni produkt je vZdy o dva atomy uhliku delsi nez vstupni molekula. Prvni molekula
je prevedena za pomoci enzymu acetyl-CoA-transacetasy na acetyl-ACP. Na cysteinovy
zbytek je poté navazan zbytek enzymatického komplexu syntézy mastnych kyselin (FAS).
Tim se uvolni ACP. Nov¢ vznikajici poly-B-oxo fetézec je vZdy pied pfijetim nové acetyl-
CoA molekuly zredukovéan. To je divod, pro¢ se v lipidech vyskytuji Castéji molekuly se
sudym pocétem uhlikd.[3] [39]

Odbouravani mastnych kyselin (neboli f-oxidace) je situovana v mitochondriich, kde se
postupné hydrolyticky zkracuje Fetézec mastné kyseliny. Retézec je preruiovan mezi a a f
uhlikovym atomem. Jednotlivé molekuly acetyl-CoA jsou béhem odbouravani Stépeny od
karboxy konce, ¢imz se uvolnuje Cz acetylového zbytku ptipojeného na nosi¢ CoA. [3] [39]

P—oxidace Syntéza

—* acyl-CoA(C_,,) acyl-ACP(C,.0)

F_wj NADP* ]l
FADIL NADPH+H

enoyl-CoA enoyl-ACP
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3-L-hydroxyacyl-CoA 3-D-hydroxyacyl-ACP
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NADH+H" NADPH+H

B-oxoacyl-ACP

B-oxoacyl-CoA
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—— acyl-ACP(C,)
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Obrazek ¢. 13. B-oxidace a syntéza mastnych kyselin [40]
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2.5 Vliv prostiedi na mikroorganismy

2.5.1 Stresové faktory

Stresové faktory jsou v podstaté soubor faktord, které neptiznivé ovliviiuji rast, vyvoj a
chovani kvasinek. Plsobeni téchto faktorGi muze vést k poskozeni kvasinkovych bunck a
jejich thynu. Kvasinky maji proti riznym druhtim stresu vyvinuty razné obranné
mechanismy. [3]

2.5.2 Biologické faktory

2.5.2.1 Kokultivace

Kokultivaci se rozumi interakce nebo souziti dvou nebo vice riznych mikroorganismd.
Tato bakalai'ska prace je zaméfena na kokultivace karotenogennich kvasinek a mikrotas. Radi
se mezi biologické stresové faktory, protoze jednotlivé mikroorganismy se mohou vzajemné
ovliviiovat, Cerpat si potfebné Ziviny apod. Esencidlni pro kokultivace je volba spravného
produkéniho média, které by vyhovovalo obéma mikroorganismim. Tyto kultivace by se
mohly ukdzat byt velmi dulezité pti Cisténi odpadnich vod, syntéze bioaktivnich latek a v
neposledni fadé rovnéz pii degradaci halogenti a uhlovodikid. V idedlnim ptipadé, pokud by se
kokultivace povedly, dojde ke zlepSeni procesu vymény plynd a také k upravé pH média.
Teoreticky se vychéazi z predpokladu, ze kvasinky by mikrotasam poskytovaly oxid uhliity,
kdezto zelené fotoautotrofni fasy by pro zménu poskytovaly kyslik kvasinkdm. V disledku by
se zvysila rychlost ristu mikroorganismli a tim tedy také mnozstvi vzniklé¢ biomasy. Také
fasové sekundarni metabolity by mohly pozitivné ovliviiovat rist kvasinek. [41][42][43]

2.5.1 Fyzikalni faktory ovliviiujici mikroorganismy
25.1.1  Teplota

Teplota ovliviluje v podstaté vSechny mikroorganismy. Za teplotni stres se mize povaZovat
jak zvyseni, tak snizeni teploty. ZvySenim teploty dochazi predevsim k urychleni syntetickych
1 degradacnich procest, inaktivaci enzymu a buiiky zacinaji produkovat specifické bilkoviny,
kterym se fika HSPs — heat-shock proteins, které kvasinkam pomahaji zvysit jejich odolnost
vici teplotnim zméndm. Vyznamnéjsi pro praktické vyuziti je chladovy Sok. Pro spravnou
funkci bungk je esencidlni prostupnost bunécnych membran, zavisejici pfevazné na obsahu
sterolll a pomé&ru nasycenych a nenasycenych aminokyselin.

V disledku vyznamného sniZeni teploty ziskdvd membrana vlastnost gelu, coz vazné
poskozuje kvasinkovou buné¢nou sténu. Minimalni teplota znamené nejnizs$i moznou teplotu,
kdy se mikroorganismy mohou rozmnozovat. Maximalni teplota je vyssi teplota, pii které
jsou mikroorganismy je$t€¢ schopné se rozmnozovat. Nejvyssi rychlosti rozmnozovani
dosahuji MO pfi optimalni teploté a jsou usmrceny pii letalni teploté. [3]

2.5.1.2  Aktivita vody

Veskery kvasinkovy, fasovy a sinicovy metabolismus probihd ve vodném prostiedi. Musi
se zajistit dostatek vody, na které nejsou vazany zadné rozpusténé latky. Aktivita vody se
vyjadii pomoci poméru poctu molit vody k souctu poctu moli vody a molti rozpusténé latky.
Minimalni aktivita nutnd pro kvasinky je 0,6-0,73, pro mikrofasy a sinice se poté pohybuje
v rozmezi 0,79-0,99. [3]

25.1.3  Vliv ultrafialového zdaieni

UV zéfeni je také duleZitym stresovym faktorem pro mikroorganismy. UV zafeni o
krat§ich vlnovych délkach ma pro builky smrtici G¢inky. V ptipadé vyssi davky zatfeni je
kvasinky pohlcuji. Karotenoidni bunky jsou vi¢i UV zafeni relativné odolné. [3]
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2.5.2 Chemické faktory

2.5.21  Hodnota pH

Dusledkem mikrobialniho metabolismu dochazi ke zméné hodnoty pH, jak vlivem
vzrustajici koncentrace CO2, tak pfedevsim produkei organickych kyselin kvasinek. Velky
vliv na vitalitu kvasinek ma také vliv vnitrobunééného pH. Idealni hodnota pH se nachazi
v rozmezi 4,8-5,5, ale vétSina organismu je schopna si pH sama regulovat. Idealni rozmezi pH
pro fasy je 7-9. Pii vyssich vykyvech pH mize v dusledku dojit ke zniceni celé kultury. [3]

25.2.2  Antimikrobni latky

Jako antimikrobni latky se mohou uvést antibiotika, silna oxidac¢ni a redoxni Cinidla,
formaldehyd atd. Tyto latky maji nepfiznivy ucinek na mikroorganismy a to tak, ze bud’
zastavuji jejich rozmnoZovani nebo je dokonce usmrcuji. [3]

25.2.3  Oxidacni stres

Oxidac¢ni stres vznika v disledku pfitomnosti reakci s volnymi kyslikovymi radikaly i
reaktivnimi druhy kysliku, napf. peroxidem vodiku. Tyto latky vznikaji pfi oxidacnim
metabolismu kvasinek a vazné poSkozuji dilezité ¢asti bunék. [3]

2.5.24  Osmoticky stres
Osmoticky stres zavisi na koncentracnich rozdilech uvniti i vné bunky. Muze byt
chranici buiiky proti osmotickému stresu jsou trehalosa, ktera musi byt pfitomna uvniti buiiky
a glycerol a aminokyseliny vné bunky. [3]

25.25  VyZiva kvasinek
Kvasinky pro sviij spravny vyvoj a rist potfebuji jak organické slouceniny, které funguji

jako zdroje uhliku a dusiku, tak anorganické slouceniny a nékteré rustové latky, které si
nejsou schopny samy syntetizovat. Dulezita je také piitomnost prvki, které jsou soucasti
Na*. Zdroje uhliku se mtzou rozdélit do tii skupin - sacharidové zdroje (sachardza, glukoza,
fruktoza, galaktdza, laktoza), ptirodni zdroje (Skrob, melasa, syrovatka, sulfitové vyluhy,
celul6za a odpadni papir) a petrochemické zdroje (alkoholy, uhlovodiky, organické kyseliny).
Sacharidy se pouZivaji jako nejvhodnéj$i zdroj energie a uhlikd. Zdrojem dusiku byvaji
amonné soli. Chvili pfed pfipadnym tplnym vycerpanim Zivin je buiika schopna adaptovat
svilj metabolismus na obdobi deficitu zivin. Kvasinka degraduje a poté recykluje nepotiebné
bunééné komponenty, lipidy a proteiny. Bunka si v klidovém rezimu postupné tvofti lipidicka
téliska, tvofené molekulami triacylglycerolu a estert sterolu, obalené vrstvou fosfolipidi.

V ptipadé¢ dlouhodobého hladovéni bunky je moznost ziskat energii pravé z téchto télisek
B-oxidaci mastnych kyselin uvnitt mitochondrii. Jakmile se butika dostane do nutri¢né
bohatého prostiedi tak se téliska tplné odbouraji za vzniku membranovych lipida.
Nejvyhodnéj$im zdrojem zivin jsou odpadni substraty, diky své nizké cen¢ a nevhodnosti
dalsiho zpracovani v primyslu. Mlze se jednat o pefi, syrovatku, glycerol, vinaiské odpady,
pivovarnické odpady a dalsi. [4]

2.5.2.6 VyZiva mikroias

Pro priitbéh fotosyntézy je esenciadlni ptfitomnost svételného zareni. To mlze byt ptirodni
nebo i umélé. Fotosyntéza je pro autotrofni organismy zdrojem uhliku. Podstatnou roli hraje
také slozeni Zivného média. Je nutna pfitomnost vSech mineralnich latek a soli, které potom
slouzi jako zdroje jednotlivych latek, naptiklad dusiku. [44]
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2.6 Analytické metody

Analytick¢ metody jsou definovany jako skupina technik, které umoznuji ziskavani
kvalitativnich a kvantitativnich informaci o sloZzeni vzorku. Metody se d¢€li do tii skupin, a to
spektroskopie, chromatografie a povrchova analyza. Spektroskopie je zaloZzend na interakci
castic se zafenim. Chromatografie se zabyva separaci rozdilnych slozek ve vzorku na zaklad¢
raznych chemickych interakei jednotlivych zkoumanych slozek. Povrchova analyza se poté
zabyva zkoumanim a kvantifikaci vSech prvkii a sloucenin nachazejicich se na povrchu
zkoumaného vzorku. [45]

2.6.1 Spektrofotometrie

Je to optickd metoda patfici mezi fyzikalné-chemické analytické metody. Je zaloZena na
interakci elektromagnetického zafeni s hmotou. Radi se mezi molekulovou absorbéni
spektrometrii. Tato metoda pracuje s rozsahem vinovych délek v rozmezi 200-800 nm. Tato
metoda pracuje na principu méteni energie, kterd je pohlcena vzorkem pfti priichodu zareni.
Absorbci elektromagnetického zafeni molekulou dochéazi ke zméné elektronového stavu dané
latky- dochazi k elektronovym ptechodiim. Vystupem jsou poté absorb¢ni spektra vyjadiena
jako zavislost absorbance na vlnové délce. Dal§Sim moznym vystupem jsou spektra zavislosti
absorbance na koncentraci vzorku. Diky poslednimu zminénému spektru se takto tedy mohou
ziskavat informace o koncentraci vzorku za pomoci znamé hodnoty absorbance. [46][47]

2.6.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie je separacni metodou, kdy vzorek interaguje jak se stacionarni
tak 1 s mobilni fazi, kdy je mobilni faze kapalna latka. V priitbéhu separace se tedy analyt mezi
tyto dvé faze déli. Doba, kterou analyt stravi v koloné, je zdvisla na rozdilné afinité
jednotlivych slozek k obéma fazim. Velkou vyhodou kapalinové chromatografie je fakt, Ze se
vzorek nemusi pfevadét na t€kavé slouceniny a rovnéz nedochazi k tepelné degradaci vzorku.
[48][49]

Separace a nasledna eluce jednotlivych slozek analytu zavisi jak na povaze mobilni, tak i
stacionarni faze. Existuji rizné typy eluce. Pokud by se jednalo o izokratickou eluci, tak se
slozeni mobilni fize neméni a je konstantni. Tato eluce se pouziva pro déleni latek s
rozdilnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. U gradientové eluce se naopak slozeni mobilni
faze méni. Tento druh eluce je vhodny pro déleni latek, majici stejné nebo podobné fyzikalne-
chemické vlastnosti. Vystupem této metody je chromatogram, kdy je znazornéna Casova
zavislost na intenzit¢ signalu.[48][49]

2.6.3 Plynova chromatografie (GC)

Separacni metoda pouZzivana k oddélovani latek s realitné nizkymi body varu. Mobilni fazi
je zde plyn, nijak neinteragujici se vzorkem. Nosnymi plyny byvaji vodik, dusik nebo helium.
V této chromatografické metod€¢ je separace zalozena pouze na interakci analytl se
stacionarni fazi. Kolony, které se pouZzivaji byvaji kapilarni nebo napliové. Kapilarni kolony
jsou tvofeny dutou kiemennou kapilarou, kterd je potazena polyamidem. Stacionarni faze
pokryva vnitini stény kapilary. Kapildrni kolony dosahuji vysokych separacnich u¢innosti, v
disledku k velkému poméru mezi délkou kolony, kterd se pohybuje v rozmezi 10 az 100
metrll a vnitfnim primérem kolony, kde se rozméry pohybuji v fadech stovek mikrometrti.
Diky tomuto poméru se vytvaii obrovskad separac¢ni plocha. Napliiové kolony se funkcéné I
konstrukéné daji srovnat s t€émi, ur¢enymi pro HPLC. Vystupem GC je stejné€ jako u HPLC
chromatogram. [50]
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3 CiL PRACE

Cilem této prace je srovnani produk¢nich vlastnosti vybranych karotenogennich kvasinek,
mikrofas a moznosti jejich kokultivace. V ramci prace budou feseny nasledujici dil¢i cile:

- Pfehledna literarni reSerSe zamétend na srovnani produkénich vlastnosti mikrofas
a kvasinek

- Screening moznosti kokultivace vybranych kmenti karotenogennich kvasinek a
mikrofas

- Srovnani produkce pfi klasické kultivaci a kokultivaci s vyuzitim exogennich
strest

- Optimalizace produk¢nich médii a postupt kokultivace

- Srovnani produkce biomasy a jeji celkové zhodnoceni

- Vyhodnoceni vysledka
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pro kultivaci kvasinek, mikroras a sinic
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

Pepton z kaseinu, Roth (SRN)
Agar-Agar, Roth (SRN)

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

Siran amonny Lach-ner, S.r.o. (CR)

Glycerol Lach-ner, S.r.o. (CR)
Mogovina Lach-ner, S.r.o. (CR)
Dusi¢nan sodny p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)

Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Siran hofe&naty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Dihydrogenfosforecnan draselny
Hydrogenfosfore¢nan draselny

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

Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-Ner, S.r.o. (CR)
Kyselina sirova 96% p.a., Penta (CR)

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

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

4.2 Pristroje a pomicky
4.2.1 Pristroje a pomicky pro kultivace
Box Aura mini iBopTech (CR)
Ttepacka Yellow line, (SRN)
Ttepany inkubator, ZWYR-D2401 — Labwit, BioTech (CR)
Centrifuga Hermle Z36 HK, (CR)
Analytické vahy Boeco (CRN)
Termoblok VWR, (CR)
Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
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4.2.2 Pristroje pro izolaci a analyzu vybranych analytu
Spektrofotometr VIS, Helios 6, Unicam (GB)
Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer (USA)
Termoblok VWR, (CR)
Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
HPLC/PDA sestava: Sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
« Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
* Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
* Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
* Vyhodnocovaci systém Xcalibur
 Kolona Kinetex Core Shell C18-EVO, 150 mm délka, 4,6 mm S§iika,
5,0 um castice, Phenomenex
« Drzak predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)
* Pfedkolona - C18-EVO, Phenomenex
» Filtry pro HPLC, PTFE, Chromservis
 Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)
» Systém MicroTime 200, Picoquant GmbH, objektiv s vodni imerzi
Olympus UPLSAPO 60XW
Thermo Scientific TRACETM 1300 Gas Chromatograph, (Thermo Fischer Scientific,
USA)
* Detektor FID (Thermo Fischer Scientific, USA)
* Thermo Scientific AI 1310 Autosampler
* Kolona Zebron ZB-FAME, 30 m % 0,25 mm x 0,20 um, Phenomenex

4.3 Pouzité mikroorganismy

4.3.1 Kvasinky

Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26
Phaffia rhodozyma CCY 77-1
Rhodosporidium toruloides CCY 062-002-004
4.3.2 Mikroiasy

Desmodesmus acutus CCALA 439
Desmodesmus quadricauda CCALA 463
Coccomyxa sp. CCALA 912
Chlorella sorokiniana CCALA 260
Chlamydomnas reinhardii CCALA 928
4.3.3 Sinice

Synechococcus nidulans CCALA 188

4.4 Kaultivace mikroorganismu

4.4.1 Kultivace karotenogennich kvasinek
Karotenogenni kvasinky rodu Rhodotorula kratochvilovae, Rhodosporidium Toruloides a

Phaffia rhodozyma byly kultivovany v prostfedi BBM média, s rdznymi zdroji uhliku a
dusiku.

4.41.1 Inokulumlall
Prvni fazi kultivace je pfiprava univerzalniho Zivného média pro mikroorganismy.

Kultivace byla provadéna doufazovou inokulaci, kdy do vysterilované¢ho inokula I o objemu
zivného média 40 ml, byly zaockovany ctyii klicky vybraného druhu kvasinek ze zasobnich
Petriho misek. V inokulu I byly kvasinky ponechany po dobu jednoho dne.

27



Druhy den se ¢ast objemu inokula I pfeockovalo do inokula IT v poméru 1:5, kdy inokulum
II mélo objem 100 ml. Slozeni inokula I a II je totozné (viz Tabulka ¢. 1), inokula se lisi
pouze v objemu.

Tabulka ¢. 1. Slozeni YPD média

Slozeni inokula¢niho média

Slozka MnozZstvi

Destilovan4 voda 1000 ml

Kvasni¢ny 109
autolyzat

Bakteriologicky 2049
pepton

Glukéza 209

4.4.1.2 Produkcni média

Posledni fazi kultivace bylo pfeneseni kvasinek z inokula II do pfipravenych produk¢nich
médii. Média obsahovala misto destilované vody BBM medium (sloZeni viz Tabulka ¢. 2 a
Tabulka ¢. 3 ), jedna sada médii méla jako zdroj uhliku glukozu a rizné zdroje dusiku (viz
Tabulka ¢. 4), druha glycerol a take rizné zdroje dusiku (viz Tabulka €. 5).

Tabulka ¢. 2. SloZzeni BBM média

Slozka dH%gs)obm roztok (g/l Mnozstvina 1 1
NaNO3 25,00 10
CaCly-2H20 2,50 10
MgS0O4-7H20 7,50 10
K2HPO4 7,50 10
KH2PO4 17,50 10
NaCl 2,50 10
EDTA - 1
Acidified iron - 1
HsBO3 11,42 1
Trace metals - 1

Tabulka €. 3. SloZeni jednotlivych slozek BBM média

Roztok Slozka Mnozstvi (g/1)
EDTA 50,00
EDTA KOH 31,00
e FeSO47H20 4,98
Acidified iron H,S04 (96%) 1l
ZnS04-7H0 8,82
MnCl,-4 H20 1,44
Trace metals MoOs 0,71
CuS04-5H0 1,57
Co(NO3)2:6 H.0O 0,49
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Tabulka €. 4. SloZeni glukozového média

Slozeni glukozového média
Slozka Koncentrace
Glukéza 30 g/l
Rizné zdroje dusiku
Slozka Koncentrace
Mocovina 1,84 g/l
Siran amonny 4 g/l
Kvasni¢ny 7,85 g/l
autolyzat

Tabulka ¢. 5. Slozeni glycerolového média

Slozeni glukozového média
Slozka Koncentrace
Glycerol 30 g/l
Rizné zdroje dusiku
Slozka Koncentrace
Mocovina 1,84 g/l
Siran amonny 4 g/l
Kvasni¢ny 7,85 g/l
autolyzat

4.4.2 Kultivace mikroras a sinic

Pro kultivaci mikrofas a sinic bylo pouZito produkéni BBM medium, kde jako zdroje stresu
byly pouzity rizné zdroje uhliku a jako zdroj dusiku byla pouzita moc¢ovina (viz Tabulka ¢.
6). Pouzité mikrotfasy byly Scenedesmus obliqus, Desmodesmus acutus, Desmodesmus
quadricauda, Chlorella sorokiniana, Chlamydomonas reinhardii. Pouzité sinice byly
Synechococcus nidulans. Mikroorganismy byly o¢kovany do 40 ml produk¢énich médii, ze
zasobnich roztokii v poméru 1:5. Experiment byl proveden tfikrat, kdy u dvou experimentl
byly mikroorganismy kultivovany za pfistupu svétla a Vv poslednim experimentu byly
kutlivovany ve tmé.

Tabulka ¢. 6. SloZeni fasového a sini¢ného média

SlozZeni fasového a sini¢ného média

Mocovina | 1,849/

Rizné zdroje uhliku

Glukoza 30 g/l

Glycerol 30 g/l

4.4.3 Kokultivace kvasinek a mikroras (sinic)

Experiment kokultivace mikroorganismu probihal vice zptisoby. Ze za¢atku se kultivovalo
v malych objemech v Erlenmeyerovych bankach, kdy nas zajimalo, zda bude kokultivace
viibec mozno provadeét, jestli jsou mikroorganismy spolu symbiotické. Na zakladé narustu
biomasy jsme vyhodnotili, které kvasinky a fasy spolu byly nejkompatibilngjsi a s kokultivaci
jsme dale pokracovali ve vétsich objemech v provzdusiovacich lahvich.
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4.43.1 Kokultivace v Erlenmeyerovych baiikdch

Pro kokultivaci kvasinek a tas byly pripraveny produkéni media sestavajici se ze 40 ml
BBM media, zdrojem uhliku byl v jedné tadé experimentid glycerol a v druhé glukéza,
zdrojem dusiku poté byla pokazdé mocovina (shodné s médii pro kultivaci tas, viz Tabulka ¢.
6). Vybrané druhy kvasinek byly Rhodotorula kratochvilovae, Phaffia rhodozyma a
Rhodosporidium toruloides. Tyto kvasinky byly to produkénich médii zaockovany z Inokula
II, v mnozstvi 8 ml. Poté bylo ptidano tolik mililitrii vybranych fas, aby optické hustota €inila
0,15 (Coccomyxa sp., Desmodesmus acutus, Desmodesmus quadricauda, Synechococcus
nidulans), které byly kultivovavy v provzdusnovacich lahvich a byly probublavany CO». Cely
process kokultivace probihal 10 dni.

4.4.3.2 Kokultivace mikroias s kvasinkou Rhodosporidium toruloides v aerovaném
prostiedi

Pro kokultivace v Pyrexovych lahvich byly vybrany kvasinky rodu Rhodosporidium
toruloides a probihaly celkem ¢tyfi kokultivace, kdy vybrané druhy tfas byly Desmodesmus
Acutus, Coccomyxa sp., Chlamydomonas reinhardii a Chlorella sorokiniana. Kokultivace s
fasou Coccomyxa probihaly v 5 Pyrexovych lahvich o objemu 400 ml, kdy zdrojem uhliku byl
glycerol (30 g/1) a zdrojem dusiku mocovina (1,84 g/1). V jedné lahvi bylo zaockovéano pouze
10 ml R. toruloides, v druhé bylo zao¢kovano jenom 20 ml Coccomyxa a ve zbylych byly
jednotlivé mikroorganismy zaotkované v poméru 1:1, 1:2 a 1:4. Rasy zastupovaly vétsi
objemové procento. Pii ockovani fas se do provzdusiovaci lahve naockovalo tolik zasobniho
roztoku, aby pfi pomé&ru 1:1 byla absorbance fasy pii 680 nm 0,15, pfi poméru 1:2 0,30 a pfi
poméru 1:4 0,60. Pfi zaockovani kvasinkového média pak byla absorbance 0,1. Zbylé tfi
kokultivace probihaly Gplné stejné, pouze s tim rozdilem, Ze Cista fasa byla zaockovéna do
dvou lahvi, z kterych jedna obsahovala BBM médium, glycerol jako zdroj uhliku a mocovinu
jako zdroj dusiku a druha obsahovala pouze BBM medium a moc¢ovinu (1,84 g/l). Pro tento
krok jsme se rozhodli proto, ze prostiedi s glycerolem bylo mnohem nachylnéj$i na
kontaminaci bakteriemi a plisnémi, které v koneéném dusledku byly schopné piertst fasu. U
vSech kokultivaci s touto kvasinkou byl jako zdroj uhliku pouzit glycerol. Kokultivace trvaly
14 dni.

Obrazek ¢. 14. Kokultivaé R. Kratoch. a Desm. quar. Vv provzdusnovacich lahvich
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4.4.3.3 Kokultivace mikrofas s kvasinkou Rhodotorula kratochvilovae v aerovaném
prostiedi

Pro kokultivace s kvasinkou R. kratochvilovae byly vybrany fasy Coccomyxa sp.,
Desmodesmus quadricauda, Desmodesmus acutus a Scenedesmus obliquus. Kokultivace s
jednotlivymi fasami probihaly v 6 Pyrexovych lahvich. Ve dvou lahvich byla ¢isté4 fasa, kdy
jedna lahev obsahovala BBM medium, zdroj uhliku (30 g/l) a zdroj dusiku (1,84 g/1). Zdroj
dusiku byla vzdy mocovina, zdroj uhliku byla bud’ gluko6za, nebo glycerol. A druhd lahev
obsahovala pouze BBM medium a mocovinu (1,84 g/l). Pro tento krok jsme se rozhodli se
stejného divodu jako u predeslych kokultivaci. V tieti lahvi bylo zaockovano pouze 10 ml R.
kratochvilovae a ve zbylych byly jednotlivé mikroorganismy zaockované v poméru 1:1, 1:2 a
1:4 ml. Rasy opét zastupovaly vétsi objemové procento. Stejné jako v predchozim piipadé
bylo pii ockovani fas do provzdusnovaci lahve naockovano tolik zasobniho roztoku, aby pfi
poméru 1:1 byla absorbance fasy pii 680 nm 0,15, pfi poméru 1:2 0,30 a pii pomé&ru 1:4 0,60.
Pii zaoCkovani kvasinkového média pak byla absorbance 0,1. U téchto experimentt Se do
provzdusiovacich lahvi prvné naockovaly fasy, nebyl pfidan Z4dny zdroj uhliku a nechaly se
den nartistat samy, bez pfitomnosti kvasinek. Ty byly spolu se zdroji uhliku ptidany az po dni.
V pripadé kokultivaci u fas D. quadricauda, D. acutus a Scen.obliquus byla jako zdroj uhliku
pokazdé glukosa. V ptipadé Coccomyxa to byl glycerol. Kokultivace trvaly 14 dni.

4.4.4 Stanoveni narustu biomasy

Ke stanoveni narustu se pouzivala zlyofilizovana forma biomasy. V piipad¢ experimentd vV
Erlenmeyerovych zkumavkéach bylo odebrano 30 ml roztoku vzorku a nésledné se vzorek
zcentrifugoval pii 7000 rpm po dobu 6 minut. Po centrifugaci byl odlit supernatant, usazeny
vzorek byl promyty destilovanou vodou a znovu zcentrifugovan. Po opétovné centrifugaci byl
opét odlit supernatant a vzorek byl opét prolit destilovanou vodou a pieveden do predem
zvéazené zkumavky typu Eppendorf.

V ptipadé experimentil v Pyrexovych lahvich bylo odebrano 200 ml vzorku. Postup
centrifugace byl stejny, liSil se pouze v poslednim kroku. Biomasa nebyla pfevedena do
mikrozkumavky typu Eppendorf, ale ponechala se ve stavajici centrifugatni zkumavce
objemu 50 ml. Takto zcentrifugované vzorky byly pfipraveny na lyofilizaci.

Po zlyofilizovani se v ptipad¢ zkumavek Eppendrof vazily celé¢ zkumavky a vdha biomasy
byla vypocitana odectem plné a prazdné Eppendorfovy zkumavky. V piipadé vzorkl v
centrifugacnich zkumavkach byl vzorek pfenesen na vazici misky a zvazen na analytickych
véahach.
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4.45 Priprava vzorku pro analytickou metodu HPLC

4.4.5.1 Acetonovi metoda

Acetonovd metoda byla pouzita v pfipadé zpracovani biomas mikrofas, které¢ produkuji
chlorofyly a polarngjsi karotenoidy. Lyofilizovany vzorek byl odvazen do mikrozkumavky
typu Eppendorf se zavitem. V ptipad¢ kvasinek se odvazené mnozstvi pohybovalo v rozmezi
30 mg, u mikrofas a sinic to bylo 10 mg. Vzorek byl nasledné rehydratovan asi 1 ml vody a
vlozen do mraziciho boxu, aby doslo k poskozeni struktury bunék. V mrazicim boxu byl
ponecham minimaln¢ 30 minut. Po vyndani z mraziciho bohu byl k vzorku pipetovan 1 ml
acetonu a pridany mikro sklenéné kulicky, minimalné ve dvojnasobném mnozstvi nez
biomasa. Mikrozkumavka byla umisténa na vortex a tfepana po dobu 15-30 minut. Po
vytiepani byl obsah mikrozkumavky prelit do 15 ml centrifugac¢ni zkumavky, mikrozkumavka
se vyplachla jesté 1 ml acetonu, ktery byl posléze také vlit do 15 ml centrifugacni zkumavky a
pridalo se do ni jest¢ 2 ml acetonu, aby finalni objem v centrifuga¢ni zkumavce ¢inil 4 ml. Z
tohoto mnozstvi byly odpipetovany 2 ml a ty nasledn¢ byly odpafeny na dusikové odparce.
Vysus$ena biomasa byla rozpusténa ve 2 ml smési ethylacetatu a acetonitrilu HPLC kvality v
poméru 1:2. Posledni krok extrakce spocival v piefiltrovani vzorku do vialky o objemu 1,8 ml
a ulozen do mraziciho boxu pied samotnou HPLC analyzou. Parametry HPLC sestavy jsou
uvedeny v tabulce (Tabulka ¢. 7).

4.45.2 Extrakce dle Folsche

Tento typ extrakce byl pouzit pro zpracovani kvasinkovych vzorkl, protoze kvasinky
produkuji vice nepolarnich karotenoidd. Bylo odvazeno 5-15 mg biomasy do mikrozkumavky
typu Eppendorf se zavitem a tésnénim. Vzorek se nasledné hydratoval 1 ml destilované vody.
Pro lepsi naruseni struktury bun¢k biomasy se vzorek na 20-30 min vlozil do — 80°C). Poté
byly vzorky vytazeny, rozmraZzeny a na centrifuze stoceny. Supernatant byl vylit. Ptidaly se
sklenéné kulicky (glass pearls) a 1 ml methanolu p.a. Vzorky se pak daly na 15-30 minut
trepat na vortex. Poté se vzorek pfevedl do 15 ml centrifugacni zkumavky a ptidaly se k nému
jesté 2 ml chloroform laboratorni kvality. Zkumavky se daly na 10 min tfepat na vortex.
Pfidal se 1 ml destilované vody a vzorky se stacely na centrifuze pii 1500-2000 rpm po dobu
1 minuty. Po staceni se odpipetovala spodni chloroformova faze a ta se nasledné odpafila v
termobloku, kde inertni atmosféru zajiStoval N2. Po odpateni se ke vzorku ptidal 1 ml smési
ethylacetatu a acetonitrilu HPLC kvality v pomé&ru 1:2. Poslednim krokem bylo ptefiltrovani
vzorku ptes 0,4 um filtr PTFE do vialky o objemu 1,8 ml. Parametry HPLC sestavy jsou
uvedeny v tabulce (Tabulka ¢. 7).

Tabulka €. 7. Gradientovy program a sloZeni mobilnich fazi pro HPLC analyzu karotenoidi

Kolona Nepolarni C18

Detektor DAD

Slozeni MF A: MF B:

MF ACN:TrisHCI:MeOH | MeOH:EtAc
84:14:2 60:40

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

0 100 0

13 0 100

19 0 100

20 100 0

24 100 0
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4.4.6 Transesterifikace vzorku mikrobialni biomasy

Do krymplovacich vialek se odvazilo ptiblizn¢ 10 mg zlyofilizované biomasy. Pfidalo se
1,8 ml transesterifika¢ni smeési.

Ta obsahuje 15% H2SOs4 v methanolu HPLC kvality a interni standard kyseliny
heptadekanové v koncentraci 0,5 mg/ml. Takto pfipravené vzorky byly zakrymplovany a
nechaly inkubovat v termobloku po dobu 2 hodin pfi teploté 85°C. Po uplynuti této doby jsou
transesterifikované vzorky volné ponechany, aby se vychladily na pokojovou teplotu.

Do vialek 0 objemu 5 ml se napipetuje 0,5 ml 0,05 mol/l NaOH a kvantitativné se do ni
pievede obsah vialky se vzorkem. V dal$im kroku se piida 1 ml hexan HPLC kvality, vialka
se uzavie a nechd se na vortexu tfepat po dobu 5 minut. Po oddé€leni fazi se z organické
hexanové faze odebere 0,1 ml a pievede do Cisté 1,8 ml vialky spolu s 0,9 ml hexane HPLC
kvality. Takto pfipraveny vzorek je analyzovan pomoci GC. Parametry GC sestavy jsou
uvedeny v tabulce (Tabulka ¢. 8).

Tabulka ¢. 8. Parametry GC/FID

Zebron ZB-FAME, o rozmérech

Kapilarni kolona 30 m x 0,25 mm x 0,20 um

Davkovani Autosampler Thermo Scientific Al 1310
Objem nastiiku vzorku 1l

Pomér nastriku délice toku 10

Konstantni pritok nosného plynu

H> 1 ml/min
Detektor Plamenové ionizadéni
Teplota 250 °C

Vzduch 350 ml/min, make-up N2 30 ml/min,
Pratok H2 35 ml/min
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Kvasinky

V téchto experimentech byly pro kultivaci pouzity kmeny kvasinek Rhodotorula
kratochvilovae, Phaffia rhodozyma a Rhodosporidium toruloides. Prvni kultivace probihaly
po dobu 4 dnd, poté po dobu 10 dnii. Byla pouzita riznd média, u kterych se ménily zdroje
uhliku a dusiku. Déle bylo dulezité zjistit, jak dobte kvasinky porostou na BBM médiu, které
je esencialni pro fasy. Bez BBM média by nebylo mozné zkouset kokultivace, protoze
mikrofasy by bez néj neprezily.

5.1.1 Kmen Rhodotorula kratochvilovae
Kultivace po dobu 4 dni

V tomto experimentu, kdy byl kmen R. kratochvilovae kultivovan po dobu 4 dni
v Erlenmeyerovych bankach na médiu v objemu 40 ml s riznymi zdroji uhliku a dusiku byl
sledovan narust biomasy a jednotlivych metabolitd. Z tabulky (Tabulka ¢. 9) lze vidét, Ze
nejvetsi narust biomasy byl na médiu, které obsahovalo glukézu a kvasnicny autolyzat, poté
na médiu s glukézou a ureou a glycerolem a kvasniénym autolyzatem. Nejmensi narust
biomasy byl na médiu, které obsahovalo glycerol a ureu.

Celkovou produkci metaboliti v zavislosti na slozeni média lze vidét v grafickém
znazornéni (Obrazek ¢. 16). Nejvétsi produkci karotenoidit vykazuji kvasinky v médiu
s glycerolem a siranem amonnym. V ostatnich médii byla jejich produkce podobna. Nejvétsi
zastoupeni ergosterolu bylo u kultivace na glycerolovém médiu se siranem amonnym
(6,02 mg/g biomasy) a na glukézovém médiu se siranem amonnym (5,09 mg/g biomasy).
Nejvice B-karotenu bylo zaznamenano u média s glycerolem a ureou (3,63 mg/g biomasy).
MO ve vSech médiich s vyjimkou toho s glukézou a kvasni€nym autolyzatem byly schopné
produkce torularhodinu a lykopenu. Jako produkt ve vSech médiich byl také zaznamenéan
koenzym Q. Procentualni slozeni akumulovanych lipidd ukazuje grafické zndzornéni
(Obrazek ¢. 17). Na vSech médiich jsou procentualné nejvice zastoupeny MUFA. Produkce
PUFA a SFA jak v ramci jednotlivych médii, tak i celkové, je podobnd. Nejvétsi procentudlni
zastoupeni MUFA maji média glukdza a urea a glukoza s kvasnicnym autolyzatem. NejveEtsi
produkci SFA mélo medium glycerol a urea a nejvétsi zastoupeni PUFA bylo v médiu
glycerol a kvasi¢ny autolyzat.

Celkova produkce lipidli na mnozstvi biomasy je znazornéna v grafickém znazornéni
(Obrazek ¢. 18). Nejvétsi procentualni zastoupeni lipidi v poméru k biomase vykazovaly
kvasinky na médiu s glycerolem a ureou. Nejvétsi mnozstvi vyprodukovanych lipidd bylo
zaznamenano u mikroorganismti kultivovanych v médiich gluk6éza sureou a glukdza
S kvasnicnym autolyzatem. Nejvét§si procentudlni zastoupeni lipidii bylo zaznamenano u
kvasinek rostoucich na glycerolovém médiu s ureou.

Tabulka ¢. 9. Narust biomasy R. kratochvilovae v riznych produkénich médiich

Glukoza Glycerol Glycerol Glukoza Glycerol Glukoza
urea urea (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 kvas. kvas.
12,17 g/l 4,78 g/l 6,19 g/l 9,32 g/l 11,42 g/l 13,38 g/l
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15,0 -

10,0 +
5,0 ~
0,0 -
Gluk+urea Glyc+urea Glyctsir.amonny Gluk+sir.amonny  Glyc+kvas. Gluk+kvas.
m 3-karoten [mg/g biomasy] m Torulen [mg/g biomasy]
m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy] = Ergosterol [mg/g biomasy]
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Obrazek €. 16. Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae na riznych
produkcnich médiich
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Obrazek ¢. 17. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene R. kratochvilovae v riznych produkcénich médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 18. Grafické zndazornéni produkce lipidii s kmenem R. kratochvilovae Vv riznych
produkcnich médiich po 4 dnech
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Kulltivace po dobu 4 dnii na BBM médiu

V tomto experimentu, byl kmen R. kratochvilovae kultivovan po dobu 4 dni stejné jako
V pfedchozim experimentu. Rozdil byl ten, ze se jiz kultivovalo v Erlenmeyerovych baiikach
ve 40 ml BBM média s riznymi zdroji uhliku a dusiku. Tabulka ¢. 10 ukazuje, ze nejvetsi
narust biomasy byl pozorovan na BBM médiu s glukézou a ureou. Z tabulky lze také vidét, ze
V tomto experimentu byly vyrazné rozdily v produkci v zavislosti na sloZzeni média. Nejmensi
narust biomasy byl zaznamenan na médiu s gluk6ézou a siranem amonnym.

Celkova produkce metaboliti v zavislosti na slozeni média je zobrazena v grafickém
znazornéni (Obrazek ¢. 19). Nejvétsi produkce byla zaznamenana u produk¢éniho média
glukéza a glycerol se siranem amonnym a v médiu s glukézou a kvasni¢nym autolyzatem.
Produkce ergosterolu byla nejvyssi u médii s glycerolem a siranem amonnym (4,07 mg/g
susiny). Nejvétsi produkce B-karotenu je u média s glukézou a kvasniénym autolyzatem
(1,46 mg/g biomasy). Produkce koenzymu Q je nejvyssi u médii glycerol a siran amonny a
glukoza se siranem amonnym. Procentudlni slozeni akumulovanych lipidi ukazuje grafické
znazornéni (Obrazek ¢. 20). Na vSech médiich jsou procentualné opét nejvice zastoupeny
MUFA, jejich mnozstvi v zavislosti na produkénim médiu bylo ve vSech srovnatelné.
Produkce PUFA a SFA jak v ramci jednotlivych médii, tak i celkové, je podobna, az na média
glycerol, glukoza, oba s kvasnicnym autolyzatem. Nejvétsi procentualni zastoupeni MUFA
maji kvasinky v médiu s glukézou a siranem amonnym. Nejvétsi produkci SFA méla R.
kratochvilovae na BBM médiu s glycerolem a ureou. Nejvétsi zastoupeni PUFA mély
kvasinky z média glukoza s kvasni¢nym autolyzatem.

Celkova produkce lipidi na mnozstvi biomasy je znazornéna v grafickém znézornéni
(Obrazek ¢. 21). Nejveétsi zastoupeni lipidi vykazovaly kvasinky z média glycerol a siran
amonny. Ostatni hodnoty zastoupeni lipidi a produkce mnozstvi lipida v g/ jsou ve zbylych
médiich ptiblizné stejné. Nejvétsi procentudlni zastoupeni lipidi bylo zaznamendno u média
S glycerolem a siranem amonnym.

Tabulka ¢. 10. Narust biomasy R. kratochvilovae v rtiznych produkénich BBM médiich

Glycerol Glycerol Glycerol Glukéza Glukoéza Glukéza
kvas. urea (NH4)2S04 (NH4)2S04 | urea kvas.
589¢g/l | 12,74 g/l 8,85 g/l 3,98 g/l 18,42 g/l 5,85 g/l
20,0 -
15,0
10,0
5,0 A
0,0 - . - w  — . .‘——‘
S- 2 N q- S
o™ ™ eks'«-?““o““ e - ™ o™
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m Torulen [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy]
m Torularhodin [mg/g biomasy]

m [ ykopen [ug/l média]

m B-karoten [mg/g biomasy]
Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy]
Biomasa [g/l]
Obrazek €. 19. Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae na riznych

produkcnich BBM médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 20. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene R. kratochvilovae v riznych produkcénich BBM médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 21. Grafické zndzornéni produkce lipidii s kmenem R. kratochvilovae Vv riznych
produkcnich BBM médiich po 4 dnech

Kultivace po dobu 10 dni na BBM médiu
Pro tento experiment byl pouzit stejny objem média a stejné médium jako v prechozim
ptipadé, jedinym rozdiilem je tentokrat délka kultivace, MO se nechaly v médiu po dobu 10
dni. Z tabulky narustu biomasy (Tabulka ¢. 11) lze vidét, ze po 10 dnech se uz kvasinky
pravdépodobné dostaly do faze odumirani MO, protoze celkova produkce biomasy je nizsi
nez v piedchozim experimentu. Nejvyssi produkci mély kvasinky v médiu glukéza, kvasnicny
atolyzat, nejmensi potom v médiu glycerol, kvasni¢ny autolyzat.

Produkce metabolitll je znazornéna v grafickém zobrazeni (Obrazek ¢. 22). Nejvétsi
produkce karotenoidii probihala v médiu s glukézou a ureou. Nejvétsi produkce ergosterolu
byla na médiu s glycerolem a ureou (4,02 mg/g biomasy), pB-karoten mél produkci piiblizné
stejnou u vsech médii, ale nejmensi byl u média s gluk6zou a siranem amonnym a nejvyssi u
glycerolu s ureou (0,84 mg/g susiny).

Nejvice torularhodinu se vyprodukovalo na médiu s glycerolem a siranem amonnym.
Procentualni sloZzeni akumulovanych lipidti je znazornéno v grafu (Obrazek ¢. 23). Produkce
MUFA, PUFA i SFA je srovnatelné ve V§6Ch médiich az na médium s glycerolem a kvas.

cvwr

nejvyssi produkce PUFA ze vsech medn.
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Produkce lipida v zavisloti na médiu je uvedena v grafu (Obrazek ¢. 24). MnozZstvi
vyprodukovanych lipidi ve vSech médiich je podobné, az na médium glycerol, kvas.
autolyzat. Nejvetsi procentualni zastoipei lipidi vyprodukovaly MO v médiu s glycerolem a

ureou.

Tabulka ¢. 11. Narust biomasy R. kratochvilovae v produkénich BBM médiich s riznymi

zdroji CaN

Glukdza
urea

Glukdza
kvas.

Glukoza
(NH4)2S04

Glycerol
urea

Glycerol
kvas.

Glycerol
(NH4)2S04

10,19 g/l

13,57 gl

5,84 g/l

9,21 g/l

6,83 g/l

10,46 g/l
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m Torulen [mg/g biomasy]

Ergosterol [mg/g biomasy]

2,0 A I I I
0,0 -

m Torularhodin [mg/g biomasy]
® Lykopen [ug/l média]

Obrazek €. 22. Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitu R. kratochvilovae na riznych
produkcnich BBM médiich po 10 dnech

100%

80%

60%

40%

20%

0%

(s
Nk
oW

W SFA

s
owe
MUFA m PUFA

Obrazek €. 23. Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupne
saturace u kmene R. kratochvilovae v riznych produkcnich BBM médiich po 10 dnech
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Obrazek €. 24. Grafické zndzornéni produkce lipidii s kmenem R. kratochvilovae v riznych
produkcnich BBM médiich po 10 dnech

5.2 Kmen Phaffia rhodozyma

5.2.1 Kultivace 4 dny

Cilem této kultivace bylo porovnat produkci biomasy v zavislosti na riznych zdrojich
dusiku a uhliku v médiu. Z produkéni tabulky (Tabulka ¢. 12) Ize vidét, Ze nejvetsi narust
biomasy byl v médiu s glycerolem a kvasniénym autolyzatem, druha nejvétsi je potom v
médiu s glukézou a kvasninym autolyzatem. Ostatni produkce biomasy v médiich jsou
srovnatelné. Uvedené produkce karotenoida (Obréazek €. 25) ukazuji, Ze nejvétsi a srovnatelné
produkce byly v médiich glycerol se siranem amonnym a ureou a v médiu glukoza s
kvasni¢nym autolyzatem. Ostatni produkce celkovych karotenoidli jsou v porovnani s témito
ttemi hodné malé. Nejvétsimi producenty ergosterolu pak byly MO na médiu s glycerolem a
ureou (3,87 mg/g biomasy) a glukézou a siranem amonnym (4,17 mg/g biomasy). Produkce
B-karotenu byla nejvy$si u médii S glukdézou a siranem amonnym (1,71 mg/g biomasy),
glycerolem a siranem amonnym (1,73 mg/g biomasy) a glycerolem a ureou (1,53 mg/g
biomasy). Koenzym Q byl také nejvyssi u téchto tiech kokultivaci, nejvyssi hodnotu mél u
média s glukdzou a siranem amonnym (1,79 mg/g biomasy). Procentualni produkci MK
v akumulovanych lipidech ukazuje graf (Obrazek ¢. 26). Produkce SFA bya u vSech MO ve
vSech médiich srovnatelnd a byly to minortini produkty. V piipad€ kvasinek kultivovanych
v médiich s glycerolem a ureou, gluk6zou a ureou a glycerolem a siranem amonnym jsou
majoritnim produktem MUFA, stim, Ze médium s glycerolem a ureou méllo nejvyssi
produkci MUFA ze vSech.

U médii s glukézou a siranem amonnym, a glukdézou a glycerolem s kvasnicnym
autolyzatem jsou majoritnimi produkty PUFA. Nejvétsi produkce PUFA byy schopny
kvasinky rostouci na médiu s glukézou a siranem amonnym. Celkova produkce lipida
(Obrazek ¢. 27) je ptiblizné srovnatelna u vSech médii, az na média glukdza a siran amonny a
glycerol s kvasnicnym autolyzatem. Nejvétsi procentudlni zastoupeni lipidd bylo u média
s gluk6zou a ureou.

Tabulka ¢. 12. Narust biomasy P. rhodozyma v rtiznych produkénich médiich

Glukoza Glukoza Glukoza Glycerol Glycerol Glycerol
(NH4)2S04 kvas. urea kvas. (NH4)2SO4 urea
2,39 g/l 3,11 g/l 2,69 g/l 3,48 g/l 2,66 g/l 2,69 g/l
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Obrazek €. 26. Grafické zndzornéni procentudalniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene P. rhodozyma v riznych produkcnich médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 27. Grafické zndzornéni produkce lipidit s kmenem P. rhodozyma v riiznych produkénich
médiich po 4 dnech

5.2.2 Kaultivace 4 dny na BBM médiu

V tomto experimentu bylo zakladem produkéniho média BBM medium S riznymi zdroji
uhliku a dusiku. Z produkéni tabulky (Tabulka ¢. 13) je ziejmé, Ze nejvyssi produkei
zaznamenaly kvasinky z produk¢éniho média BBM, glycerol a urea. Nejmensi produkce byla
zjiSténa na médiu BBM, glycerol a siran amonny. Produkce celkovych karotenoidti (Obrazek
¢. 28) je ve vSech médiich srovnatelna, pouze na médiich glukéza s ureou a glycerolem se
siranem amonnym je mirn¢ vyssi. Nejvice ergosterolu bylo zaznamenano u média s glukézou
a ureou (4,74 mg/g suSiny). Nejvice B-karotenu vyprodukovaly MO na médiu glycerol se
siranem amonnym (1,29 mg/g biomasy). U vSech ostatnich médii je jeho produkce ptiblizné
srovnatelna. Procentualni zastoupeni MK v biomase (Obrazek ¢. 29) je specifické pro kazdé
produkéni médium. U média s glycerolem a kvas. autolyzitem byly kvasinky schopny
produkovat pouze SFA a PUFA.
Zde byla produkce SFA nejvétsi ze vech vzorkt. Nejvétsi produkce MUFA byla ze vzorku
v médiu s glukézou a kvasni¢nym autolyzatem a nejvetsi produkce PUFA mél vzorek s média
glukéza se siranem amonnym. Nejvétsi produkce lipidi (Obrazek €. 30) byla zaznamenana u
médii, kde byla v obou ptipadech jako zdroj uhliku glukéza, jednou se siranem amonnym a
podruhé s kvasni¢nym autolyzatem. Produkce lipidii v médiu glycerol, kvasni¢ny autolyzat
byla minimalni.

Tabulka ¢. 13. Narust biomasy P. rhodozyma Vv produk¢nich médiich s riznymi zdroji C a N

Glycerol Glycerol Glycerol Glukoza Glukoza Glukoza
kvas. urea (NH4)2SO4 (NH4)2S04 urea kvas.
4,34 g/l 6,88 g/l 2,02 g/l 2,59 g/l 2,53 g/l 3,96 g/l
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Obrazek €. 28. Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitu P. rhodozyma na riznych
produkcnich BBM médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 29. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene P. rhodozyma v riznych produkcénich BBM médiich po 4 dnech
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Obrazek €. 30. Grafické zndzornéni produkce lipidit s kmenem P. rhodozyma Vv riiznych produkcénich
BBM médiich po 4 dnech
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5.2.3 Kultivace 10 dni na BBM médiu

Experiment probihal ve stejném produkénim BBM médiu s riiznymi zdroji uhliku a dusiku
jako v predchozim experimentu, rozdilem je délka trvani kultivace. Produkce biomasy
(Tabulka ¢. 14) je v této kultivaci piiblizné srovnatelna ve vSech médiich. Nejvyssi produkcei
umoznilo médium s glycerolem a ureou, nejmensi produkci vykazovalo médium s glukozou a
ureou. Graf produkce karotenoidnich barviv (Obréazek €. 31) ukazuje, ze produkce celkovych
karotenoidu je ve vSech médiich také srovnatelna, s tim Ze ale nejvyssi je v médiu s glukdzou
a siranem amonnym. Nejvyssi produkce koenzymu Q byla zaznamendna u média s gluk6zou
a siranem amonnym (1,98 mg/g biomasy). Ergosterol byl nejvyssi u glukdzy s kvasni¢nym
autolyzatem (2,04 mg/g suSiny). B-karoten byl nejvice zastoupey u média s glukozou a
siranem amonnym.

Co se tyce procentudlniho zastoupeni lipidi (Obrazek €. 32), také je ve vSech typech médii
pfiblizn€ podobné. Nejvétsi zastoupeni MUFA méa médium s glukézou a siranem amonnym,
PUFA ma nejvétsi podil ve vzorku z média glukdza s kvasnicnym autolyzatem a SFA ma
nejvétsi hodnotu produkce zmédia s glycerolem a kvasnicnym autolyzdtem. MnoZstvi
produkce lipidi nastala v médiu s glukézou a kvasni¢nym autolyzatem. Procentudlné nejvice
lipidii v biomase bylo na glycerolovém a gluk6zovém médiu se siranem amonnym.

Tabulka ¢. 14. Narust biomasy P. rhodozyma v produkénich BBM médiich s riznymi zdroji C
aN

Glukoza Glukoza Glukoza Glycerol Glycerol Glycerol
urea kvas. (NH4)2S04 urea kvas. (NH4)2S04
4,72 g/l 4,68 g/l 5,57 g/l 5,89 g/l 5,44 gl 53¢/l
7,0 +
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2,0 A
1,0
0,0 —I—I—el—l—y——lj—ﬁ—- - B  E
2 . 4 a S .
Cs\o\‘w‘e c;\xs\‘*\dz\s s o N * o\ia\da 0\\}&%\;.@ o
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Biomasa [g/1]

Torularhodin [mg/g biomasy]

m Lykopen [mg/g biomasy]
Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy]

Obrazek €. 31. Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitu P. rhodozyma na ruznych

produkcnich BBM médiich po 10 dnech
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Obrazek €. 32. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene P. rhodozyma v riznych produkcnich BBM médiich po 10 dnech
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Obrazek €. 33. Grafické zndzornéni produkce lipidit s kmenem P. rhodozyma v riiznych produkcnich
BBM médiich po 10 dnech

5.3 Kmen Rhodosporidium toruloides

V piipad¢ kmene R. toruloides byla v ramci této prace provedena pouze kultivace na BBM
médiu, protoZe ostatni kultivace za srovnatelnych podminek byly obsahem druhé simultanné
provadéné bakalafské prace. [51]

5.3.1 Kaultivace 10 dni na BBM médiu

Tato kultivace probihala, aby se zjistilo, zda je vybrany kvasinkovy kmen schopny rtist a
prezit v BBM médiu, dilezitém pro kokultivace. V médiich byly rizné zdroje uhliku a dusiku.
Z produk¢ni tabulky (Tabulka €. 15) vyplyva, ze nejvétsi produkci mély kvasinky v médiu s
glycerolem a ureou. Nejmensi produkcei vykazovalo produkéni médium s glycerolem a kvas.
autolyzatem. Z grafu celkové produkce metabolitt (Obrazek ¢. 34) muzeme vidét, Ze celkova
produkce karotenoidl je potom ve vSech médiich velmi podobna. Produkce ergosterolu na
vSech médiich je pfiblizné stejnd, pouze u glukdzy s ureou je mensi. Nejvyssi je u média
s glycerolem a ureou (2,78 mg/g biomasy).
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Produkce pB-karotenu je také u vSech médii srovnatelna, ale nejvyssi je u média
s glycerolem a ureou (0,84 mg/g biomasy). Co se ty¢e procentualniho zastoupei lipidd ve
vzorku (Obrazek ¢. 35), tak ve vSech médiich je srovnatelné mnozstvi MUFA i PUFA, az na
vzorek z média glukoza + urea. Kvasinky z tohoto média produkovaly pouze MUFA a SFA, s
tim ze maji nejveétsi procentudlni zastoupeni MUFA ze vSech vzorkil. Nejvétsi zastoupeni
SFA ma vzorek z média glukdza a kvas. autolyzat. Nejvétsi zastoupeni PUFA mé medium se
zdrojem uhliku glycerolem a s kvas. autolyzatem. Nejvétsi celkovou produkcei lipida (Obrazek
¢. 36) mély MO kultivované na glukdzou a kvasni¢nym autolyzatem. Ostatni produkce jsou
srovnatelné, az na média s glukozou a ureou a glycerolem a kvasni¢nym autolyzatem, kde je
produkce mensi. Nejvétsi procentudlni zastoupeni lipidit v biomase bylo zaznamenano u
kvasinky na gluk6zovém médiu se siranem amonnym.

Tabulka ¢. 15. Narust biomasy R. toruloides v produkénich médiich s riznymi zdroji C a N

Glukoza Glukoza Glukoza Glycerol Glycerol Glycerol
(NH4)2SO4 urea kvas. (NH4)2S04 urea kvas.
4,6 g/l 3,46 g/l 7,72 g/l 5,01 g/l 12,76 g/l 2,31 g/l
10,0 ~
8,0
6,0 +
4,0
2,0 1
00— mim = . mi. = 0wl  mm N . m :
G\wé\"‘““\om 0\““” - o\“\‘k\d& 6\«50*%\‘ -“‘“0“@ 6\‘30)&@% e\ﬂ“\dﬁ

Obrazek ¢. 34. Grafické znazornéni produkce vybranych
produkcnich BBM médiich po 4 dnech

Torularhodin [mg/g biomasy]
Lykopen [mg/g biomasy]

Celkov¢ karotenoidy [mg/g biomasy]

Ergosterol [mg/g biomasy]

m Torulen [mg/g biomasy]

H B-karoten [mg/g biomasy]

m Coenzym Q [mg/g biomasy]
Biomasa [g/l]

metabolitit R.

toruloides na riznych
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Obrazek €. 35. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene R. toruloides v riznych produkcnich BBM médiich
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Obrazek €. 36. Grafické zndzornéni produkce lipidii s kmenem R. toruloides v ruznych produkcnich
BBM médiich po 10 dnech

5.4 Rasy

V ptipadé cistych fasovych experimentli byly provadény kultivace v BBM médiich s
riznymi zdroji uhliku a dusiku (Tab. 6). Kultivovanymi mikrofasami byly Scenedesmus
obliqus, Desmodesmus acutus, Desmodesmus quadricauda, Chlorella sorokiniana,
Chlamydomonas reinhardii. Pouzité sinice byly Synechococcus nidulans. Cilem experimentu
bylo zjistit, zda jsou vybrané kmeny fas schopny mixotrofniho zptsobu ristu, tedy piijimani
organického zdroje uhliku. V prvnich dvou saddch experimentd, kdy byly kultury
Vv osvétlenych Erlenmeyerovych zkumavkach bylo zjisténo, ze fasy v médiu v pifitomnosti
uhliku nebyly schopny pfezit 1 ptes pritomnost svétla. Ve tietim experimentu se slozeni médii
nezménilo, pouze se Erlenmeyerovy banky zabalily do alobalu, aby k mikroorganismim
nem¢lo viibec piistup svétlo. Ani tento experiment zadna kultura fas neptezila. Zjistilo se, ze
zkoumané kmeny fas jsou skutecné striktné fotoautotrofni.

5.5 Kokultivace
V kokultiva¢ni ¢asti vysledki se porovnavaly produkce kvasinek a fas jak samotnych, tak
v kokultivacich. Média méla stejné slozeni, zdkladem bylo BBM médium se zdrojem dusiku
ureou, jediny rozdil byl ve zdroji uhliku, kdy to byla gluk6za nebo glycerol.
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Porovnavaly se produkce MK, karotenoidnich barviv, ergosterolu a koenzymu Q. Do
neoxantin, violaxantin, torulen a torulahodin, ale v porovnani s ostatnimi barvivy bylo jejich
mnozstvi zanedbatelné, proto se pro prehlednost v grafech nenachézeji. Vyjimkou jsou pouze
produkty, jejichz mnozstvi bylo srovnatelné s ostatnimi barvivy.

5.5.1 Kokultivace s kmenem Phaffia rhodozyma
Kokultivace P. rhodozyma na BBM médiu s glycerolem a ureou

V tomto experiment probihala kokultivace P. rhodozyma s riznymi fasami v produkénim
médiu se zdrojem uhliku glycerolem. Pti vyhodnoceni produkce biomasy (Tabulka ¢. 16) bylo
zjisténo, ze sice nejvetsi narust biomasy ma Cista kvasinka, ale kokultivace s fasou D. acutus
ma produkci biomasy piiblizné srovnatelnou. Nejmensi narust biomasy se projevil u vzorku
kokultivace s Coccomyxa sp.. V grafickém znazornéni produkce metabolitii (Obrazek ¢. 37)
lze vidét, ze kokultivace se Synech.. nidulans ma nejvétsi mnozstvi vyprodukovanych
celkovych karotenoidu (1,88 mg/g biomasy).

Druhé nejvétsi mnozstvi ma samotna kvasinka (1,28 mg/g biomasy) a mezi ostatnim
kokultivacemi je mnozstvi vyprodukovanych karotenoidii priblizné stejné. Nejveétsi mnozstvi
ergosterolu (1,69 mg/g biomasy) a koenzymu Q (2,15 mg/g biomasy) byla schopna
vyprodukovat kokultivace s fasou Coccomyxa sp..

Nejvetsi mnozstvi B-karotenu vyprodukovala sinice Synech. nidulans (0,68 mg/g biomasy).
Pii porovnani procentudlniho zastoupeni lipidi ve vzorcich (Obrazek €. 38) lze vidét, ze
nejvétsi produkci MUFA mé kokultivace s Coccomyxa sp.. Tato kokultivace také
vyprodukovala pouze MUFA a SFA. U ostatnich vzorki, krom kokultivace s D. quadricauda,
je procentudlni produkce lipidi srovnatelna. Graf porovnani produkce mnozstvi lipida
(Obrazek ¢. 39) ukazuje, Ze produkce i procentualni zastoupeni lipidl je nejvyssi u samotné P.
rhodozyma a v kokultivaci s fasou D. acutus.

Tabulka ¢. 16. Narust biomasy P. rhodozyma a mikotas v kokultivacich s glycerolem a ureou

Synechoc. Desmos. Coccomyxa Desmod. P. Rhodozyma
nidulans quadricauda sp. acutus
3,89 g/l 4,07 g/l 2,51 g/l 8,43 g/l 8,71 g/l
9,0 ~
8,0 4
7,0 4
6,0 -
5,0 4
4,0 A
3,0 4
2,0 A
1,0 4
0,0 -
Synech.nidulans Desm.quadricauda Coccomyxa sp. Desm.acutus P.rhodozyma
m Lutein [mg/g biomasy] m 3-Karoten [mg/g biomasy]
H Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]  ® Chlorofyl A [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy] m Coenzym Q [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy] m Biomasa [g/1]

Obrazek €. 37. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii P. rhodozyma v kokultivacich na
glycerolovém médiu
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Obrazek €. 38. Grafické zndzornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s P. rhodozyma s riznymi mikrorasami na glycerolovém médiu
25
20
15

10

5
, LI [ M I-I-_

ao

. N a
<@ sp . acum M

. caﬂ
adrt o C(;ofm7 pes™

S
h.ﬂ.\ du\om
eC D@Sm'qu

P .r“OdO

m Biomasa [g/1] % zastoupeni lipidi ™ Mnozstvi lipida [g/1]

Obrazek €. 39. Grafické zndzornéni produkce lipidii v kokultivacich s kmenem P. rhodozyma
S ruznymi mikrorasami na glycerolovém médiu

Kokultivace P. rhodozyma na BBM médiu s gluk6zou a ureou

Experiment je shodny s pfedchozim, s rozdilem ve zdroji uhliku, v tomto pfipadé¢ jim byla
glukoza. Z tabulky produkce biomas (Tabulka ¢. 17) lze vidét, ze v piipadé kokultivace
kvasinky se sinici Synech. nidulans je narust biomasy vétSi nez u samotné kvasinky a
ostatnich kokultivaci. Zbylé kokultivace maji srovnatelnou produkei a ta je nizsi nez biomasa
samotné P. rhodozyma. Co se ty¢e ale produkce karotenoidi a barviv (Obrazek ¢. 40), je zde
jednoznaéné nejveétsim producentem metabolitd kokultivace P. rhodozyma a Desm.
quadricauda. Tato kokultivace vyprodukovala nejvétsi mnozstvi koenzymu Q (8,64 mg/g
susiny), ergosterolu (6,14 mg/g biomasy), P-karotenu (0,61mg/g suSiny) i celkovych
karotenoidt (1,55 mg/g susiny). Druhym nejlepSim producentem je pak kokultivace s fasou
Desm. acutus. Nejmensim producentem vSech metabolitl byla sinice Synech. nidulans.

Procentualni zastoupeni MK v akumulovanych lipidech (Obrazek ¢&. 41) a celkové
vyprodukované mnozstvi lipida (Obrazek ¢. 42) je ve vSech piipadech (jak v kokultivacich,
tak 1 u samotné kvasinky) naprosto srovnatelné. Nejvétsi procentudlni zastoupeni lipida
v biomase poté mé&ly kokultivace s fasou Desm. acutus a sinici Synechoccocus nidulans.

Tabulka ¢. 17. Narust biomasy P. rhodozyma a mikofas v kokultivacich s gluk6zou a ureou

Desmos. Synechoc. Desmod. Coccomyxa sp. Cista
quadricauda nidulans acutus kvasinka
2,69 g/l 3,28 g/l 2,63 g/l 2,55 g/l 3,12 g/l
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10,0 ~

8,0 -
6,0 -
4,0
2,0 +
0,0 L T ‘ T
Desm.quadricauda Synech.nidulans Desm.acutus Coccomyxa sp. P.rhodozyma
m Lutein [mg/g biomasy] m 3-Karoten [mg/g biomasy]
H Celkové karotenoidy [mg/g biomasy] ™ Chlorofyl {mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy] m Coenzym Q [mg/g biomasy
= Ergosterol [mg/g biomasy] m Biomasa [g/l]

Obrazek €. 40. Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii P. rhodozyma v kokultivacich na
glukozovem médiu
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Obrazek €. 41. Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s P. rhodozyma s riznymi mikrorasami na glukézovém médiu
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Obrazek €. 42. Grafické zndzornéni produkce lipidit v kokultivacich s kmenem P. rhodozyma
S riznymi mikrorasami na glukozovém mediu
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5.5.2 Kokultivace s kmenem Rhodosporidium toruloides
Kokultivace R. toruloides na BBM médiu s glycerolem a ureou

Z tabulky (Tabulka ¢. 18) mlizeme pozorovat, ze nejvyssi produkci ma v tomto piipadé
samotnd kvasinka. Produkce celkovych karotenoidii (Obrazek €. 43) je u vSech vzorkl
srovnatelna, s vyjimkou kokultivace s Coccomyxa sp., kdy je mens$i. Nejvyssi produkce
karotenoidi se ukazala byt v kokultivaci se sinici Synechoccocus nidulans (4,67 mg/g
biomasy). Nejvétsim producentem ergosterolu a koenzymu Q pak byla kokultivace
s Coccomyxa sp (3,07 mg/g biomasy a 2,42 mg/g biomasy). Produkce B-karotenu je u vSech
kokultivaci srovnatelna, jen Coccomyxa mela produkci mensi.

Procentualni zastoupeni lipidi (Obrazek ¢. 44) ve vSech vzorcich je také srovnatelné,
vyjimku tvoii opét Coccomyxa, ktera vyprodukovala pouze SFA a MUFA. Graf produkce
lipidii (Obrazek ¢. 45) ukazuje, ze v piipad¢ kokultivaci je produkce a procentudlni zastoupni
lipidil ptiblizné stejné, ale nejvétsi produkci mé samostatnd kvasinka.

Tabulka ¢. 18. Produkce biomasy Rhodosporidia toruloides v kokultivacich s glycerolem

Synechoc. Desmod. Desmos. Coccomyxa Cista
nidulans acutus quadricauda sp. kvasinka
4,05 g/l 3,77 g/l 4,97 g/l 3,88 g/l 5,70 g/l

6,0 -

50
4,0 -
3,0
2,0 -
1,0 -
0,0 : :

Synech.nidulans Desm.acutus Desm.quadricauda Coccomyxa sp. R.toruloides

u Lutein [mg/g biomasy]

H 3-Karoten [mg/g biomasy]
u Chlorofyl A [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy]
m Biomasa [g/1]

Torularhodin [mg/g biomasy]

u Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy]

Obrazek €. 43. Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii R. toruloides v kokultivacich na
glycerolovém médiu

50



100%
90%
80%
70%

60%
50%
40%
30%
20%
o L ]
0% .
<0 sV

pan ud?
och il quadﬂca
S}m D eSV“

uSFA =MUFA =PUFA

my™ v Olde
o 0 R0

Obrazek €. 44. Grafické zndazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. toruloides s riiznymi mikrorasami na glycerolovém médiu
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Obrazek €. 45. Grafické znazornéni produkce lipidii v kokultivacich s kmenem R. toruloides s riznymi
mikrorasami na glycerolovéem médiu

Kokultivace R. toruloides na BBM médiu s glukézou a ureou

Tento experiment byl stejny jako ptedchozi. Jedinym rozdilem byl jiny zdroj uhliku,
v tomto ptipadé glukoza. Z tabulky produkce (Tabulka ¢. 19) je ziejmé, Ze v tomto piipadé
vykazuje kokultivace s D. acutus. vétsi mnozstvi biomasy, nez ma samotna kvasinka. Rozdil
ale neni nijak zavratny. V tomto médiu se produkce metaboliti (Obrazek ¢. 46) mezi
kokultivacemi a distou kvasinkou 1isi. Kokultivace maji vétsi produkeci celkovych
karotenoidd, a B-karotenu. Oproti tomu samotna R. toruloides ma malou produkci 3-karotenu
a celkovych karotenoidii, méla ale obrovskou produkci koenzymu Q (6,79 mg/g suSiny).
Nejvice celkovych karotenoidi mély kokultivace s Desm. quadricauda (6,35 mg/g biomasy) a
Desm. acutus (6,30 mg/g biomasy). Déale mély tyto dvé kokultivace velkou produkci
ergosterolu — Desm. quadr. 5,11 mg/g biomasy, Desm. acutus 4,87 mg/g biomasy. Desm.
quadricauda byl tak nejvétsim producentem torularhodinu.
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Procentualni zastoupeni lipidi ve vzorcich (Obrazek ¢. 47) se v jednotlivych vzorcich lisi.
Kokultivace s Coccomyxa sp. ma nejvétsi produkci SFA a nejmensi produkci PUFA. Nejveétsi
produkci MUFA mél vzorek, ktery obsahoval Cistou kvasinku. V kokultivacich ma nejvétsi
procentudlni zastoupeni MUFA ve vzorku s Desm.acutus. Co se ty¢e celkové produkce lipida
(Obrazek ¢. 48), tak nejvétsi mnozstvi vyprodukovanych lipidi bylo ve vzorku kokultivace
s Desm. acutus, kde je také nejvétsi procentualni zastoupeni. Ve vsech ostatnich vzorcich je
produkce mnozstvi lipidit podobna.

Tabulka ¢. 19. Produkce biomasy Rhodosporidium toruloides v kokultivacich s gluk6zou

Synechoc. Desmod. Desmos. Coccomyxa Cista
nidulans acutus guadricauda sp. kvasinka
1,56 gl 2,17 g/l 0,9 g/l 1,75 g/l 2,12 g/l

8,0 -

7,0 A

6,0 -

5,0 -

4,0

3,0 4

2,0 4

1,0 A

0,0 -

Synech.nidulans Desm.acutus  Desm.quadricauda Coccomyxa sp. R.toruloides

H Lutein [mg/g biomasy] Torularhodin [mg/g biomasy]
H 3-Karoten [mg/g biomasy] m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
u Chlorofyl A [mg/g biomasy] Chlorofyl B [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy] Ergosterol [mg/g biomasy]

m Biomasa [g/l]
Obrazek €. 46. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. toruloides v kokultivacich na
glukozovém médiu
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Obrazek €. 47. Grafické zndzornéni procentudalniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. toruloides s riznymi mikrorasami na glukézovém médiu
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Obrazek €. 48. Grafické zndzornéni produkce lipidit v kokultivacich s kmenem R. toruloides s riiznymi
mikrorasami na glukozovém médiu

Kokultivace R. toruloides s Coccomyxa sp. a Chlorella sorokiniana na BBM médiu

s glycerolem a ureou v ruznych pomérech

Tento experiment probihal soucasné s obémi fasami a cilem bylo srovnat celkovou
produkci biomasy, metaboliti a lipidd v kokultivacich, cistych fasovych a kvasinkovych
médiich. V Ccistych fasovych médiich nebyl pfitomen zadny zdroj uhliku, protoze bylo
zjisténo, ze v takovém médiu neni mozné zabranit kontaminaci bakteriemi, které ve vysledku
pterostou a zahubi fasy.

Kokultivace R. toruloides a Coccomyxa sp. nebyla dle narustu biomasy moc Uspé$na
(Tabulka ¢. 20). Samotna kvasinka byla schopna vyprodukovat vét$i mnozstvi biomasy, nez
kokultivace s Coccomyxa sp. se jako nejlepsi producenti ukazaly byt pravé kultivace samotné
kvasinky a mikrofasy. Kokultivace nebyly schopné vyprodukovat velké mnozstvi produkti.
Z kokultivacnich pomérii se ukazal byt nejlepsi 1:4, ale i u né¢j byly produkce malé. Nejvice
celkovych karotenoidii vyprodukovala Coccomyxa sp. (2,15 mg/g susiny), R. toruloides (1,65
mg/g susiny) a poté kokultivaéni pomér 1:4 (0,92 mg/g suSiny). Co se tyce metabolitii R.
toruloides tak to byly torulen, koenzym Q, ergosterol a B-karoten. Metabolity Coccomyxa sp.
byly ergosterol, koenzym Q, chlorofyl A, chlorofyl, B-karoten a lutein. Oproti tomu
kokultivace vyprodukovaly pouze -karoten a ergosterol.

Procentualni zastoupeni MK v lipidech (Obrazek ¢. 51) je velmi podobné u kultivace opét
samotné fasy a kvasinky, kde vyprodukovaly nejvice PUFA. U kokultivaci jsou nejvice
zastoupenymi MK SFA, z toho, ze v ptipad¢ R. toruloides a Coccomyxa sp. je to az 100%
v poméru 1:4 (nicméné hodnota mize byt zplisobena chybnym naméfenim vzorku). Co se
tyce celkové produkce lipida (Obrazek ¢. 52), tak i zde byly samotné MO schopny mnohem
lepsi produkce nez MO v kokultivacich.

Kokultivace R. toruloides a Chl. sorokiniana se dle narustu biomasy (Tabulka ¢. 20) da
biomasy nez Cistd kvasinka. NejlepSim kokultivaénim pomérem se ukdzal byt pomeér
kvasinka : fasa 1:1. V produkci metaboliti (Obrazek ¢. 50) se ale jako nejlepsi producenti
ukazaly byt pravé kultivace samotnych MO. Kokultivace bohuzel nebyly schopné
vyprodukovat takové mmnozstvi produkti. Chl. sorokiniana vyprodukovala koenzym Q,
chlorofyl A, chlorofyl, B-karoten a lutein.
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Metabolity R. toruloides byly torulen, koenzym Q, ergosterol a B-karoten. V piipadé
kokultivaci byly jedinymi produkty B-karoten a koenzym Q. Nejvice B-karotenu bylo u
kokultivace v poméru 1:4 (0,59 mg/g suSiny), nejvice ergosterolu vyprodukovala kokutlivace
vpoméru 1:2 (0,13 mg/g suSiny). U procentudlniho zastoupeni MK v akumulovanych
lipidech (Obrazek ¢. 51) je zajimavé, Zze naprostym majortinim produktem u kokultivaci jsou
SFA. MUFA a PUFA jsou minimalni a v ptfipad¢ kokultivace v poméru kvasinka : fasa 1:4
PUFA chybi tpln€. U MO kultivovanych samostatné jsou majoritnim produktem MUFA. Co
se ale tyce celkové produkce (Obrazek €. 52), tak vice lipidd vyprodukovaly MO kultivované
samotné. Nejveétsi procentudlni zastoupeni lipidi bylo zaznamenano u Cisté kvasinky a tasy

Coccomyxa sp..

Tabulka ¢. 20. Produkce biomasy Rhodosporidium toruloides s Chl.
Coccomyxa sp. V kokultivacich v riznych pomérech

Sorokiniana a

R. toruloides Cocco. sp. R.t.+Cocco. R.t.+Cocco. R.t.+Cocco.
sp. 1:1 sp. 1:2 sp. 1:4
1,79 g/l 0,68 g/l 0,98 g/l 0,69 g/l 1,03 g/l
Chl. S. R.t.+Ch.s. 1:1 R.t.+Ch.s. R.t.+Ch.s.
1:2 1:4
0,24 g/l 2,87 g/l 1,91 g/l 1,82 g/l
6,0 -
5,0 A
4,0 -
3,0 A
2,0
1,0 A
Jdil
R.toruloides Coccomyxa sp. R.t+Cocco. 1:1  R.t+Cocco. 1:2  R.t.+Cocco. 1:4

m |utein [mg/g biomasy]

m 3-Karoten [mg/g biomasy]
m Chlorofyl A [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy]
m Biomasa [g/l]

m Torulen [mg/g biomasy]

u Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy]

Obrazek €. 49. Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii R. toruloides v kokultivacich
s Coccomyxa sp. Vv riznych pomérech
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Ch.sorokiniana R.t.+Chs. 1:1 R.t.+Ch.s. 1:2 R.t.+Chs. 1:4 R.toruloides
m Lutein [mg/g biomasy] m Torulen [mg/g biomasy]
m 3-Karoten [mg/g biomasy] m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
m Chlorofyl [mg/g biomasy} Chlorofyl B [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy = Ergosterol [mg/g biomasy’

m Biomasa [g/l]

Obrazek €. 50. Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitu R. toruloides v kokultivacich
s Chlorella sorokiniana a Coccomyxa sp. V riznych pomérech
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Obrazek €. 51. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. toruloides s Chlorella sorokiniana a Coccomyxa sp.
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m Biomasa [g/l] % zastoupeni lipidi ™ Mnozstvi lipida [g/1]

Obrazek €. 52. Grafické zndzornéni produkce lipidii v kokultivacich s kmenem R. toruloides
s Chlorella sorokiniana a Coccomyxa sp. V riiznych pomérech

Kokultivace R. toruloides s Desm. Acutus a Chlamydomonas Reinhardtii na BBM
médiu s glycerolema a ureou v riznych pomérech
Dalsim pokusem byla kokultivace R. toruloides s Desm. acutus a Chlamydomonas
reinhardtii. Prvni den byly do vSech produkénich médii zaockovany pouze fasy bez zdroje
uhliku. Ten se spolu s kvasinkami pfidal az druhy den, aby mély fasy né&jaky cas ptizplsobit
se novému prostiedi. Pro Cist¢ fasova média byly ptipraveny dva druhy produkénich médii,
jedno s pfitomnosti uhlikového zdroje a druhé bez.

Z tabulek produkce biomasy (Tabulka ¢. 21) je bohuzel jasné, ze kokultivace s Zadnou
fasou vV zadném poméru nebyly z hlediska narustu biomasy tak uspé$né jako u ¢istych MO. U
obou kokultivaci se ukazala byt nejvyhodné;jsi pomér kvasinka : fasa 1:2.

Z prviho grafu produkce karotenoidnich barviv (Obrazek ¢. 53) se nejlepsim producentem
metabolitd ukazala byt Chl. reinh. v produkénim médiu s glycerolem, médium bylo vsak silné
kontaminované bakteriemi, neni tedy mozné naméfené hodnoty povazovat za Gplné prukazné.
Nejlepsim producentem celkovych karotenoidu se stala kokultivace v poméru kvasinka : fasa
1:4. Produkce B-karotenil je srovnatelnd u vSech pomérii kokultivace, ale nejvyssi byla u
poméru 1:2 0,82 mg/g biomasy. Nejvyssi produkce ergosterolu a koenzymu Q ze vSech
kultivaci se ukézala byt u kokultivacniho poméru 1:4, a to 3,87 mg/g biomasy a 3,65 mg/g
biomasy. Procentualni zastoupeni (Obrazek ¢. 55) MK mezi kokultivacemi je srovnatelné
mezi poméry kvasinka:tasa 1:1 a 1:4. V poméru kvasinka:tasa 1:2 jsou majortinim
produktem SFA, kde je jejich mnozstvi nejvétsi ze vSech kultivaci. Nejvice MUFA
vyprodukovala Cista kvasinka, nejvice PUFA Chl. reinhardtii v médiu bez glycerolu. V otazce
celkového mnozstvi akumulovanych lipida (Obrazek ¢. 56) je taky na prvnim misté Cista
kvasinka, dale pak kokultivace v pomér kvasinka : fasa 1:4 a 1:2.

U produkce celkovych karotenoidti s Desm. acutus (Obrazek ¢. 54) u kokultivaci
produkce klesd se zvySujicim se pomérem piitomnosti fas v médiu. Produkce karotenoidi u
Cisté kvasinky a fasy v médiu bez glycerolu je srovnatelna. Produkce B-karotenu je nejvyssi u
kultivace samotné kvasinky a tasy, u kokultivaci je témeét totoznd. Nejvice ergosterolu a
koenzymu Q vyprodukovala samotna kvasinka (7,21 mg/g biomasy a 3,96 mg/g biomasy) a
kokultivace v poméru 1:1 (4,29 mg/g biomasy a 3,64 mg/g biomasy). Nejvyznamnéj$im
producentem chlorofylu A pak byla samotna fasa v médiu bez glycerolu, v kokultivacich
produkce klesé se zvySujicim se pomérem fas.
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V piipadé tohoto experimentu je procentualni zastoupeni MK (Obrazek ¢&. 55) u
kokultivaci a kutlivace samotné kvasinky velmi podobné, MUFA jsou majoritnim produktem.
U kultivace samotné fasy v médiu s glycerolem byly vyprodukovany jenom MUFA a PUFA,
nicméné bylo médium kontaminovao bakteriemi. Desm. acutus v médiu bez glycerolu mélo
majoritni produkt SFA. Mnozstvi vyprodukovanych lipidi (Obrazek ¢. 56) je nejvétsi u
kultivace samotného R. toruloides. U kokultivaci opét klesa se zvySujicim se mnozstvim tas
Vv médiu. Nejveétsi procentudlni zastoupeni lipidi pak bylo zaznamenano u vzorku s Cistkou
kvasinkou, u koultivace s fasou Desm. acutus v poméru 1:1 a u kokultivace s Chl. reinhardtii

V pom¢éru 1:4.

Tabulka ¢. 21. Produkce biomasy Rhodosporidium toruloides s Desm. acutus a Chl.

Reinhardtii v kokultivacich v riznych pomérech

R. D.a. + D.a. bez Rt+D.a.1:1| R.t.+D.a. R.t.+D.a.
toruloides glycerol glycerolu 1:2 1:4
3,15 g/l 0,91 g/l 1,20 g/l 0,87 g/l 1,56 g/l 1,38 g/l
Chl. reinh. + Chl. reinh. R.t.+Ch.r. R.t.+Ch.r.. R.t.+Ch.r.
glycerol Bez glyc 1:1 1:2 1:4
1,60 g/l 0,94 g/l 0,53 g/l 1,25 g/l 0,58 g/l
10,0 -+
9,0 -
8,0 A
7,0 -
6,0 1
50 -
4,0 A
3,0 1
2,0 -
1,0 4
0,0 -
Chl.reinhardtii s R.toruloides  R.t.+Chl.rein. 1:1 R.t.+Ch. rein. 1:2 R.t.+Ch.rein.1:4

glyc

m Lutein [mg/g biomasy]
H 3-Karoten [mg/g biomasy]

u Chlorofyl

[mg/g biomasy]

m Coenzym Q [mg/g biomasy]

H Biomasa [g/l]

m Torulen [mg/g biomasy]

u Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy]

Obrazek €. 53. Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii R. toruloides v kokultivacich
s Chlamydomonas reinardtii v riznych pomérech
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Desm.acutus s C Desm.acutus bez R.t+D.a.1:1 Rt+D.a.1:2 Rt+D.a. 14 R.toruloides

m Lutein Ehg/g biomasy] m Torulen [mg/g biomasy]
m 3-Karoten [mg/g biomasy] m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
m Chlorofyl A [mg/g biomasy] Chlorofyl B [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy] m Ergosterol [mg/g biomasy]

Obrazek €. 54. Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii R. toruloides v kokultivacich
s Desm. acutus v riiznych pomeérech
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Obrazek €. 55. Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. toruloides s Desm. acutus a Chlamydomonas reinhardtii
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Obrazek €. 56. Grafické zndzorneni produkce lipidit v kokultivacich s kmenem R. toruloides s Desm.
acutus a Chlamydomonas reinhardtii v riznych pomérech

5.5.3 Kokultivace s kmenem Rhodotorula kratochvilovae
Kokultivace R. kratochvilovae na BBM médiu s glycerolem a ureou

Z tabulky produkce (Tabulka ¢. 22) je zfejmé, ze v tomto piipadé vykazuji vSechny typy
kokultivaci produkci vétsiho mnozstvi biomasy, nez ma samotnd kvasinka. Nejveétsi narast
biomasy, byl zaznamenam u kokultivace s Coccomyxa sp..V tomto experimentu se produkce
metabolith (Obrazek ¢. 57) mezi kokultivacemi a dCistou kvasinkou li§i. Samotna R.
kratochvilovae vykazuje vétsi produkci celkovych karotenoidd nez kokultivace.
Vyprodukovala také velké mnozstvi ergosterolu. Nejmensi produkce celkovych karotenoidi
byla paradoxné u kokultivace s Coccomyxa (0,51 mg/g susiny). Co se tyce produkce mezi
samotnymi kokultivacemi tak v ptipadé celkovych karotenoidii z toho vychazi nejlépe Desm.
acutus 1,912 mg/g biomasy. Nejvétsi produkci ergosterolu méla kokultivace se Synech.
nidulans (1,64 mg/g biomasy). Jedinym producentem chlorofylu A byl Desm. quadricauda.

Procentualni zastoupeni lipidi ve vzorcich (Obrazek ¢. 58) se v jednotlivych vzorcich 1isi.
Kokultivace s Coccomyxa sp. ma nejvétsi produkci SFA a nejmensi produkci PUFA. Nejveétsi
produkci MUFA mé¢l vzorek, ktery obsahoval Cistou kvasinku. V kokultivacich ma nejvétsi
procentudlni zastoupeni MUFA ve vzorku s Desm.acutus. Co se tyce celkové produkce lipida
(Obrazek ¢. 59), nejvétsi mnozstvi vyprodukovanych lipidd bylo ve vzorku kokultivace
s Desm. acutus, kde je také nejveétsi procentudlni zastoupeni. Ve vSech ostatnich vzorcich je
produkce mnozstvi lipidi podobna. Nejvétsi procentualni zastoupeni lipidi bylo ve vzorku
kultivace ¢isté kvasinky.

Tabulka ¢. 22. Produkce biomasy R. kratochvilovae v kokultivacich s glycerolem

Synechoc. Desmos. Coccomyxa Desmod. R.
nidulans quadricauda acutus kratochvilovae
5,49 g/l 7,02 g/l 11,37 g/l 4,72 g/l 4,18 g/l
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12,0 -

10,0 -
8,0 -
6,0
4,0
2,0 A
0,0 -
Synec.nidulans  Desm.quadricauda  Coccomyxa sp. Desm.acutus R.kratochvilovae
H Lutein [mg/g biomasy] H 3-Karoten [mg/g biomasy]
m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy] u Chlorofyl A [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy] m Coenzym Q [mg/g biomasy]
= Ergosterol [mg/g biomasy] m Biomasa [g/l]

Obrazek €. 57. Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae v kokultivacich
na glycerolovéem médiu
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Obrazek €. 58. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. kratochvilovae a riiznymi mikrorasami na glycerolovém médiu
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Obrazek €. 59. Grafické zndazorneni produkce lipidit v kokultivacich s kmenem R. kratochvilovae a
ruznymi mikrorasami na glycerolovém médiu

Kokultivace R. kratochvilovae na BBM médiu s glukézou a ureou

Tento experiment byl stejny jako ptedchozi. Jedinym rozdilem byl jiny zdroj uhliku,
v tomto piipadé glukoza. Z tabulky produkce (Tabulka ¢. 23) lze vidét ziejmé, ze v tomto
ptipad¢ vykazuje kokultivace s Desm. quadr. jako jedina kokultivace vétsi mnozstvi biomasy,
nez ma samotna kvasinka. Celkova produkce metabolitli (Obrazek ¢. 60) mezi kokultivacemi
a Cistou kvasinkou se da srovnat. Vyjimku tvoii kokultivace stasami Desm. acutus a D.
quadricauda, kde je produkce celkovych karotenoidti mensi. Kokultivace s Coccomyxa. sp je
nejvetSim producentem koenzymu Q (2,42 mg/g suSiny) a ergosterolu (3,37 mg/g susiny).
Poté nasleduje kokultivace s Desm. quadric., kdy mnozstvi koenzymu Q ¢inilo 1,42 mg/g
suSiny a ergosterolu bylo 2,19 mg/g suSiny. Coccomyxa sp. a Desm. quadricauda
Vv kokultivacich jsou jedinymi producenty chlorofylu A.

Procentualni zastoupeni lipidii ve vzorcich (Obrazek ¢. 61) je také srovnatelna az na
kokultivaci s Coccomyxa. Kokultivace s Coccomyxa ma nejvétsi produkci SFA a PUFA ze
vSech kultivaci. Nejvetsi produkci MUFA mél vzorek, obsahujici Cistou kvasinku. Co se tyce
celkové produkce a procentualniho zastoupeni lipidi (Obrazek ¢. 62), tak je produkce opét
srovnatelna mezi v§emi vzorky, Vyjimku tvoti kokultivace s Desm. acutus, kde je produkce i
procentudlni zastoupeni mensi.

Tabulka ¢. 23. Produkce biomasy R. kratochvilovae v kokultivacich

Desmos. Synechoc. Desmod. Coccomyxa Cista
quadricauda nidulans acutus sp. kvasinka
9,58 g/l 8,92 g/l 7,69 g/ 8,97 g/l 9,17 g/l
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12,0 +

10,0
8,0
6,0 -
4,0 4
2,0 +
0,0 -
Desm.quadricauda Synech.nidulans Desm.acutus Coccomyxa sp.  R.kratochvilovae
m Lutein [mg/g biomasy] H 3-Karoten [mg/g biomasy]
u Celkové karotenoidy [mg/g biomasy] m Chlorofyl A [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy] m Coenzym Q [mg/g biomasy]
= Ergosterol [mg/g biomasy] m Biomasa [g/1]

Obrazek €. 60. Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae v kokultivacich
na glukozovem médiu
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Obrazek €. 61. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. kratochvilovae a riiznymi mikrorasami na glukézovém médiu
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Obrazek €. 62. Grafické zndzorneni produkce lipidit v kokultivacich s kmenem R. kratochvilovae a
ruznymi mikrorasami na glukozovéem médiu

Kokultivace R. kratochvilovae se Scen. obliquus a Desm. acutus na BBM médiu s

gluk6zou a ureou v riznych pomérech

Dalsimi v sérii experimentii byly kokultivace kvasinky R. kratochvilovae s fasami Scen.
Obliquus a Desm. acutus. Pro fasy byly opét pfipraveny dva druhy prudukénich médii, jedno s
ptitomnosti uhlikového zdroje a druhé bez. Bohuzel médium se zdrojem uhliku bylo
kontaminované jinymi mikroorganismy.
Z tabulky produkce kokultivace se Scen. Obliquus (Tabulka ¢. 24) je patrné, Ze ani jedna
kokultivace nebyla, co se ty€e narustu biomasy, tak Gspé$na jako kultivace samotné kvasinky.
Mezi kokultivacemi se ukazal byt nejlepsi pomér kvasinka : fasa 1:2. V otdzce produkce
metabolitti (Obrazek ¢. 63) se ukazal byt nejlepsim Scen. Obliquus v médiu bez glukozy.
Vsechny poméry kokultivaci pak mély produkci celkovych karotenoidii vyssi nez kvasinka
samotna. Nejvétsim producentem ergosterolu je kokultivace v poméru 1:2 (5,52 mg/g susiny),
za ni nasleduje ¢ista kvasinka (5,44 mg/g susiny). Co se ty¢e produkce koenzymu Q, nejlépe
vychazi kokultivacni pomér 1:1 s produkci 4,73 mg/g susiny. Procentualni zastoupeni lipidi
(Obrazek ¢. 65) u kokultivaci a kultivace R. kratochvilovae je srovnatelné, s vyjimkou
kokultivace v poméru kvasinka : fasa 1:1, kde je vétsi obsah SFA neZ u zbylych dvou.
V piipad¢ kultivace Scen. Obliquus na médiu s gluk6zou vysledky nejsou moc smérodatné
z divodu kontaminace média. Scen. Obliquus v médiu bez glukdzy vyprodukoval nejvetsi
mnozstvi PUFA a nejmensi mnoZstvi SFA a MUFA ze vSech kultivaci. Co se tyce celkového
mnozstvi akumulovanych lipidii (Obréazek €. 66) nejlépe z toho opé€t vychazi kultivace
samotné kvasinky.

Tabulka kultivaci kvasinky s Desm. acutus (Tabulka ¢. 24) nam tika, Ze tento experiment
nepiezily samotné fasy v produkénich médiich. Srovndvat miZeme tedy jen kokultivace a
kultivaci samotné R. kratochvilovae. Ani v tomto pfipad¢ nebyly kokultivace schopné ptertst
biomasou samotnou kvasinku. Rozdil mezi nejusp€snéjSim pomerem kvasinka : fasa 1:4 a
kultivaci kvasinky jiz ale neni tak veliky jako v pfipadé se Scen. Obliquus. Co se ale tyce
produkci metabolitt (Obrazek ¢. 64) tak tam ztoho jednoznaéné vychazeji nejlépe
kokultivace, které svou produkci metabolith vyrazné pred¢ily produkci Ccisté R.
kratochvilovae. Mnozstvi vyprodukovanych celkovych karotenoidi je srovnatelné, ale
nejlepSim pomérem se vtomto sméru ukazal byt pomér kvasinka : fasa 1:2. VSechny
kokultivace byly schopny vyprodukovat velké mnozstvi ergosterolu. NejlepSim pomérem byl
pomér 1:1, ktery vyprodukoval 4,64 mg/g suSiny.
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Nejvétsim producentem koenzymu Q byla kokultivace v poméru 1:2 — 4,57 mg/g susiny.
Chlorofyl B byl nejvice pfitomen u kokultivaéniho poméru 1:2. V procentualnim zastoupeni
lipidti (Obrazek €. 65) jsou ve vSech kultivacich majoritnim produktem MUFA. Minortinim
produktem jsou potom PUFA, kromé¢ kokultivace v poméru kvasinka : fasa 1:2, kde jsou
minortinim produktem SFA a PUFA jsou zde zastoupena nejvice ze vSech kultivaci. MUFA
jsou nejvice zastoupeny u Cisté R. kratochvilovae. V lipidické produkci (Obrazek ¢. 66) je
nejvetsim producentem lipida kultivace samotné R. kratochvilovae a poté kokultivace
v poméru kvasinka : fasa 1:4.

Tabulka ¢. 24. Produkce biomasy R. Kratochvilovae se Scen. Obliquus a Desm. acutus
Vv kokultivacich v riznych pomérech

R. Scen.obl. Scen.obl. R.k. +S.0. R.k. +S.0. R.k.
kratochvilovae | bez glukdzy + glukdza 1:1 1:2 +S.0.1:4
4,32 g/l 0,63 g/l 0,22 g/l 0,49 g/l 3,12 g/l 0,92 g/l
Desm.ac.bez Desm.ac. R.k.+D.a. R.k.+D.a. Rk.+D.a
glukézy + glukéza 1:1 1:2 . 14,
Neprezil Nepfrezil 0,65 g/l 1,24 g/l 3,42 g/l
14,0 -
12,0
10,0 A
8,0 -
6,0 -
4,0
2,0 -
0,0 -
.\\0\] \oe'l-c' ] %) \‘\—'}\' \_’\:’L \.'\'
e ™ cce® e o2 oot ,\«,)(5&“'0\0 _\«,ﬁe“pb .)fsce“pb

B Lutein [mg/g biomasy]

M B-Karoten [mg/g biomasy]
M Chlorofyl A [mg/g biomasy]

W Coenzym Q [mg/g biomasy]

M Biomasa [g/]

M Torulen [mg/g biomasy]

M Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]

Chlorofyl B [mg/g biomasy]
Ergosterol [mg/g biomasy]

Obrazek €. 63. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae v kokultivacich

se Scen. obliquus Vv riiznych pomeérech
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Obrazek €. 64. Grafické zndzornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae v kokultivacich
s Desm. acutus v riiznych pomeérech
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Obrazek €. 65. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. kratochvilovae a Scen. Obliquus a Desm. acutus
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Obrazek €. 66. Grafické zndzornéni produkce lipidit v kokultivacich s kmenem R. kratochvilovae
s Desm. acutus a Scen. obliquus v riiznych pomérech

Kokultivace R. kratochvilovae s Desm. Quadricauda na BBM médiu s gluk6zou a
ureou v riiznych pomérech

Pfi tomto experimentu byly do provzdusinovacich lahvi zaockovany fasa Desmodesmus
quadricauda a kvasinka Rhodotorula kratochvilovae. Nejprve se zaockovala fasa, pouze do
BBM média s ureou, nechala se den riist a az po dni se ptidala glukéza jako zdroj uhliku a
kvasinka. Ve vysledcich je také uveden D. quad. v médiu s glukdzou, ale médium bylo silné
kontaminovano bakteriemi. Z tabulky biomas (Tabulka ¢. 25) lIze vidét, ze jakakoli
kokultivace méla vyssi produkci biomasy nez kultivace samotné kvasinky. Nejvétsi narust
potom meéla kokultivace s pomérem kvasinka : fasa 1:2. | z grafu celkové produkce metabolitt
(Obrazek ¢. 67) je ziejmé, ze jakakoli kokultivace byla schopna vyprodukovat vétsi mnozstvi
produktli nez samotna kultivace kvasinky a fasy.

Nejvétsi produkei celkovych karotenoidi maji MO, které byly kultivovany Vv poméru
kvasinka: tasa 1:2 (10,04 mg/g susiny). Produkce ergosterolu je nejvyssi u kokultivacniho
poméru kvasinka : fasa 1:1 (5,37 mg/ g susiny). Poté je v produkci na druhém misté Cista
kvasinka a poté kokultivacni poméry 1:4 a 1:2. U vSech kokultivaci je také vyprodukovano
vice B-karotenu nez u samotné kvasinky. Kokultivacni pomér 1:4 mél také vétsi produkei
luteinu (0,24 mg/1) nez samotny Desm. quadricauda (0,01 mg/g suSiny). Nejvétsi produkce
koenzymu Q byla u kokultivaéniho poméru 1:1 a to 6,04 mg/g suSiny.

Co se tyce uvedeného procentudlniho zastoupeni lipida (Obrazek ¢. 68), je produkce
MUFA a PUFA ve vsech vzorcich srovnatelna, az na médium s D. quadr. bez glukozy, kdy
fasa vyprodukovala pouze SFA a MUFA. Graf mnoZstvi lipidd (Obrazek €. 69) tika, Ze
kokultivace mély vétsi mnozstvi vyprodukovanych lipidi nez samotnid kvasinka a fasa.
Nejvice jich vyprodukovaly kokultivace v pomérech kvasinka : fasa 1:1 a 1:4. Procentualni
zastoupeni lipida v kokultivacich je taky vysoké.
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Tabulka ¢. 25. Produkce biomasy R. Kratochvilovae s Desm. quadricauda v kokultivacich v
ruznych pomérech

R. Desm.q. Desm.q. + R.k.+D.q. R.k.+D.q. Rk.+D.q
kratochvilovae | bez glukozy glukoza 1.1 1:2 .14
4,48 g/l 0,23 g/l 2,75 g/l 4,61 g/l 7,21 g/l 4,59 g/l
12,0 -
10,0 -
8,0 -
6,0
4,0 -
2,0 -
0,0 -
it a.v% aud-® wad- ad- wad-
RK at® Desm'qua Desm. KW(D@SV“’ Kkkoesm' Rk,xDeSm‘q

m Lutein [mg/g biomasy]

m 3-Karoten [mg/g biomasy]
u Chlorofyl A [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy]

m Biomasa [g/l]

m Torulen [mg/g biomasy]

m Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]
Chlorofyl B [mg/g biomasy]

= Ergosterol [mg/g biomasy]

Obrazek €. 67. Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae v kokultivacich
s Desm. quadricauda v riznych pomérech
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Obrazek €. 68. Grafické znazornéni procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kokultivace s R. kratochvilovae a Desm. quadricauda
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Obrazek €. 69. Grafické zndzornéni produkce lipidit v kokultivacich s kmenem R. kratochvilovae
s Desm. quadricauda v riznych pomérech

Kokultivace R. kratochvilovae s Coccomyxa sp. na BBM médiu s glycerolem a
ureou v riiznych pomérech

Poslednim experimentem byla kokultivace kvasinky R. kratochvilovae a mikrofasy
Coccomyxa sp.. Prvni den se do vSech médii zaockovaly pouze tfasy, druhy den byly do
kokultiva¢nich lahvi pfidany zdroje uhliku a kvasinky. Byly pfipraveny dva média pro fasy,
jedno s pfitomnosti uhlikového zdroje a druhé bez. Bohuzel bylo médium s uhlikem
kontaminované jinymi mikroorganismy. Z tabulky vytéZnosti (Tabulka €. 26) je patrné, ze
kvasinky. NejlepSim pomérem se potom ukazal byt pomér kvasinka : fasa 1:4.

Co se tyce celkové produkce karotenoidnich barviv (Obrazek ¢. 70) i tady se mnohem
lepSimi ukézaly kultivace Cistych tas a kvasinek, nejlepSim producentem karotenoidd byla
Coccomyxa sp. v médiu bez zdroje uhliku. Tato Coccomyxa byla také nejlepSim producentem
vSech karotenogennich barviv torulenu i B-karotenu a také chlorofyld. V ptipadé produkce
ergosterolu je nejlepSim producentem cista kvasinka, z kokultivaci v jeho produkci vychazi
nejlépe pomér kvasinka :fasa 1:2. Ostatni poméry jsou v produkci srovnatelné. U vSech
poméra kokultivaci jsou produkce chlorofylii nizké. Nejvétsi produkce chlorofylu A je u
kokultivaéniho poméru kvasinka : fasa 1:1.

Procentualni zastoupeni MK v lipidech (Obrazek ¢. 71) je v piipadé MUFA piiblizné
podobné u vSech kokultivaci. U samotné kvasinky je to majoritni produkt (a nejvétsi
zastoupeni ze vSech kultivaci), u Coccomyxa sp. v médiu bez uhliku je to minoritni produkt.
Coccomyxa sp. s glycerolem ma procentudlni zastoupeni kyselin téméf shodné. Nejvetsim
producentem PUFA je Coccomyxa sp. vV médiu bez uhliku. Nejvétsim producentem SFA je
Coccomyxa sp. Vv kokultivaci v poméru kvasinka : fasa 1:1. Co se tyce celkové produkce a
procentualniho zastoupeni lipida (Obrazek ¢. 72), tak je nejvétsim producentem
akumulovanych lipida samotna R. kratochvilovae.
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Tabulka ¢. 26. Produkce biomasy R. Kratochvilovae s Coccomyxa sp. Vv kokultivacich v

rtiznych pomérech

R. kratochvilovae | Cocco. sp. Cocco. sp. R.k.+ Cocco. | R.k.+Cocco. | R.k.+Cocco.
bez glycerolu | s glycerolem | sp. 1:1 sp. 1:2 sp. 1:4
8,16 g/l 0,08 g/l 2,09 g/l 0,93 g/l 1,04 g/l 1,65 g/l
12,0 -

m Lutein [mg/g biomasy]

H 3-Karoten [mg/g biomasy]
u Chlorofyl A [mg/g biomasy]
m Coenzym Q [mg/g biomasy]

m Biomasa [g/l]

coce® P

.C
o

0

1) 1:2
)«COCCO.

Rk

m Torulen [mg/g biomasy]
u Celkové karotenoidy [mg/g biomasy]

Chlorofyl B [mg/g biomasy]
= Ergosterol [mg/g biomasy]

A
1:
0-

coc®
|

10,0 A
8,0 -
6,0 -
4,0
2,0 ~
0,0 -

Obrazek €. 70. Grafické zndazornéni produkce vybranych metabolitii R. kratochvilovae v kokultivacich
s Coccomyxa sSp. V riznych pomérech
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Obrazek ¢. 71. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné

saturace u kokultivace s R. kratochvilovae a Coccomyxa sp
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Obrazek €. 72. Grafické zndazornéni produkce lipidit v kokultivacich s kmenem R. kratochvilovae a
Coccomyxa sp. V riznych pomérech
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6 ZAVER

Tato bakaldiskd prace byla zaméfena na stresové faktory ovliviiyjici riist a metabolismus
kvasinek a mikrofas. Konkrétné to byly pievazné biologické faktory — kokultivace.
Kultivovanymi kmeny kvasinek byly Rhodotorula kratochvilovae, Phaffia rhodozyma a
Rhodosporidium toruloides. Vybranymi druhy mikrofas poté byly Desmodesmus acutus,
Desmodesmus quadricauda, Coccomyxa sp., Chlorella sorokiniana, Scenedesmus obliquus a
Chlamydomonas reinhardtii. Jako zastupce sinic byl vybran Synechoccocus nidulans.

V prvnich sériich kultivacnich experimentti byly vybrané druhy kvasinek kultivovany na
médiich s riznymi zdroji uhliku a dusiku, aby bylo zjisténo, které médium je nejoptimalnéjsi
pro rust. V druhé fazi byly mikroorganismy kultivovin na BBM médiu s riznymi zdroji
uhliku a dusiku. U kmene R. kratochvilovae to bylo po &tyf denni kultivaci médium
s gluk6zou a kvasniénym autolyzatem. Nejvétsi produkce celkovych karotenoidi byla u
glukézového média sureou a u glycerolového a glukézového média s kvasni€nym
autolyzatem. Nejvétsi mnozstvi akumulovanych lipidt vzniklo v médiu glukézou a ureou a
kvasni¢nym autolyzatem. Po ¢tyt denni kultivaci na BBM médiu se jako nejlepsi zdroj uhliku
pro rust biomasy ukézala byt glukéza a zdroj dusiku urea. Nejvétsi produkce akumulovanych
lipidii byla u média s glycerolem a siranem amonnym. Po deseti denni kultivaci na BBM
médiu byla nejleps$im zdrojem uhliku Vv narustu biomasy i Celkovych karotenoidu glukéza a
dusiku kvasni¢ny autolyzat. Nejvétsi mnozstvi vyprodukovanych lipidd bylo zaznamenano u
média glycerolem a ureou a glycerolem a siranem amonnym.

U kmene P. rhodozyma se u ¢tyf denni kultivace ukazalo byt nejlepsi glycerolové médium
s kvasniénym autolyzatem. Produkce karotenoidii byla nejvys$i u média s glycerolem a
kvasni¢nym autolyzatem, ale u vSech médii byla pomérné vysokd. Akumulované mnozstvi
lipidii bylo u vSech médii ptiblizn¢ srovnatelné. Po Ctyt a deseti denni kultivaci na BBM
médiu bylo nejlepsim produkénim médiem to s glycerolem a ureou. Kmen R toruloides byl v
této praci kultivovan pouze na BBM médiu, kde byl jako nejlepsi zdroj uhliku glukéza a
dusiku kvasni¢ny autolyzat. Produkce karotenoidli po ¢tyfech dnech byla nejvyssi na BBM
médiu s glycerolem a ureou, po deseti dnech byla produkce karotenoidii vysoka u vSech
médii. Akumulované lipidy byly nejvys$si u produkéniho média s glukdézou a kvasni€nym
autolyzatem.

Dale nasledovaly kokultivaéni experimenty v Erlenmeyerovych bankach, kdy byl jako
zdroj uhliku pouzit glycerol a glukéza. Jako zdroj dusiku byla v obou ptipadech pouzita urea.
Kmen R. kratochvilovae byl kultivovan se ¢tyfmi vybranymi druhy mikrofas a sinic (Desm.
acutus, Desm. quadricauda, Coccomyxa sp., Synech. nidulans), v paté bance byla kultivovana
Cista kvasinka. V experimentu s glycerolovym uhlikatym zdrojem se v otazce produkce
vy$$i produkci biomasy nez kultivace samotné kvasinky. Co se ale ty¢e samotné produkce
metabolit, nejlepsi se ukazala byt kultivace samotné kvasinky. Nejvice akumulovanych
lipidii vyprodukovalo médium se samotnou kvasinkou. U gluk6zového média méla nejvétsi
produkci biomasy kultivace s fasou Desm. quadricauda. Co se ty¢e produkce metabolitd,
Mnozstvi vyprodukovanych lipidi bylo u tohoto experimentu srovnatelné mezi vSemi
kultivacemi, u kokultivace s Desm. acutus bylo mensi.

Kmen P. rhodozyma byl kultivovan se ¢tyfmi vybranymi druhy mikrofas a sinic (Desm.
acutus, Desm. quadricauda, Coccomyxa sp., Synech. nidulans) a v paté baince byla
kultivovana opét Cista kvasinka. Opét byly dva druhy produkénich médii, jedno s glycerolem
a druhé s glukézou. Zdrojem dusiku byla urea. V piipadé glycerolového média méla nejvetsi
produkci biomasy samotna kvasinka. NejlepSim producentem metabolitii pak byla kokultivace
sfasou Coccomyxa sp. a sinici Synechoccocus nidulans. Nejvice lipida vyprodukovala
kokultivace se Syn. nidulans.
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U média s glukézou byla nejvétsi produkce biomasy v kokultivaci se sinici Syn. nidulans.
Nejlepsim producentem metabolitd byla kokutlivace s fasou Desm. quadricauda. Produkce
lipidt byla v tomto ptipad¢ naprosto srovnatelna mezi vSemi kultivacemi.

Kmen R. toruloides byl také kultivovan se Ctyfmi vybranymi druhy mikrofas a sinic
(Desm. acutus, Desm. quadricauda, Coccomyxa sp., Synech. nidulans), v paté bance byla
samotna R. toruloides. V glycerolovém médiu méla nejveétsi narust biomasy kultivace
samotné kvasinky. Produkce metabolita je v této sadé experimentl vyrovnanéjsi, nejvice jich
vyprodukovala kokultivace se Synec. nidulans, poté nasleduje samotna kvasinka, poté Desm.
quadricauda a Desm. acutus. Nejmensi produkce metaboliti byla u kokultivace s fasou
Coccomyxa sp.. Nejvice lipidi naakumulovala kokultivace se Syn. nidulans. U glukézového
média byl nejvetsi narust biomasy u kokultivace s Desm. acutus, ale v porovnani s biomasou
u Cisté kvasinky je rozdil minimalni. Nejvétsi produkei karotenoidid pak mély kokultivace
s fasami Desm. quadricauda a Desm. acutus. V tomto piipadé bylo nejvice vyprodukovanych
lipidt v kokultivaénim médiu s Desm. acutus.

Nasledovaly experimenty s mikrofasami, kde byl do média pfidan zdroj uhliku. Cilem
bylo zjistit, zda jsou fasy schopny mixotrofniho metabolismu. Rasy experimenty nepiezily,
zjistilo se tedy, Ze jsou striktné autotrofni.

V nasledujici sad¢ byly mikroorganismy kultivovany v aerovaném prostiedi a
kokutlivace byly v riznych pomérech. Pouzité kvasinkové kmeny byly R. toruloides a R.
kratochvilovae. U kmene R. toruloides byly provedeny experimenty s fasami Desm. acutus,
Desm. quadricauda, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sorokiniana a Coccomyxa sp..
Nejuspésnéjsim kokultivacnim experimentem v otazce produkce biomasy se ukazala byt
kokultivace s fasou Chlorella sorokiniana. V tomto ptipadé byla zaznamenana vétsi biomasa
u vSech kokultiva¢nich pomérti nez u samotné kultivace kvasinky. V metabolické produkci
ale kokultivace tak UispéSna nebyla, méla mnohem méné produkti nez kultivace samotné fasy
vyprodukovaly samotna fasa a kvasinka vice metaboliti.

U kmene R. kratochvilovae byly provedeny experimenty s tfasami Desm. quadricauda,
Desm. acutus, Coccomyxa sp. a Scenedesmus obliquus. Poméry kvasinek a fas byly 1:1, 1:2 a
1:4, kdy byla u vysSicu poméri fasa vzdy v nadbytku. Z téchto experimenti vychazi
jednoznaéné nejlépe kokultivace stasou Desm. quadricauda. Tento experiment byl
mély vEtsi narust biomasy i1 produkci karotenoidi, ergosterolu a koenzymu Q neZ kultivace
samotné kvasinky. NejlepSim kokultivatnim pomeérem se ukazal byt 1:2, u ostatnich byla
produkce metabolitli i biomasy srovnatelna. Nejméné uspéSnou kultivaci jak z hlediska
produkce metabolitii tak i biomasy se ukazala byt kokultivace s Coccomyxa sp..
ve vSech pomérech. Tato kokultivace byla tspé€$na jak v produkci biomasy, produkci
karotenoiddl tak i v produkci lipida. Usp&$nou kokultivaci s hlediska narustu biomasy byla
také kokultivace s R. toruloides a Chlorella sorokiniana. V produkci celkovych karotenoidu
byly jesté uspésné kokultivace R. kratochvilovae s Desm. acutus ve v§ech pomérech.

Vsechny kokultivaéni experimenty byly pouze pilotni, do budoucna by bylo potieba
provést optimalizaci produkénich médii, najit nejsymbioti¢téj§i mikroorganismy, nalézt
vhodné poméry kokultivaci, zvazit pouziti a vliv antibiotik a celkové provést vice
experimentl v této oblasti. To bude predmétem dalSich praci.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
ACN - acetonitril

DAD - detektor diodového pole

FID - plamenov¢ ioniza¢ni detektor

GC - plynova chromatografie

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie

MeOH - methanol

MF A — mobilni faze A

MF B — mobilni faze B

MO - mikroorganismy

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny
PTFE — polytetrafluorethylen

PUFA — polynenasycené mastné kyseliny

SFA — nasycené mastné kyseliny

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