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ABSTRAKT

Pfedlozena prace se vénovala predevsim srovnani produkce vybranych metabolitd pomoci
karotenogennich kvasinek a mikrofas kultivovanych v podminkach externiho stresu.
Mezi hlavni sledované metabolity patfily karotenoidy, dale dalsi lipofilni latky a lipidy.
Biotechnologicka nadprodukce téchto metabolitd by mohla slouzit jako zdroj potencialné
prospésnych latek nejen pro farmaceuticky, kosmeticky a potravinarsky primysl, ale rovnéz
pro produkci biopaliv tfeti generace. V posledni dobé se zvySuje zajem o biopaliva pfedevsim
Zz mikrofas, které maji vysoky potencial v produkci biopaliv, které se zdaji byt nadéjnym
zdrojem.

Teoreticka Cast se zabyva popisem jednotlivych rodu karotenogennich kvasinek, mikroras,
sinic, chemickym slozenim produkovanych metabolitll a stru¢nou biosyntézou. Dale byly
popsany jednotlivé metody, které slouzily pro analyzu produkce sledovanych metabolitu.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na srovnani produkce karotenoidl, koenzymu Q,
ergosterol( (fytosterol() a lipidd pomoci kvasinek, mikrofas a sinic. Jako zdroj externiho stresu
byl zvolen teplotni, solny a svételny stres. Z kvasinkovych kmenu byly prostudovany kmeny

Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa, Sporidiobolus pararoseus
a Cystofilobasidium macerans. V pfipadé mikrofas a sinic se jednalo o kmen
Scenedesmus obliqus, Scenedesmus dimorphus, Chlorella sorokiniana,

Chlorella saccharophila, Botryococcus brauni, Synechococcus nidulans a Arthrospira maxima.
U kvasinkovych a fasovych kmen( bylo stanoveno optimum pro rist, produkci karotenoidu
a lipidd. Aplikovany solny stres vykazoval vyrazny likvidacni efekt na Fasové a sinicové kmeny.
V ramci diplomové prace byl rovnéz sledovan stres biologicky, tzv. ko-kutlivace mikrofas
a kvasinek. DalSi experimenty budou pfedmétem navazujicich praci.

KLICOVA SLOVA

Karotenogenni kvasinky, mikrofasy, sinice, karotenoidy, lipidy, HPLC/PDA, GC/FID, stresové
podminky



ABSTRACT

The presented work was focused on the comparison between the production of selected
metabolites by carotenogenic yeasts and microalgae cultivated under conditions of external
stress. The main metabolites of interest were carotenoids, further lipophilic substances
and lipids. Biotechnological overproduction of these metabolites could serve as a source
of potentially beneficial substances not only for the pharmaceutical, cosmetic and food
industries, but also for the production of third generation biofuels. Recently, there has been
a growing interest in biofuels primarily from microalgae, which have a high potential in biofuel
production and seem to be a promising source.

The theoretical part deals with the description of individual genera of carotenogenic yeasts,
microalgae, cyanobacteria, chemical composition of produced metabolites and brief
biosynthesis. In addition, individual methods for analyzing the production of the metabolites
of interest were described.

The experimental part is focused on the comparison of production of carotenoids, coenzyme
Q, ergosterols (phytosterols) and lipids by yeasts, microalgae and cyanobacteria. As a source
of external stress, temperature, salt and light stress were chosen. The strains of Rhodotorula
glutinis, Rhodotorula mucilaginosa, Sporidiobolus pararoseus and Cystofilobasidium
macerans were studied from the yeast strains. Microalgae and cyanobacteria were
Scenedesmus obliqus, Scenedesmus dimorphus, Chlorella sorokiniana, Chlorella
saccharophila, Botryococcus brauni, Synechococcus nidulans and Arthrospira maxima.
The yeast and algal strains were optimized for growth, carotenoid and lipid production. Applied
salt stress showed a significant liquidation effect on algal and cyanobacterial strains. The thesis
also monitored the biological stress, so-called co-cultivation of microalgae and yeasts.
Further experiments will be the subject of future work.

KEYWORDS

Carotenogenic yeast, microalgae, cyanobacteria, carotenoids, lipids, HPLC/PDA, GC/FID,
stress conditions
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1 UvVOD

V sou€asné dobé dochazi ke zvySenému zajmu o biotechnologické produkce karotenoidd,
lipofilnich metabolitd a lipidd pomoci kvasinek, bakterii, hub a mikrofas. Vzhledem
ke skute€nosti, Ze postupné narlGsta populace a vyCerpavaji se energetické zdroje,
tak mikroorganismy predstavuji alternativni cestu, kde biomasu lze vyuzit jako zdroj
obnovitelné energie. Metabolismus nékterych mikroorganismu je mozné aplikovat pro syntézu
riznych prospéSnych latek, kde jako zdroj energie muze byt odpadni substrat,
ktery by jiz nemél dalsi vyuziti.  Karotenoidy, produkované zejména karotenogennimi
kvasinkami a mikrofasami, jsou velmi cennymi chemickymi molekulami, které se vyuzivaji
v riznych primyslovych odvétvich, jako jsou farmaceuticky, potravinarsky a kosmeticky
pramysl. Jejich funkce je nejenom, ze slouzi jako prekurzory vitaminu A, ale vykazuiji silnou
antioxidacni aktivitu. Karotenoidy hraji dulezitou roli v lidském organismu a pfi jejich
dlouhodobém uzivani jsou asociovany s prevenci proti kardiovaskularnim, neurologickym
onemocnénim a rakoviné.

V této dobé se karotenoidy vyrabi hlavné chemickou syntézou nebo extrakci z rostlinnych
zdroju, které jsou zavislé na enviromentalnich podminkach, a nelze to pfili§ vhodné regulovat.
Diky tomu roste zajem o mikrobidlni karotenoidy produkované pomoci karotenogennich
kvasinek a mikrofas, které za urcitych podminek jsou schopny akumulovat vysoké mnozstvi
téchto zdravi prospéSnych latek, jejich produkce je kontrolovatelna a postupné ji lze
optimalizovat.

Lipidy maiji v organismech dulezitou funkci, kde slouzi pfedevSim jako zdroj a zasoba
energie a jsou rozpoustédlem pro lipofilni vitaminy. V této dobé z hlediska vyzivy stoupa zajem
0 polynenasycené mastné kyseliny, pfedevSim w-3. Jejich pfijem ve stravé je kliCovy,
nebot hraji dulezitou roli v prevenci a |éCbé v celé fadé kardiovaskularnich onemocnéni.
Mikrofasy jsou schopny za urc€itych podminek produkovat tyto vysoce cenné polynenasycené
mastné kyseliny a mnoho dalSich prospésnych latek. V potravinovych doplfcich se setkavame
s vyuzitim pfedev8im mikrofasy Chlorella vulgaris a sinice Arthrospira maxima, znameé
jako Spirulina.

Dals$i vyuziti lipidd je pro biopaliva tzv. tfeti generace. Poptavka po palivech na bazi ropy

v poslednich letech rapidné vzrostla a ropné zdroje jsou omezené, neobnovitelné, rovnéz maiji
obrovsky negativni efekt na zménu klimatu a pfispivaji ke globalnimu oteplovani.
Ackoliv jsou biopaliva na bazi rostlinnych olejd snadno dostupné, tak zasahuiji
do potravinového fetézce. Diky tomu stoupa zajem o mikrobialni lipidy produkované hlavné
pomoci mikrofas, které se zdaji byt slibnym zdrojem mastnych kyselin o podobném slozeni
jako je tomu u biopaliv na bazi olejnin.

Diplomova prace se zabyva predevSim srovnanim produkénich vlastnosti mikrofas
a karotenogennich kvasinek kultivovanych ve stresovych podminkach. Byla sledovana
produkce jednotlivych metabolitt, predevsim karotenoidd, dalSich lipofilnich metabolitu, lipida
a byla snaha o stanoveni optima pro rlst a produkce jednotlivych latek.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotické chemoheterotrofni jednobuné&cné houby, které jsou Siroce
rozSifené v pfirodé na celé planeté. Je znamo pfiblizné 1500 druh( kvasinek patficich do vice
nez 100 rodd, nicméné odhaduje se, Zze pouze 1 % kvasinek bylo doposud popsano. Buriky
kvasinek jsou velmi rozmanité. Né&které tvary byvaji charakteristické pro urcité druhy,
avSak vétsinou se jejich tvar méni podle vnéjsich podminek nebo v prubéhu vyvojového
stadia. Velikost bunék kvasinek se pohybuje v rozmezi od 3 do 15 um [1, 2].

Jejich struktura je podobna jako u jinych eukaryotnich bunék, rozdil je pFedevsim
v pfitomnosti pevné a silné bunécné stény, ktera buriky ochranuje pfed nepfiznivymi vlivy
a udava ji tvar [3].

Pro riist a rozmnozovani vétsiny druhl kvasinek se optimaini teplota rastu pohybuje kolem
25 °C az 28 °C, avSak nékteré druhy rostou Iépe pfi jinych teplotach. VétSina druhd kvasinek
se fadi mezi mezofilni, avSak existuji také kvasinky psychrofilni. Mezi psychrofilni kvasinky
muzeme zaradit napfiklad rod Rhodotorula, nicméné bylo zji$§téno, Ze obsahuji obdobnou
zasobu aminokyselin pfi teploté 5 °C a pfi 25 °C [4].

Pokud prekro¢ime nejvyssi akceptovatelnou teplotu pro rast kvasinek, dochazi predevsim
k poskozeni membrany nebo v menSim mnozstvi dojde k inaktivaci enzymu. Schopnost
odolavat vy8Sim teplotdam je dana pfedevSim termostabilitou vnitfnich membran. Hlavni
slozkou membran, které hraje roli v adaptaci na teplotu, jsou nenasycené mastné kyseliny.
Pokud se jedna o psychrofilni druhy kvasinek, ty jsou vyznamné pro vysSi obsah
nenasycenych mastnych kyselin ve vnitirni membrané, avSak termofilni druhy se vyznaduji
pfitomnosti nizSich nenasycenych a nasycenych mastnych kyselin [4].

Pro kvasinky je typicky zplsob rozmnozovani vegetativné tzn. pucenim, ale vedle
vegetativniho rozmnoZovani se kvasinky mlzZzou mnozZit také pravym pohlavnim
rozmnozovanim. Pfi pu€eni buriky zGstavaji na pélech spojené a vzniknou dlouha protahla
vlakna. Naopak u jinych rodd miize dochazet ke vzniku tzv. pravého mycelia, kde vlakno vznika
pficnym délenim burnky. U pravého rozmnozovani dochazi ke splynuti dvou bunék
a naslednému vzniku zygoty, z niz dojde k tvorbé& novych bunék [3, 5].

2.1.1 Karotenogenni kvasinky

Karotenogenni kvasinky fadici se do oddéleni Basiodiomycetes, jsou charakteristické
schopnosti produkovat ¢ervené pigmenty a dalSi lipidické latky. Tyto latky jsou nerozpustné
ve vodnim prostfedi, proto nikdy neprostupuji do zivného média [6].

K syntéze téchto chemickych sloucenin potfebuji kvasinky v prvni fadé zdroj kysliku
a svétla. Produkce karotenoidl v kvasinkach je stimulovana predevsim kyslikem a reaktivnimi
kyslikovymi slou€eninami. Mezi karotenoidy produkované kvasinkami patfi predevsim
B-karoten, torulen a torularhodin. Obsahy jednotlivych druhl karotenoidd jsou zavislé
na kultivaénich podminkach a druh( kvasinek [6].

Kvasinky témito pigmenty zabarvuji své kultury do cihlové-Cervené, Zluté nebo oranzové
barvy. Do této skupiny mizeme zafadit napfiklad rody Rhodotorula, Sporidiobolus,
Cystofilobasidium, Xanthophyllomyces a dalsi [1, 6, 7].

2.1.1.1 Rod Cystofilobasidium
Rod Cystofilobasidium zafazujeme do Celedi Cystofilobasidiaceae. Na pevnhém agarovém
médiu maji kolonie oranzové az ruzové zabarveni, které pfi starnuti postupné ztmavnou.
U tohoto rodu jsou znamé také nepigmentotvorné druhy kvasinek.

Mezi nejznameéjsi druhy fadime Cystofilobasidium macerans,
Cystofilobasidium infirmominiatum nebo Cystofilobasidium bisporidii.
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Druh Cystofilobasidium macerans se vyznacuje velikosti bunék (1,0 az 5,0)x(2 az 14) ym.
Z hlediska utilizaci substratu disponuje enzymatickym aparatem pro zpracovani erythritolu
[6, 7].

2.1.1.2 Rod Rhodotorula

Rod Rhodotorula se vyznacuje tvorbou malych bunék s rozméry (2,5 az 5,0)x(6 az 13) um.
V kapalném prostiedi vytvafi kultura sediment a prstenec svétle krémové barvy.
Pokud se jedna o kulturu na pevném zivném médiu, zavisi vysledna barva na slozeni média.
U pevného média pozorujeme piedevS§im kolonie koralové-Cervené, lososové
az pomerancoveé barvy s hladkym a lesklym povrchem. Kvasinky rodu Rhodotorula Ize izolovat
predevSim ze vzduchu, z povrcha rostlin a zivo€icht nebo z pady. Z hlediska vyzivy nejsou
naro¢né, jsou schopny rlst také na pudé s nizkym obsahem dusiku. Mezi nejznamé;jsi
zastupce zde muzeme zaradit druhy napfiklad Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa
nebo Rhodotorula graminis. Jsou znamy predevsim jako producenti 3-karotenu.

Kromé B-karotenu jsou v kvasinkach identifikované dalSi karotenoidy jako torulen, torularhodin
a y-karoten [6, 8].

Rod Rhodotorula patfi mezi lipidotvorné mikroorganismy, které za urcitych kultivacnich
podminek muzou dosahovat velmi vysokych vytézku lipida. Jedna se predevSim o nasycené
nebo mononenasycené mastné kyseliny, kde se majoritné jedna o kyselinu olejovou
nebo stearovou [6].

Obrazek 1. Krizovy roztér kultury Rhodotorula mucilaginosa

2.1.1.3 Rod Sporidiobolus
Rod Sporidiobolus patfi do skupiny, které vytvafi balistokonidie, které jsou na jednoduchych
nebo rozvétvenych sterigmach a na myceliu. Jsou zde pfitomny druhy, které dokazou utilizovat
nitraty, jako napfiklad Sporidiobolus johnsonni a druhy neutilizujici nitraty, jako
Sporidiobolus pararoseus [6].

Druh Sporidiobolus pararoseus se vyznacuje rozmanitymi tvary. Najdeme zde kulovité
nebo elipsoidni buniky s rozméry (3 az 9)x(4 az 21) um. V kapalném prostfedi kultura ve vétSim
mnozstvi sedimentuje. Na pevném agarovém médiu vytvafi kolonie broskvové, lososoveé
nebo koralové Cervené barvy [6].

Obrazek 2. Krizovy roztér kultury Sporidiobolus pararoseus [97]
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2.2 Rasy

Rasy jsou velkou skupinou fotosyntetickych organismu. Jedna se prevazné o vodni organismy
vyskytujici se téméf po celé planeté. V biologii Fasy patfi do umélé nebo polyfyletické skupiny,
ktera nema zadného spole¢ného predchidce pro vSechny druhy fas. | kdyZz mezi rostlinami
a fasami existuje silnd morfologicka podobnost, nebot’ produkuji stejné zasobni latky, rostliny
vykazuji velmi vysoky stupen diferenciace. Kazdy druh fas je morfologicky odliSny v zavislosti
na zivotnich podminkach, jako mnozstvi sluneéniho svétla, teplota prostfedi, pH a mnoZstvi
Zivin ve vodé. Nicméné Fasy maji nékolik spole¢nych rysu, jako existence pfevazné ve vodnim
prostfedi, jednoducha morfologie a schopnost provadét fotosyntézu. Ruzné druhy fas mizeme
najit, jak ve slané vodé (Chondrus crispus), tak ve sladké vodé (Cladophora rivularis). Zna¢ny
poCet Fas se prizplUsobil zZivotu na Zemi, mohou se vyskytovat na kmenech strom,
na ledovcich dokonce v horkych pramenech. Rasy mGzZou vytvaret symbioticky vztah s jinymi
organismy, kupfikladu se jedna o symbidzu s houbami, kde tvofi liSejniky. Termin fasy
se vztahuje, jak na makrofasy, tak i na vysoce diverzifikovanou skupinu mikrofas. Velikosti
makrofas mohou dosahovat az 10 metr(, zatimco velikost mikrofas se pohybuje kolem
3az30pum|[9, 10, 11, 12, 13, 14, 15].

Na nasi planeté existuje az 10 milion druhd fas a vétSina z nich jsou mikrofasy. Mikrofasy
jsou prevazné fotosyntetické, zatimco pouze nékolik druht je mixotrofnich nebo heterotrofnich.
Hlavni pozadavky pro jejich rlst je zdroj svétla, uhlik, makronutrienty jako dusik, fosfor, hof¢ik
a silikaty a nékteré mikronutrienty, které jsou specifické pro uréité druhy fas [10,14,16].

Pro autotrofni druhy fas je jako zdroj uhliku potfebny oxid uhli€ity, zatimco heterotrofni
zpusob vyzivy vyzaduje organicky zdroj zivin. Mixotrofni fasy maji schopnost vyuzivat pro svdj
metabolismus jak fotosyntézu, tak i exogenni organicky zdroj Zivin [17].

Prokaryotické druhy fas Ize rozdélit do dvou skupin: Cyanophyta a Prochlorophyta, zatimco
eukaryotické druhy fadime do skupin jako Glaucophyta, Heterophyta, Haptophyta, Dinophyta,
Euglenophyta, Chlorophyta, Chlorarachniophyta, Cryptophyta a Rhodophyta [14].

Dale Ize fasy rozdélit podle druhu obsahu pigmenta. Zelené druhy fas obsahuji chlorofyl A,
chlorofyl B, B-karoten, lutein a zeaxanthin, hnédé druhy naopak syntetizuji chlorofyl C,
B-karoten, a Cervené fasy jsou typické pro obsah chlorofylu D, B-karotenu, zeaxanthinu,
fykoerythrinu a fykocyaninu [15,18,19].

2.2.1 Rod Botryococcus

Rod Botryococcus patfi do skupiny fas s velkym potencialem pro vyuziti tvorby energie na bazi
mikroorganism(. Chemické sloZeni této mikrofasy by mohlo byt vyuzito pro biopaliva, jako je
bioethanol nebo bionafta. Nicméné hlavni nevyhodou fas rodu Botryococcus oproti ostatnim
mikrofasam je prfedevsim pomaly rast [20, 21, 22].

Mezi hlavni zastupce patfi druh Botryococcus brauni, ktery najdeme v koloniich rostoucich
ve hvézdokupé a vyskytuje pfedevSim mirnych nebo tropickych jezerech, nadrzich
nebo rybnicich. Je téméFf vSudypfitomny, vyjma zén kolem Antarktidy. Velikost bunék
se pohybuje na délku v rozmezi od 8 um do 5 um a na Sitku od 13 um do 9 um. Tento druh
se jevi jako jeden z nejslibnéjSich pro vyrobu biopaliv, kde dosahuje vynikajici produkce lipidd
az 65 % susiny. [22 ,23, 24, 25].

Experimenty prokazaly, ze optimalni podminky pro rist druhu Botryococcus brauni je
teplota 23 °C, intenzita osvétleni 274 yE-m=2-s po dobu dvanacti hodin za den a salinita
0,15 mol/l chloridu sodného [26].
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Obrazek 3. Mikroskopicky snimek kmenu Botryococcus brauni

2.2.2 Rod Chlorella

Rod Chlorella patfi mezi nejznaméjsi komeréné vyuzivané fasy po celém svété. Morfologicky
se jedna o jednobunééné a nepohyblivé druhy zelenych sladkovodnich fas. Pro tento rod je
charakteristicky sféricky nebo elipsoidni tvar bunék s velikosti od 2 do 15 ym. MizZzeme zde
zafadit rody Chlorella  sorokiniana, Chlorella  wvulgaris, Chlorella  kessleri
a Chlorella saccharophila [27, 28, 29, 30, 31].

Chlorella se vyznaluje fotosyntetickym aparatem, ktery dokaze ucinné pfemeénit svételné
zareni na chemickou energii. Podobné jako u vy3Sich rostlin, tak fotosyntéza u tohoto rodu
se sklada z reakci, které jsou zavislé na svétle a fixaci oxidu uhli¢itého. Je pozoruhodné, ze je
schopna provadét fotosyntézu pfi relativné nizké intenzité svételného zareni. Hodnota intenzity
svételného zareni pro maximalni Gcinnost fotosyntetického aparatu je 80 az 400 yE-m2-s™1.
Vys§i intenzita svételného zareni nad 2500 yE-m=2-s7! je vétsi, nez burika dokaze preménit
na chemickou energii, nasledné dochazi k energetickym ztratdm, kde se vytvafi teplo.
Chlorella vyZzaduje Ziviny obsahujici uhlik, dusik, fosfor, siru a dalSi kovy. Pokud se nahradi
vzdusnéni za oxid uhli€ity a pfekrodi se potfebné koncentrace oxidu uhli€itého v médiu, dojde
ke snizeni pH a nasledné dojde k inhibici rustu [27, 31, 32, 33, 34, 35, 36].

Za urgitych stresovych podminek (deficience dusiku), mize dojit ke snizené tvorbé
proteinll, a naopak ke zvySené produkci lipidd uvnitf bunék. Koncentrace dusiku v médiu je
kliCova pro regulaci ristu bunék a jejich metabolismu [27, 37].

V souc€asnosti je zajem o Ffasu rodu Chlorella pfedevSim diky obsahu biologicky
prospésnych latek pro lidskou vyzivu nebo pro vyrobu potravinovych doplrikd. Diky vysokému
obsahu lipidd maze byt v budoucnu vyuzita pro produkci biopaliv [27].

Obrazek 4. Chlorella sorokiniana
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Obrazek 5. Krizovy roztér a mikroskopicky snimek kmenu Chlorella saccharophila

2.2.3 Rod Scenedesmus

Rod Scenedesmus je sladkovodni zelena fasa fadici se do tfidy Chlorophyceae.
Ackoli se muze vyskytovat vjednobunélné formé, tak vétSinou pozorujeme kolonialni
usporadani, kde jednotlivé buriky tvofi cenobia o 2, 4, 8, 16 az 32 jedincich. Co se tyCe velikosti
jednotlivych kmenu, jsou riiznorodé, ale setkavame se s velikosti bunék o délce mezi 3—78 um
a Sifce 2 az 10 um. Scenedesmus je Siroce rozsifeny, vyskytuje se ve sladkovodnich jezerech
nebo rybnicich po celém svété, kde tvofi plankton. V praxi se vyuziva pfi problémech
se znedisténim vod, kde pfi Cisténi poskytuje kyslik pro bakterie, které jsou schopny
odbouravat organické odpady. Jako optimalni podminky pro rust se jevi teplota 28 az 30 °C,
mirné kyselé prostfedi a nizka koncentrace soli [38].

Existuje vice nez 461 druhl, nicméné pouze 74 znich bylo taxonomicky uznano.
Mezi zastupce patfi napfiklad kmen Scenedesmus dimorphus, Scenedesmus quadricauda,
Scenedesmus obliqus a Scenedesmus abudans [39].

Obrézek 6. Mikroskopicky snimek zleva kmenu Scenedesmus obliqus a Scenedesmus dimorphus

2.3 Sinice (Cyanobakterie)

Sinice predstavuji jednu z nejstarSich forem Zivota na Zemi. Radi se do skupiny
fotosyntetickych gram-negativnich bakterii. Casto se nazyvaji také modrozelené fasy,
diky podobnosti s fasami, pokud jde o ziskani energie prostfednictvim fotosyntézy.
Ve skute€nosti sinice poskytuji stejné vyhody jako fasy. Podobnost mezi fasami a sinicemi je
predev§im podobna rychlost rustu, rovnéz vyuzivaji sluneéné zareni jako zdroj energie
a spotfeba oxidu uhli¢itého jako zdroje uhliku. Pokud se izoluji sinice z pfirody, Casto je
najdeme v pfitomnosti symbiotickych bakterii [39].
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Sinice patfi mezi jednobunécné prokaryotické organismy, které se ve vétSiné pfipadi
seskupuji do kolonialnich uspofadani. Pokud porovnavame velikost bakterii, tak sinice maji
mnohem vétsi velikost. Hlavnim charakteristickym znakem sinic je pfitomnost modrého
pigmentu fykocyaninu, ktery je zabarvuje do modro-zelené barvy. Nachazi se v moiské vodé,
sladké vodé, nebo dokonce i v pudé. Vétsina sinic ve vodeé Zije jako plankton a muze vytvaret
vodni kvét. Nékteré druhy sinic mizou tvofit toxiny, které jsou zZivotu nebezpeéné pro savce
a jiné Zivocichy [39].

Sinice se mizou adaptovat na rGzna prostfedi. Mnoho druhd produkuje skryté burky
nebo rizné komponenty, které jsou neaktivni az do té doby, nez nastanou lepSi podminky
pro jejich rast [39].

2.3.1 Rod Synechococcus
Rod Synechococcus se fadici se do tfidy Cyanophyta patfi mezi jednobunécné sinice,

se pohybuje od 0,4 az 6,0 um. Plankton v oceanech je vyluéné zastoupen rodem
Synechococcus, ale vyskytuje se pfevazné s dalSi cyanobakterii rodu Prochlorococcus
[40, 41].

Vyskytu rodu Synechococcus je hlavné ve slané vodé, ale najdeme ho i brakické a sladké
vodé. Synechococcus disponuje u¢innym mechanismem a dokaze se adaptovat na razné
koncentrace soli a intenzitu svétla. Co se ty€e jeho odolnosti vuci teploté, nékteré kmeny
se mlzou se vyskytovat i v horkych pramenech [40, 41].

Cyanobakterie  jsou rovnéz vynikajicimi producenty polyhydroxybutyratu,
kde mezi vyznamné rody patfi spolu s rodem Synechococcus také rod Spirulina. Mezi dalSi
vyuziti je akumulace pesticidu, organickych slou€enin obsahujicich fosfor a chlor z vodnich
systéml. Mezi nejznaméjsi patfi Synechococcus nidulans a Synechococcus elongatus
[40, 41].

2.3.2 Rod Arthrospira

Rod Arthrospira (Spirulina) se fadi mezi Siroce rozSifené fotoautotrofni cyanobakterie
vyskytujici se v koloniich. Kolonie vytvafi Sroubovice neboli trichomy, které jsou
charakteristické pro tento rod. Trichomy maji délku od 50 do 500 um a Sifka se pohybuje
od 3 az4 um. V pfirodé rod Arthrospira zije v symbiotickém vztahu s bakteriemi fixujicimi dusik
ze vzduchu [42].

Najdeme ho predevSim ve sladkych vodach bohatych na uhli¢itany s vy88im pH.
Proto nejvhodnéjsi produkéni médium obsahuje anorganické soli a vysokou koncentraci
uhli¢itand, kde pH se udrZuje na hodnoté mezi 9 az 10. V tropickych oblastech u nékterych
kmenu podporuje jejich rust slana voda (vétsi nez 30 g/l), vysoké pH (8,5-10) a intenzivni
svételné zafeni. Jako vétSina sinic je Arthrospira pfisné fotoautotrofni sinice a jeji hlavnim
asimilacnim produktem je glykogen. Co se tyCe teplotniho optima, preferuje teplotu mezi 35 °C
az 37 °C. Pfi kultivaci termofilnich nebo termotolerantnich kmenu pfi vySSich teplotach
(kolem 40 °C) se vyuziva eliminace mezofilnich bakterii zpusobujicich kontaminace.
Naopak béhem dne se jeji minimalni teplota pohybuje kolem 15 °C, avSak pfes noc je schopna
snaset relativné nizké teploty. Z hlediska pfitomnosti slune¢ného zareni tento rod dokaze
tolerovat vysoké intenzity ultrafialového zafeni. Hlavnim fotosyntetickym pigmentem je
fykocyanin, ktery jim dava jejich modro-zelené zabarveni [42].

Mezi nejznaméjsi druhy patfi pfedevsim Arthrospira maxima a Arthrospira platensis.
Na rozdil od jinych rodd neprodukuje toxiny. Arthrospira je sinice bohata na obsah bilkovin,
Zeleza, vitamind a nenasycenych w-3 a w-6 mastnych kyselin, a proto se Siroce vyuziva
jako doplnék stravy [42].
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Obrazek 7. Mikroskopicky snimek kmenu Arthrospira maxima

2.4 Metabolity produkované kvasinkami a rasami

2.4.1 Karotenoidy

Karotenoidy patfi k nejdulezitéjSim slozkam pro lidskou vyzivu. Jsou to pfirodni barviva
rozpustné v tucich, zluté az Cervené barvy [43, 44]. V sou€asné dobé je znamo vice nez 700
strukturné odliSnych karotenoidu identifikovanych v pfirodé [45].

Z chemického hlediska se jedna o tetraterpenoidy o 40 atomech uhliku, které obsahuji
8 izoprenovych jednotek. Jsou pfitomné prfedevs§im ve fotosyntetické struktufe, kde jejich
hydrofobni molekuly jsou asociovany s chlorofyly. Diky konjugovanym vazbam dokazi
zachycovat svételné zafeni vtéch oblastech, kde chlorofyly pohlcuji svételné zareni
nedostateéné, proto karotenoidy zvySuji u€innost jeho zachycovani. Biologicky pusobi
jako antioxidanty a chrani membranu pfi zachytavani kysliku a peroxylovych radikall [44, 47].
Obecné plati, ze &im je polyenovy fetézec delsi, tim je také schopnost stabilizace peroxylovych
radikald vyssSi. Zakladni struktura karotenoidd mulze byt modifikovana rlznymi zpusoby.
PredevSim se jedna o hydrogenaci, dehydrogenaci, zkraceni nebo prodlouzeni puvodniho
fetézce, cyklizace, izomerace a fadu jinych reakci, které vedou k velké rozmanitosti struktur
jednotlivych karotenoidt [46].

Karotenoidni pigmenty nalezneme pfedevSim ve fotosyntetickych systémech vySSich
rostlin, Fas a fototrofnich bakterii. Na druhou stranu, pokud se nejedna o fotosyntetické
organismy, tak pigmenty slouzi jako ochrana proti svételnému zareni. Zivogichové nedokazi
vytvofit karotenoidy de novo, proto je nutny pfisun z potravy [44, 49].

Nékteré karotenoidy jsou vyznamné jako prekurzory vitaminu A, které v lidském organismu
funguji jako antioxidanty a snizuji riziko vzniku kardiovaskularnich onemocnéni,
degenerativnich onemocnéni a rakoviny [43, 44].

Z hlediska struktury jednotlivé karotenoidy délime:

e Karoteny (slou¢eniny s uhlikatym fetézcem)

o Xanthofyly (kyslikaté derivaty) [43, 44].

2.4.1.1 Karoteny

Karoteny jsou strukturné uhlovodiky s nejméné 40 uhlikatymi jednotkami. Z acyklickych
polynenasycenych karotent patfi mezi nejznaméjsi lykopen. Lykopen je nejjednodussi
karoten, ze kterého cyklizaci vznika a-karoten a B-karoten liSici se pouze polohou dvojné
vazby v koncové cyklické skupiné.

Mezi dalSi karoteny syntetizované karotenogennimi kvasinkami se fadi torulen, ktery diky
13 konjugovanym vazbam vykazuje silné antioxidaéni schopnosti. Jsou syntetizovany
pfedevsim rody Rhodosporidium, Cystofilobasidium, Rhodotorula nebo Sporidiobolus [44].
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Obrazek 8. Metabolicka draha syntézy karotenoidi u rodu Rhodotorula [48]

2.4.1.2 Xanthofyly

Xanthofyly jsou kyslikaté derivaty karoten(, v jejichz struktufe nachazime karboxylovou,
karbonylovou, hydroxylovou a hydroxymethylovou skupinu. Torularhodin diky pfitomnosti
karboxylové skupiny fadime do skupiny xanthofyld a je rovnéz syntetizovan vySe zminénymi
rody kvasinek. Dale do této skupiny fadime napfiklad astaxanthin a canthaxanthin [44, 49].

Astaxantin je slouc€enina, ktera se tradi¢né syntetizuje chemicky, ale vysledkem je smés
chiralnich forem. Pfirodni formy astaxanthinu sestavaji pouze z jedné chiralni isoformy.
PFirodni zdroje zkoumané pro krmivo a potraviny zahrnuji pfedevSim kvasinky rodu
Xanthophyllomyces dendrorhous nebo fasy rodu Haematococcus pluvialis. Z ekonomickych
dlvodu nelze vyuzit extrakce z korysa kvuli nizké koncentraci astaxanthinu.

Kmeny Xanthophyllomyces dendrorhous jsou jiz vyuzivany v pramyslovém odvétvi,
kde jejich produkce této slouceniny je 5 — 15 mg/kg biomasy. Kvasinky produkujici astaxanthin
jsou povazovany za bezpetné pro lidskou spotfebu. Astaxantin je povazovan za silny
antioxidant a maze byt vyuzivan jako doplnék stravy, ktery mize zabranit degenerativnim
onemocnénim a starnuti. Rasa rodu Haematococcus pluvialis je rovnéz pfirodnim zdrojem
astaxanthinu, kde produkce dosahuje az 20 mg/g biomasy, ale kultivace vyzaduje delSi
a specialni podminky.

Astaxanthin je komeréné vyuzivan jako dopinék do krmnych smési, hlavné pro krmeni
lososu. Tento pigment muze mit dalSi vyuziti pro krmeni dribeze, korySa, exotickych ptakua
[7, 51, 52, 53].

HO™
Obrazek 9. Astaxanthin
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2.4.2 Biosyntéza isoprenoidi

2.4.2.1 Biosyntéza mevalonové kyseliny

Prvni krok biosyntézy je produkce mevalonové kyseliny. Vychozi slou¢eninou pro biosyntézu
isoprenoidl je acetyl-CoA. Jak je znazornéno na schématu (Obrazek 10), nejprve dvé
molekuly acetyl-CoA kondenzuji za katalyzy thiolasy a vznika molekula acetoacetyl-CoA,
ktery je rovnéz meziproduktem syntézy mastnych kyselin. Ve druhém kroku acetoacetyl-CoA
kondenzuje se tfeti molekulou acetyl-CoA, &imz dojde ke vzniku Sestiuhlikaté slouceniny
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (dale HMG-CoA). Reakce je katalyzovana HMG-CoA
synthasou. Ve tfetim kroku se redukuje HMG-CoA za spotfeby dvou molekul NADPH
na mevalonat za katalyzy HMG-reduktasy, ktera je hlavnim regulaénim krokem syntézy sterolu
[3, 54].

2.4.2.2 Syntéza isopentenylpyrofosfatu

DalSi reakce vyZzaduje vy3sSi energetickou narocnost. V prvni fade dojde k aktivaci mevalonatu
tfemi molekulami ATP a vznika 3-fosfo-5-difosfomevalonat. Vzhledem k nizké stabilité
meziproduktu dojde k dekarboxylaci a odstoupeni P; za vzniku isopentenylpyrofosfatu (IPP),
ktery izomeruje v rovnovazné reakci na dimethylallylpyrofosfat (DMAPP) [3, 54].

2.4.2.3 Vznik izoprenoidu

IPP a DMAPP spolu kondenzuji ve sméru ,hlava—pata“, z DMAPP dojde k od&tépeni PP;
avznika geranylpyrofosfat (GPP), ktery je prekurzorem pro syntézu monoterpend.
Ten nasledné muze kondenzovat s dalSi molekulou IPP a vytvofi farnesylpyrofosfat (FPP),
jez je prekurzorem pro biosyntézu seskviterpent. Pokud dojde k prodlouzeni FPP kondenzaci
s IPP vznika geranylgeranylpyrofosfat (GGPP) [3, 54].

Jestlize dojde ke kondenzaci ve sméru ,pata k paté“ dvou molekul FPP a sou¢asné probiha
redukce, vznika skvalen, jez je prekurzor pro syntézu steroidd. Stejny zplsobem vznika
ze dvou molekul GPPP fytoen, ktery je prekurzorem pro syntézu karotenoidu [3, 54].
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Obrazek 10. Schéma syntézy izoprenoidi [54]
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2.4.3 Ergosterol

Ergosterol se z chemického hlediska Fadi mezi steroly, které jsou odvozené od steranu.
Jeho struktura a funkce v organismu je znacné podobna s cholesterolem. Cholesterol je
hlavnim sterolem savcul, kdezto ergosterol je produktem biosyntézy steroll v houbach
a kvasinkach.

Jeho hlavni funkci je v prvni fadé regulace permeability a tekutosti bunééné membrany,
ale je rovnéz prekurzorem steroidniho hormonu vitaminu D, neboli ergokalciferolu.
Ten se pusobenim UV zafeni méni na vitamin D, ktery hraje dulezitou roli v metabolismu
esencialnich mineralt vapniku, fosforu a hof&iku [55].

Pfeména na vitamin D, neprobiha pfimo, ale pfes fadu meziproduktl, jako lumisterol
a tachysterol. Pfi vysokych davkach UV zafeni mize dojit ke vzniku toxickych produktd, jako je
napfiklad toxisterol. Experimentalné bylo zjisténo, Ze kvasinky akumulujici zvySené mnoZzstvi
tuku produkuji méné ergosterolu. Tento efekt byl rovnéz pozorovan u kvasinek vystavenych
zvySenému svételnému zareni [1, 4].

Obrézek 11. Ergosterol

2.4.4 Koenzym Qo

Koenzymy Q se fadi do skupiny ubichinonu, které ve své struktufe obsahuji chinonové jadro
a vedlejSi fetézec izoprenového charakteru. Mezi nejznaméjsi patfi koenzym Qio,
ktery obsahuje celkem 10 izoprenovych jednotek. Tato molekula se nachazi v aerobnich
organizmech od bakterii po savce a je zastoupena téméfr ve vSech burikach v lidském
organizmu [55].

Z biologického hlediska slouzi v organismu jako prenasec elektronu
v elektron—transportnim fetézci pro produkci ATP uvnitf mitochondrii. V dychacim fetézci je
molekula koenzymu Q zodpovédna za pfenos elektron z komplexu | (NADH dehydrogenasa)
a do proteinového komplexu Ill, oznadovaného jako koenzym Q-cytochrom ¢ oxidoreduktasa.
Dochazi zde kredukci ubichinonu na ubichinol, ktery putuje ke komplexu Il
(koenzym Q-cytochrom c oxidoreduktasa) [56].

Nasledné jind molekula ubichinonu pfendsi elektrony z komplexu Il (sukcinat-koenzym Q
oxidoreduktasy) do komplexu Ill. Komplex | transportuje elektrony z NADH na koenzym Q
a komplex Il prenasi elektrony z FADH, na koenzym Q. PF pfijimani elektrond,
jak z komplexu I, ale i z komplexu Il zGstava molekula koenzymu v redukované formé jako
ubichinol, az po pfenosu elektron do komplexu Il se oxiduje zpatky na ubichinon [56].

Dale ve své redukované formé plsobi koenzym Q1o jako antioxidant, ktery se mize ucastnit
redoxnich reakci a pusobi jako prevence proti poSkozeni DNA a proteint [56].

Obrézek 12. Koenzym Qn
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2.4.5 Chlorofyly

Slunce je zdrojem energie pro zivot na Zemi, kterou dokazi zachycovat fotosyntetické
organismy pomoci fotosyntézy. Nicméné v organismech existuje mnoho fotosyntetickych
Molekuly chlorofylu pfevadi slune€nou energii na chemickou energii, ktera nasledné slouzi
pro tvorbu sacharidt [57].

Chlorofyly jsou zelené pigmenty fotosyntetickych organismd, které se nachazi
v membranovych organelach zvanych chloroplasty. Tyto fotoaktivni pigmenty najdeme
u raznych vysSich rostlin, fas a také fotosyntetickych bakterii. Nicméné chlorofylu je vice druht
a lze je rozdélit do skupin A, B, C, D, E a F [57].

Mezi hlavni chlorofyly patfi chlorofyl A a chlorofyl B. Z chemického hlediska jsou chlorofyl
A a chlorofyl B derivaty dihydroporfyrinu, kde uprostied kruhu je chelatové vazan atom hofciku.
Postranni fetézce zakladni molekuly chlorofylu ur€uji znaky dalSich typud chlorofylu
a pfedevSim vytvafi zmény v absorp&nim spektru sluneéniho zafeni. Molekula chlorofylu A
disponuje dlouhym hydrofobnim Fetézcem, ktery je ukotveny k hydrofobnim proteinim
v tylakoidni membrané. Mezi chlorofylem A a chlorofylem B je z hlediska struktury rozdil
v navazané CHO skupiné na CHs Vv poloze C-7 u chlorofylu B [57].

Chlorofyl A se vyskytuje ve vSech fotosyntetickych rostlinach, stejné

tak i ve fotosyntetickych bakteriich. Ve fotosyntetickych burfikach chlorofyl A absorbuje
Cervené svétlo pfi vinové délce od 670 nm do 480 nm. Chlorofyl B se vyskytuje pouze
ve vysSich rostlinach a zelenych fasach. Charakteristickym znakem je Zluta barva pigmentu
a absorbuje modré svételné zafeni pfi vinové délce 480 nm do 650 nm [58].
Dale je v pfirodé méné pfitomny chlorofyl C, ktery se nachazi jako minoritni slozka spolu
s chlorofylem A v hnédych moiskych fasach. Chlorofyl C ve své struktufe neobsahuje dlouhy
uhlovodikovy fetézec v poloze C-17 akrylatového substituentu. Jeho funkce v procesu
fotosyntézy je zejména zvySena absorpce svétla, hlavné v modré oblasti, protoze pigment ma
posunuté absorp&ni maximum oproti chlorofylu A a chlorofylu B [58].

Chlorofyl D se vyskytuje rovnéz v minimalnich mnozZstvich, a to pouze v ¢ervenych Fasach
(Rhodophyta). V chlorofylu D je divinylova skupina v poloze C-3 nahrazena formylovou
skupinou oproti chlorofylu A. Chlorofyl D se vyrazné liSi od ostatnich chlorofyll, kde jeho
absorp¢ni maximum je posunuto spiSe do blizké infraCervené oblasti. Chlorofyl D je podobny
spiSe bakteriochlorofylim, které rovnéz absorbuji v blizké infraervené oblasti
(kromé bakteriochlorofylu E, ktery absorbuje v oblasti 715 nm az 725 nm) [59].

Velmi vzacnym typem je chlorofyl E nachazejici se ve Zlutych fasach Vaucheria hamata
a Tribonema bombycinum [57,59].

V sinicich je pfitomny chlorofyl F, ktery je povazovan za doplrikovy pigment chlorofylu A.
Nékteré sinice jsou schopny vyuzivat vzdalenou Cast ¢erveného spektra tim, ze si dokazi
syntetizovat pigmenty typu chlorofylu F a tim rozsifi spektralni rozsah pro fotosyntézu.
Experimentalné bylo zjiSténo, Ze sinice obsahuji zvySeny obsah chlorofylu F, kdyz jsou
kultivovany v blizkosti infraerveného zarfeni, nikoli bilého svétla. Z hlediska struktury je
chlorofyl F transformovan z chlorofylu A v poloze C-2 methylu na formylovou skupinu
[54, 57, 60, 61, 62].

2.4.6 Biosyntéza chlorofylu

Prvni fazi syntézy chlorofylu je syntéza 5-aminolevulové kyseliny. U vySSich rostlin,
cyanobakterii a Fas dochazi pfipojeni glutamatu na tRNA za vzniku aktivovaného
glutamyl-1-tRNA, ktery je nasledné redukovan na glutamat-1-semialdehyd za katalyzy
glu-tRNA reduktasy. Glutamat-1-semialdehyd se nasledné pfeménuje na 5-aminolevulovou
kyselinu (ALA) [63].
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Nasleduje reakce, kde dochazi ke kondenzacni reakci dvou molekul 5-aminolevulové kyseliny,
kde vznika porfobilinogen za katalyzy ALA-dehydratasy. Poté reaguji Ctyfi molekuly
porfobilinogenu, kde nasledné uroporfyrinogensynthasa, ktera pracuje spolu
s kofaktorem uroporfyrinogenkosynthasou, katalyzuje syntézu uroporfyrinogenu Ill. Dale jak je
vidét na Obrazek 13 uroporfyrinogen Il je dekaryboxylovan uroporfyrinogen-synthasou
na koproporfyrinogen lll. V dal$i reakci dojde k oxidaci propionylovych zbytk(i na vinylové
a vznika protoporfyrin 1X.

Do protoporfyrinu X se nasledné vnese ion Mg?* za katalyzy Mg-chelatasy a vznika
Mg-proporfyrin |1X, ktery se poté esterifikuje propionovym postrannim fetézcem za katalyzy
methyltransferasy. Nasledné (Obrazek 13) dojde k cyklizaci za vzniku divinyl protochlorfylidu.
Jako predposledni krok nasleduji redukéni reakce za vzniku protochlorofylidu. Posledni krok
syntézy chlorofylu A je katalyzovan chlorofyl-synthasou. Tento enzym esterifikuje propionovy
kysely postranni fetézec kruhu IV s fytopyrofosfatem a vznika chlorofyl A [63].

{lj(}(_}l-l Cltoo-----lRNA {llHtJ CHsNH5
CHNH, ate mg®  CHNH» NADPH {llHNH; EI.':'O
1 I I
1) GHy  + tRNA —» CHy — = CH = CH,
Glu - tRNA Glu-tRNA Glutamst-
{I: Hy s;rif.llasa [|: Haz "'3;“‘(-'339 CH; ss.l';fu?arur:erhyc Ha
COOH COOH COOH samnalransferasa é OCH
Kyselina glutamova Glutamyl-tRNA  Glutamat-1-semialdehyd  5-aminolevulova kyselina
COOH COOH
Co0 Coo
2) dehydratasa
- MH? ——————— -
-H,0 / \
-
o Hz H
NHz MHz
5-aminolevulova kyselina porfobilinogen
3
0. OH OH =
0 0 OH
HO 0 Mg-Chelstasa
— Mag-Protoporfyrin IX
Methyitransferasa
L
HO CH Mag-Protoporfyrin iX
0 © HO~0 HO~=0 monomethylester
HO~0 HO 0 Protoporfyrin X Cykiasa
A
Uroporfyrinogen 111 Divinyl Protochlorofylid
Dekarboxylasa Vinylreductasa
L
Koproporfyrinogen 11l Protochlorofylid

Oxigdasa
Chlorofyl synthasa

Frotoporfyrinogen IX
F I ynnog Chlorophyl a

Obrézek 13. Biosyntéza chlorofylu [63]
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Obréazek 14. Chlorofyl A

2.4.7 Lipidy

Lipidy pfedstavuji pfirozené se vyskytujici organické chemické slouceniny.
Vykazuji hydrofobni charakter, a proto jsou velmi dobfe rozpustné v nepolarnich
rozpoustédlech. Mezi hlavni biologicky vyznamné lipidy patfi zejména mastné kyseliny,
triacylglyceroly (TAG), fosfolipidy, cholesterol a dal$i estery. Dale mezi lipidy mizeme zaradit
steroidni hormony, vitaminy rozpustné v tucich a eikosanoidy [64].

V organizmu maji lipidy za ukol plnit velmi dualezité funkce. Slouzi zejména jako zdroj
arezerva energie, poskytuji izolatni a mechanickou ochranu a jejich transportni forma
tzv. lipoproteiny se podileji na transportu latek (napfiklad vitamin( rozpustnych v tucich).
Dalsi dalezitou funkci v organizmu pini latky s polarni a nepolarni strukturou, tzv. fosfolipidy,
které se nachazi v bunécnych membranach vSech bunék. V bunéfné membrané molekuly
fosfolipidl slouzi k prostupu latek dovnitf bunék a ven z bunék a také jako ochranna bariéra
[64].

Lipidy mohou byt vyuZity jako alternativa pro produkci biopaliv. Rasy, kvasinky a bakterie
mohou za urc€itych podminek kultivace syntetizovat vysoké mnozstvi lipidd a mezi hlavnimi
vyhodami jejich vyuziti nelze opomenout skutecnost, Ze mikroorganismy nejsou ovlivnény
sezonnimi zménami. Tyto oleogenni mikroorganizmy mazou akumulovat vice nez 20 % lipidu
v biomase. V buiikach mikroorganismi se nachazi prevazné triacylglyceroly (TAG), jsou
skladovany intracelularné jako zasoba uhliku a energie. K syntéze TAG zacina az po syntéze
fosfolipidd béhem exponencialni faze rastu a dale pfi naruSeni bunécného rustu,
za nadmérného mnozstvi uhliku a limitovaného mnozstvi dusiku.

Typy syntetizovanych lipidi jsou rozdilné ali§i se mezi prokaryoty a eukaryoty. Diky
schopnosti fas, kvasinek a hub akumulovat TAG polynenasycenych mastnych kyselin, jsou
v budoucnu vhodnou alternativou pro produkci bionafty kvili chemické podobnosti
s rostlinnymi oleji [65].

2.4.7.1 Mastné kyseliny
Zakladni soucasti lipid jsou monokarboxylové kyseliny, které jsou v biologickych systémech
nejCastéji slozeny z 14 az 24 uhlik( a jsou oznaCovany jako mastné kyseliny (dale MK).
MK se nejCastéji nevyskytuji volné, ale jako esterifikovana forma v lipidech (triacylglyceroly,
fosfolipidy a cholesterol) [3, 65, 66].

V organizmech najdeme MK pfedevSim se sudym poctem atomu uhliku a mizeme je
rozdélit v zavislosti po¢tu dvojnych vazeb na MK nasycené nebo nenasycené. Nasycené MK
obsahuji ve své struktufe pouze jednoduché vazby mezi atomy uhliku.
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Naopak nenasycené MK jsou charakteristické pfitomnosti jedné nebo vice dvojnych vazeb.
Nenasycené MK s jednou dvojnou vazbou jsou oznaCovany jako mononenasycené (MUFA)
a pokud obsahuiji vice dvojnych vazeb, tak se jedna o MK polynenasycené (PUFA) [66].

Atomy uhliku se zpravidla €&isluji od atomu uhliku karboxylové kyseliny, ale pro oznacené
polohy dvojné vazby €islovani za¢ina od methylového konce a oznagujeme jako m. Podle toho
oznacujeme MK s polohou dvojné vazby na tfetim uhliku jako ©-3 MK, na Sestém uhliku ®-6
MK a na devatém »-9 MK [66]. Polynenasycené mastné kyseliny jsou syntetizovany pouze
rostlinami, fytoplanktonem a jsou esencialni pro vyssi organismy. Ackoli maji PUFA pfiznivé
ucinky na lidské zdravi, tak maiji v téle protichldné metabolické ucinky. Q-6 jsou zodpoveédné
jsou pomahaji zanét zmirnit a dale se podileji na ochrané pfed diabetem, metabolickymi
poruchami, osteoporézou a neurologickym onemocnénim [66].

2.4.8 Biosyntéza vysSich mastnych kyselin

Biosyntéza mastnych kyselin je obdobna jako oxidace mastnych kyselin, avSak jsou
zde pfitomny jiné enzymy, redoxni koenzymy a karboxylaéni reakce. Rozlicné je také
umistnéni metabolickych déju. Zatimco degradace mastnych kyselin je lokalizovana
v mitochondriich, biosyntéza probiha v cytosolu a meziprodukty syntézy jsou thioestery
bilkovin oznaCované jako ACP (acyl carrier protein). K biosyntéze MK jsou k redukénim
reakcim nutné vodiky, ato poskytuje NADPH vyprodukované v pentézovém cyklu
nebo u fotosyntetickych organismu se ziskava ve svételné ¢asti fotosyntézy. Syntéza MK je
kondenzacni reakce, kde se fetézec mastné kyseliny syntetizuje po dvouuhlikatych jednotkach
z energeticky vyhodnéjsiho malonyl-CoA [3, 54].

Na Obrazek 15 je schematicky znazornéna syntéza palmitové kyseliny. V prvni fazi
biosyntézy (1-2) probé&hne aktivacni reakce, ktera spociva v nevratné karboxylaci acetyl-CoA,
za hydrolyzy ATP, ktera je katalyzovana biotin-dependentni acetyl-CoA karboxylasou
za vzniku energeticky bohatSi slou¢eniny malonyl-CoA. Vychozi acetyl-CoA se ziskava
pfi oxidaci bud dekarboxylaci pyruvatu v ramci odbouravani sacharidl, nebo pfi oxidaci
jinych MK. Nasledné B-oxoacylsyntasa katalyzuje kondenzalni reakci, kde se vazou
prekurzory acetyl-CoA nebo acyl-CoA [3, 54].

Na schématu je znazornéna reakce (bod 3), kde dojde k dekarboxylaci malonyl-ACP za vzniku
karbaniontu. Ten poté napada acetylthioester za vzniku -oxoacyl-ACP [3, 54].

Dale (bod 4-6) probéhne redukce acetoacetylu-ACP (koenzym NADPH) za vzniku
D-3-hydroxybutyryl-ACP a nasledna dehydratace a vznika krotonyl-ACP. Poté probéhne
opétovna redukce (FADH;) za katalyzy enoyl-ACP reduktasou za vzniku butyryl-ACP.
V tomto kroku dojde ke zméné ketonu na alkylovou skupinu. Jiz v této reakci je viditelné
prodlouzeni pavodni acetylové skupiny o dvé uhlikaté jednotky. V dalSi ¢asti se opakuji reakce
v kroku 2a, kde ACP je opétovné energeticky nabity malonylovou skupinu, opakuje se cyklus
stejnym vySe popsanym mechanismem a vznika mastna kyselina prodlouzena o dalsi dvé
uhlikaté jednotky. Pokud syntetizujeme palmitovou kyselinu, tak ke vzniku palmitoyl-ACP je
nutno, aby cyklus probéhl celkem sedmkrat. Posledni krok biosyntézy palmitatu spociva
v hydrolyze thioesterové vazby palmitoyl-ACP za katalyzy palmitoylthioesterasy [3, 54].
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Obrazek 15. Schéma syntézy mastnych kyselin [54]

2.5 Vliv vnéjsich faktori na mikroorganismy

Faktory ovliviujici zivé organismy muazou byt biologické, fyzikalni a nutricni. Mezi fyzikalni
stresy fadime: svételné zarfeni, absence svételného zareni, oxidacni stres, pusobeni tézkymi
kovy, pH prostfedi, salinita a teplota. Co se ty€e nutri¢niho stresu, tak se mize vyuzit limitace
nékterych prvkd — napfiklad S, C, P nebo N k nadprodukci vybranych metabolit(. Pfi vyuziti
odpadnich substratu se jedna rovnéz o nutriéni stres. Jako posledni jsou biologické stresy,
kde vyuzivame vzajemné interakce u smésnych kultur.
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2.5.1 Biologické faktory

2.5.1.1 Ko-kultivace

Ko-kultivace se fadi mezi biologické stresové faktory, kde se vyuziva interakci mezi dvéma
nebo vice mikroorganismy. Pfedem zvolené druhy mikroorganizmd se synchronné kultivuji
ve shodném produkénim médiu. Této kultivace se vyuziva predevsim pfi Cisténi odpadnich
vod, syntéze bioaktivnich latek nebo rovnéz pfi degradaci halogen( a uhlovodik( [67, 68, 69].
Pokud se podafi uspé&sna kombinace mikrofas s kvasinkami, dojde k pfiznivému ovlivnéni
vymény plynd a upravy pH média. Kupfikladu byla provedena kultivace kombinaci
Spirulina platensis a Rhodotorula glutinis nebo Scenedesmus obliqus a Candida tropicalis [67,
70].

Teoreticky se mlize predpokladat, ze fotoautotrofni rist fas mlze generovat kyslik dale
vyuzitelnymi heterotrofnimi druhy kvasinek, kdezto kvasinky by Fasam mohly poskytovat
oxid uhli¢ity. Rovnéz dalSi sekundarni metabolity u fasovych kultur mdzou mit stimulaéni
ucinek pro kvasinkovy rist [67,71].

Vyuziti smiSenych kultur ma potencial pfi biokonverzi pramyslovych odpadnich latek,
¢imz mlze pfispivat k ochrané Zivotniho prostfedi a snizeni vzniku sklenikového efektu.
Experimentalné bylo zjis§téno, ze pfi vzajemné interakci Chlorella pyrenoidosa a Rhodotorula
glutinis v poméru 3:1 byla dosazena zvySena produkce lipidd oproti monokultufe [68,72].

2.5.2 Fyzikalni a chemické faktory

2.5.2.1 Teplota

urychluje biosyntetické drahy, ale i degradacni procesy, kdy dochazi k inaktivaci enzymi
katalyzujicich biochemické reakce. Naopak nizSi teplota zpomaluje nebo az zastavuje rist
mikroorganismu. Definujeme teplotu minimalni a maximalni, pfi které mikroorganismy jsou
schopny se rozmnoZovat. Naopak pfi optimu jsou rychlosti rozmnozZovani nejvyssi.
Rovnéz mizeme definovat teplotu letalni, pfi niz dochazi k usmrceni mikroorganism [3].

VétSina laboratornich a pramyslovych kmen( kvasinek je mezofilnich a preferuje teplotu
mezi 20 °C az 30 °C, ale najdou se i psychrofilni rody jako Torulopsis spp. a termofilni kmeny,
napfiklad Saccharomyces telluris [73]. Z hlediska produkce karotenoidd u ¢ervenych kvasinek,
je potfeba brat v Uvahu, Ze teplota je dalSim parametrem ovliviiujicim rist bunék, metabolitd
a pusobi zménu aktivity biosyntetickych drah, vcetné produkce karotenoidu, kde teplotni
ucinek ovliviiuje koncentrace enzymu pfi jejich syntéze. Vliv teploty zavisi také na druhu
mikroorganismu, ale napfiklad u kvasinky Rhodotorula glutinis bylo zjiSt€no, Ze maximalni
produkce biomasy a karotenoidu je pfi teploté 30 °C [44, 74].

U fas byla optimalni teplota pozorovana v rozmezi 15 °C do 30 °C, ale liSi se to od druhu
jednotlivych rodl fas. Mimo optimalni teploty mize dojit k poSkozeni nebo letalnimu ucinku
mikroskopickych fas, kvlli zvySeni nebo snizeni funkce fotosyntetického aparatu [75, 76].
Experimentalné bylo zjisténo, Ze rlist biomasy a syntéza lipid se do urcité miry exponencialné
zvysuje s rostouci teplotou [77, 78].

Napfiklad u rodu Scenedesmus sp. byl pozorovan zvySeny narUst lipidd a biomasy
pfi 20 °C. Dale rod Chlorella je znam Sirokym rozmezim teplot, ve kterém jsou tyto mikrofasy
schopny rastu. Teplotni rozsah se pohybuje od 5 °C do 30 °C [75, 76].
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2.5.2.2 Svételné zareni

Na mikrobialni bunfky ma nepfiznivy efekt zejména zafeni o kratSich vinovych délkach.
Mlzeme zde zaradit také ultrafialové zafeni o vinové délce 265 nm, které pusobi letalné.
Hlavni zpusob inaktivace nastava, kdyz dojde k absorpci fotonu, nasledné se vytvari
mezi sousednimi thyminovymi bazemi pyrimidinové dimery a mikroorganismus neni schopen
dalSi replikace [79].

Svétlo je v pfirodé vyzafovano jak ve viditelnych, tak neviditelnych vinovych délkach.
Co se tyCe Cervenych kvasinek, jsou vic&i zafeni relativné odolné. Karotenogenni kvasinky
se pusobeni zvySené intenzity svételného zafeni pfizplsobily produkci antioxidantd
a fotoprotektantl tzv. karotenogenezi [3, 44].

Pro fotoautotrofni mikroorganismy je intenzita a slozeni svételného zareni dualezitym
parametrem fotosyntézy. Ale pouze nékteré vinové délky svétla jsou transformovany na energii
v procesu fotosyntézy. Studiemi bylo prokazano, Ze fasy diky chlorofylu A a chlorofylu B
vykazuji lepSi rist v modrém a Cerveném svétle. Svételny faktor je dlilezity pro fizeni produkce
fasové biomasy a lipid. Pokud se aplikuje extrémné vysoka intenzita svételného zareni, mize
to zapficinit fotoinhibici, nasledné se poskodi fotosystémy a tim dojde ke snizené schopnosti
akumulace lipidu [44, 80].

U kultivace fas je nutno pouzit vhodny umély zdroj svétla. Kromé volby spravného zdroje
svételného zafeni, je nutné brat ohled na spravnou intenzitu. Pfi extrémni svételné intenzité
v procesu fotosyntézy dochazi k fotooxidaci, kde je molekula chlorofylu excitovana
do tripletového stavu. Tento stav je velmi reaktivni, nasledné reaguje s kyslikem a navraci
se do zakladniho stavu.

Excitovany kyslik je velmi reaktivni a reaguje s mastnymi kyselinami za vzniku lipidovych
intenzita zafeni zapfiCini excitaci pouze do prvniho singletového stavu, fotosyntéza probiha
pomaleji a kvali tomu dojde ke snizeni rastu biomasy [80, 81, 82].

Co se tyCe konkrétnich rodu fas, experimentalné bylo zjis§téno, Ze Chlorella sorokiniana byla
schopna zvysit syntézu lipida pfi zvySeném osvétleni 600 uE-m2-s1. Nasledné dalsi studie
ukazuje na nadmérnou produkci lipidi pomoci Botryococcus sp. Az 32,77 % lipidu vztazeno
na hmotnost biomasy pfi intenzité 110 yE-m2-s1 [76, 77, 83, 84].

2.5.2.3 Vliv na obsah vody a soli

Vodni aktivita je definovana jako pomér tlaku par nad roztokem k tlaku par Cisté vody pfi stejné
teploté. Vzhledem k tomu, Ze metabolismus mikroorganismu probiha ve vodném prostredi,
tak je nutno zajistit postacujici mnozstvi volné vody, ktera neni vazana na rozpusténé latky
a mikroorganismy ji mohou vyuzivat pro chemické a biologické reakce. Z tohoto didvodu ma
aktivita vody ucinek na pfitomnost mikroorganismu. Pfevazna vétSina mikroorganismu
preferuje aktivitu vody od 0,6 do 0,99. Rasy a bakterie vyzaduiji pro svij Zivot pfevazné vyssi
aktivity vody, zatimco nékteré osmotolerantni kvasinky jsou schopny se rozmnozovat
pfi aktivité 0,73 [3, 85].

S vodni aktivitou souvisi rovnéz osmoticky tlak prostfedi pasobici na buriky. Cim je vy$si
koncentrace rozpusténych latek, tim se snizuje aktivita vody v prostfedi a zvysSuje se osmoticky
tlak. Mikroorganismy jsou schopny zvladnout osmoticky tlak prostfedi od 0,55 do 0,1 MPa.
Vzhledem k tomu, Ze voda proudi napfi¢ membranou smérem k vyS$si koncentraci rozpusténé
latky, jsou biologické membrany pro vodu vice propustné nez pro vétSinu rozpusténych latek.
ZvySeni vnéjSi osmolarity (hyperosmoticky stres) vede k odtoku vody ven z buriky,
zatimco hypoosmoticky stres zapfi€ini pfitok vody do burky. Tento tlakovy rozdil je potlaCovan
resistenci bunécné stény. Mikroorganismy se snazi udrzet mirné vy$8i osmoticky tlak
oproti vnéjSimu prostfedi.
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Kdyz se zméni vnéjsi osmoticky tlak, bufika se snazi pfizpusobit jejich vnitfni osmolaritu. Po
vystaveni mikroorganism( hyperosmotickému Soku dochazi k produkci a nasledné akumulaci
Naopak po aplikaci hypoosmotického Soku musi bufiky rychle exportovat rozpusténou latku,
aby se zabranilo nadmérnému turgoru. Zvyseny osmoticky stres vyvolany NaCl mize byt
exogennim faktorem, ktery stimuluje zvySenou karotenogenezi [86, 87, 88, 89].

Studiemi bylo prokazano, Ze nékteré kmeny karotenogennich kvasinek jako
Rhodotorula glutinis a Rhodotorula mucilaginosa syntetizovaly karotenoidy az Sestinasobné
vice po pridani 10% NaCl na poc¢atku faze ristu v porovnani s kontrolnim médiem [86, 87, 88].
ke zvySené produkci sacharidli nebo lipidickych latek v zavislosti na daném kmenu fas.
V pfipadé, ze jsou fasové burnky vystaveny fyziologickému prostfedi, dojde k obnoveni
turgoru, adaptaci a naslednému uvolfiovani iontd pfes membranu a akumulaci metabolitt
odolnych vic&i osmoéze. Bylo prozkoumano, Zze u mnoha druh(l fas po aplikaci solného stresu
v pozdni exponencialni fazi dochazelo ke zvy$ené akumulaci lipidd. Kupfikladu Chlorella
vulgaris méla pfi solném stresu zvySenou tendenci tvorby lipidd az o 21,1 % [77, 90].

2.6 Metody zpracovani bunék a jejich metabolitt

2.6.1 Extrakce

Ugel extrakce je predevsim izolace analytu od matrice nebo latek zplisobuijici rusivé vlivy
pfi stanoveni. Proces extrakce je délici metoda, kde se vyuziva selektivniho prechodu
konkrétni slozky mezi dvé vzdjemné se nemisitelné kapaliny nebo mezi kapalnou a tuhou fazi.
Castice se premistuji z tuhé faze do roztoku nebo v pfipadé dvou kapalnych fazi, dochazi
k pfechodu z jedné kapalné faze do druhé. Uplatiuji se zde interakce mezi molekulami
rozpoustédla a mezi molekulami analytu. Vybér vhodného rozpoustédla je zavisly na typu
interakci, které se v systému uplatriuji. Jedna se pfedevSim o disperzni interakce, dipdl-dipdl
interakce, indukéni interakce nebo tvorbu vodikovych mastkl. Pokud se jedna o extrakci
v systému kapalina-kapalina, je hlavni podminkou pro extrakci, aby se ustavila rovnhovaha
mezi analytem a rozpous$tédlem [91, 92].

V naSem pfipadé maji stanovované metabolity pfevazné nepolarni charakter a vyskytuji
se v cytoplazmatické membrané a v ostatnich buné&nych organelach. V pfipadé
karotenoidnich kvasinek disponujicich silnou buné€nou sténu, ktera je bariérou pro molekuly
lipidd, je nutné pro Uspésnou extrakci lipidickych latek nutné dezintegrovat buné€nou sténu.
U fas a sinic je rovnéz nutné rozruseni bunék, ale extrakce je u€innéjsi z dlvodu ten&i bunécné
stény, ktera obsahuje velké mnozstvi vody. K rozruSeni bunétné stény se mizou pouzit
mechanické, chemické a enzymatické metody [6, 93].

2.6.2 Molekulova absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti

Zakladnim principem spektrometrie v ultrafialové a viditeIné oblasti je absorpce zafeni vinové
délky 200 az 800 nm, kde nutnou podminkou jsou zfedéné roztoky molekul. Pokud dojde
k absorpci molekulami roztoku, nasledné dochazi k excitaci valen¢nich elektronud vyskytujicich
se v molekulovych orbitalech [92].

Molekulova absorpéni spektrometrie vyuziva stanoveni latek na zakladé Lambert-Beerova
zakona, kde absorbance je pfimo umérna koncentraci analytu absorbujiciho zafeni a tloustce
absorbujici vrstvy. Je nutné splnit podminku zfedénych roztok(i, u kterych se molarni
koncentrace pohybuje do 102 mol-dm-3. Z hlediska instrumentace je zdrojem zareni pfedevs§im
deuteriova vybojka pro ultrafialové oblasti a wolframova nebo wolframova-halogenova
pokryvajici oblast viditelného spektra. Pro obé oblasti se vyuziva xenonovych vybojek.
Dale nasleduje disperzni prvek, kde se nejcastéji vyuziva difrakéni mfizka Czerny-Turner.
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Nasleduje detekce zafeni, kde se vyuziva predevsim fotonasobice, fotodiody nebo diodového
pole. Pfi méfeni je nutno brat v uvahu volbu vhodné kyvety.

Standardné se vyuzivaji kyvety kiemenné umoziujici stanoveni jiz od vinové délky 180 nm,
dale sklenéné a plastové kyvety, umozrujici méfeni od 300 nm vySe. V ultrafialové oblasti je
nutna podminka pouZiti kfemenné kyvety [92].

® H Disperzni . Detektor ——  Vyhodnocen(
prvek

Zdroj Vstupni Cocka Kyveta
zafeni Stérbina se vzorkem

Obrazek 16. Schéma molekulové absorpcni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti

2.6.3 Chromatografické metody

Chromatografie je separaéni metodou vyuZivajici separaci sloZzek na zakladé interakci analytu
mezi mobilni neboli pohyblivou fazi a stacionarni, nepohyblivou fazi. Mobilni faze mize byt,
bud plynna nebo kapalna a stacionarni faze mize byt kapalna nebo pevna. Metoda se vyuziva
jak ke kvantitativni, tak kvalitativni analyze vzorka.

Vzorek je na zaCatku analyzy umistnén na zacatek stacionarni faze a naslednym pohybem
mobilni faze je vzorek unasen systémem. Vzorek mize byt v pribéhu analyzy zadrzovan
stacionarni fazi, a proto jsou vice zadrzovany vzorky poutajici se silngji. Timto zpusobem
se slozky na zakladé interakci se stacionarni fazi separuji a latky méné zadrzované putuji
systémem rychleji [92].

2.6.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

U vysokoucinné kapalinové chromatografie je hlavnim rozdilem oproti plynové chromatografii
fakt, Ze zde dochazi k interakci nejen se stacionarni fazi, ale i s fazi mobilni. V prabéhu
analytické separace se tedy analyt déli mezi fazi stacionarni a fazi mobilni. Doba trvani, kterou
analyt stravi v systému, je zavisla na rozdilné afinité k obéma fazim. Proto zalezi na polarité
mobilni faze, ktera ovliviiuje rovnovahu mezi analytem a stacionarni fazi. K ziskani optima je
vétSinou nutné pracovat s gradientem sloZeni mobilni faze [91, 92, 93].

Hlavni vyhodou kapalinové chromatografie je, ze neni potfebné prevadét vzorky na tékavé
slouc€eniny a rovnéz nedochazi k tepelné degradaci, jako je tomu u plynové chromatografie.
Vzhledem ktomu, Ze pro dokonalou separaci je nutné pouzit malé Castice sorbentu,
ktery klade odpor kapaling, je potfebné provadét analyzu pfi vysokém tlaku.

V prvni ¢asti systému se musi kapalina neboli mobilni faze naCerpat do systému pistovymi
nebo membranovymi €erpadly. Pro vysokou€innou kapalinovou chromatografii je nutno klast
narocné pozadavky na vhodné Cerpadlo. PfedevSim z hlediska konstrukce se musi jednat
o materialy odolné va&i korozi. Jsou vhodna cerpadla z nerezové oceli, titanu
nebo z keramického materialu. K tésnéni se vyuziva prfedevSim teflon, dale pro sedélka
a ventily pouzivame safir.

Hlavni podminkou je zajisténi davkovani kapaliny bez kolisani pritok(. Dale se musi vzorek
do systému nadavkovat. Co se ty€e davkovani vzork(, tak konstrukéni zafizeni maze ovlivnit
ucinnost separace. Davkovani se mlize provadét bud pomoci pfimého nastfiku injekéni
stfikackou na vrstvu sorbentu v koloné pfes septum, kde nedochazi k zastaveni pratoku
mobilni faze, nebo naopak bez pouziti septa, kde je nutnosti prerusit tok mobilni faze kolonou.
Prestoze je metoda pfimého nastfiku jednoducha, tak neni vhodna pro kvantitativni analyzu.
Dale Ize vzorek davkovat pomoci davkovaciho ventilu se smyckou, kde nedochazi k preruseni
toku mobilni faze mezi pumpou a kolonou.
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Rychlym pooto€enim ventilu mobilni faze se vytlaCuje vzorek ze smycky na kolonu. Smycky
patfi mezi vyménitelné c¢asti chromatografického systému a jejich objem se muze liSit
v rozmezi jednotek az po desitky mikrolitri. Jako posledni se pro vice vzorkd vyuziva
automatického davkovani, kde neni nutnost kontinualni obsluhy pfistroje. Hlavni pozadavek
pro davkovani je, aby vzorek byl dokonale rozpustén. Pokud jsou, ale ve vzorku pfitomny tuhé
Castice, je nutné vzorek predem filtrovat. NejlepSi volba pro rozpusténi vzork je rozpoustédlo
se stejnym slozenim jako mobilni faze [92, 91, 93].

U vysokoucinné kapalinové chromatografie najdeme pouze naplfiové kolony. Pro rizné
analytické separace se vyuzivaji kolony rdznych délek, vnitiniho priiméru a naplné.
Standardné se vyuZiva pro zhotoveni kolony nerezova ocel. Naplfiovy material se pohybuje
od priméru ¢astic 3 um az 10 um. Dale se pfed kolonu umistuje predkolona slouzici
jako ochrana pred rznymi necistotami a nerozpustnymi materialy.

VétSina stanoveni probiha pfi laboratorni teploté, avSak pfi zvySeni teploty u nékterych
separaci dojde ke zlepSeni déleni latek. K zajisténi vhodné teploty kolony v pribéhu separace
slouzi termostat.

K detekci analytu v kapalinové chromatografii se vyuziva kupfikladu fotometrickych,
fluorescencnich, refraktometrickych a hmotnostnich detektord. Mezi nej¢astéjsSi patfi
fotometricky detektor. Je zalozen na méfeni absorbance eluatu, ktery vytéka z kolony.
PFi optimalni detekci analytu musi byt dostateCna absorpéni draha pratoéné kyvety,
pres kterou prochazi paprsek. Konstrukéné se muze jednat o detektory méfici pfi jedné vinové
Nejvice se vyuziva PAD detektord umoznujicich snimat absorp&ni spektrum v uréené oblasti
vinovych délek bez nutnosti pferuSeni separace na koloné. Detektorem je pole s vysokym
poctem fotodiod. Na Obrazek 17 je schéma kapalinového chromatografu [91, 92, 93].
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ODPAD
Obrazek 17. Schéma kapalinového chromatografu

2.6.3.2 Plynova chromatografie
V plynové chromatografii je mobilni fazi zpravidla inertni plyn a stacionarni fazi je kapalna latka
zakotvena na nosiCi nebo méné Casto se vyuziva povrchové aktivni adsorbent. KliCovym
mechanismem plynové chromatografie je interakce migrujicich latek nesenych nosnym
plynem kolonou se stacionarni fazi. Hlavni rozdil oproti vysokoucinné kapalinové
chromatografii je, ze nosny plyn neinteraguje s analytem, ale pouze unasi analyt systémem.
Na Obrazek 18 je znazornéno schéma plynového chromatografu. Jako prvni dojde
k prichodu nosného plynu redukénim ventilem, kde dochazi k redukci tlaku pod 0,5 MPa,
dale plyn postupuje do susici trubice a nasledné do regulatoru tlaku, kde se nastavi vstupni
tlak do kolony. Analyt se davkuje do proudu nosného plynu a je vheseny do chromatografické
kolony. V samotné koloné probiha separace vzorku. V dalSim kroku jsou vzorky unaseny
do detektoru, ktery zpracovava signal [91, 92, 93].
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Zdrojem nosného plynu je tlakova lahev, ktera obsahuje plyny jako vodik, dusik, helium nebo
argon. Volba nosného plynu ovliviiuje mnoho faktor. NejCastéji to zavisi na typu detektoru,
dale se jedna o inertnost, Cistotu, hustotu plynu a bezpecnost pfi samotné analyze. Pokud jde
o fyzikalni vlastnosti, nejvice je sledovana viskozita a hustota plyn(, protoZze ma vliv na difuzi
a prutok nosného plynu. Pouzité nosné plyny musi mit vysokou Cistotu. Pfipadny obsah kysliku
by mohl oxidovat analyt nebo stacionarni fazi a nevratné ji poskodit. Nezadouci obsah kysliku
se odstranuje katalyzatorem. V nosném plynu muizou byt rovnéz pfitomné uhlovodiky
ovliviujici detektor, které odstrafiujeme sorpci pomoci aktivniho uhli. Jako posledni je vihkost,
ta se odstranuje na molekulovém sité [91, 92, 93].

Dal$im dualezitym parametrem je regulace tlaku a pritoku mobilni faze, nosného plynu.
Nejvice se vyuziva regulace pratoku nosného plynu tak, Zze se vytvori velky tlakovy spad
pred kolonou, diky kterému jsou zmény tlaku v koloné béhem samotné analyzy zanedbatelné.
Regulacni systém umoznuje bud staly pritok, nebo pomoci programu méni prutok nosného
plynu béhem analyzy. Pomoci elektronické regulace Ize dosahnout stanoveného pratoku
i pfi rozdilné teploté béhem analyzy [91, 92, 93].

Déle je nutno zavést vzorek do proudu nosného plynu. Hlavni podminkou analytu je
tékavost, dostate€na koncentrace a v pribéhu déleni nesmi nastat tepelna degradace.
Abychom dosahli co nejuzsich elu¢nich zon, je potfeba co nejrychleji provést nastfik do proudu
nosného plynu. Pokud je vzorkem plyn, tak davkovani probiha pomoci davkovacich ventild.
V pFipadé kapalin se davkovani provadi pomoci injekénich stfikacek pfes septum ze silikonové
gumy az do vyhfivaci kolony, kde se promyva nosnym plynem. V plynové chromatografii
se nejCastéji vyuziva kapilarnich kolon. Davkovani do kapilarnich kolon je omezeno nizsi
kapacitou, tudiz nelze davkovat velké objemy vzorki (pouze 0,1 az 10 pl). Diky tomu
se u kapilarnich kolon vyuziva déli¢ nastfiku. Probiha to zplsobem, Ze vzorek se nastfikne
do vyhfivané davkovaci komory a nasledné z proudu zplynéného vzorku vstoupi do kolony
pouze ¢ast vzorku. Nastfik I1ze provést i bez déliCe toku. Je to vhodné pro relativné vétsi objemy
kolem 0,5 az 5 ul. Vyuziva se stejného zafizeni jako u déliCe toku, pouze odvod déli¢e
je uzavfen.

Dal$i souc¢asti chromatografického systému je detektor slouzici k detekci latek v nosném
plynu. Hlavni pozZadavky, které musi detektor splfiovat je, aby signal byl stabilni,
reprodukovatelny a mél co nejnizsi uroven Sumu. Dale musi byt dodrzena linearni zavislost
signalu na koncentraci v nejSir§im mozném rozsahu koncentraci.

Mezi nejrozSitenéjSi detektory patfi ionizacni detektory, kde mizeme zaradit napfiklad
plamenové ionizacni detektor (FID), fotoioniza¢ni detektor (PID) a detektor elektronového
zachytu. Dale nemUzeme opomenout spojeni s hmotnostnim spektrometrem (MS) [91, 92, 93].
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Obrazek 18. Schéma plynového chromatografu
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2.6.3.3 Esterifikace a transesterifikace mastnych kyselin

Obecné dochazi k esterifikaci karboxylovych kyselin (mastné kyseliny) alkoholy v pfitomnosti
vhodného kyselého katalyzatoru. Na schématu Obrazek 19 v reakci A je vychozim krokem
reakce protonace kyseliny, kde nasledné dochazi ke vzniku oxoniového iontu, ktery mize
reagovat ve vyménné reakci s alkoholem, ¢imz vznika meziprodukt (2). Ten poté muze ztratit
proton, aby se stal esterem (3). Kazdy krok reakce je reverzibilni, ale v pfitomnosti vysokého
nadbytku alkoholu dochazi ke kone¢né esterifikaci.

Dale je nutné provést samotnou transesterifikaci, ktera je znazornéna na Obrazek 19
v bodé B. Poc¢atecni protonace esteru probiha po pfidani vyménného alkoholu za vzniku
meziproduktu (4), ktery nasledné mlze byt disociovan prechodovym stavem (5)
za vzniku esteru (6). Jako u esterifikace, tak i v tomto pfipadé je kazdy krok reakce reverzibilni
a v pfitomnosti velkého nadbytku alkoholu dojde k produkci poZzadovaného esteru. Je nutné

vrwve

meziproduktu na volnou kyselinu (4) [95].
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Obrazek 19. Schéma esterifikace a transesterifikace [95]
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3 CIL PRACE

Cilem prace je srovnani produkce vybranych metabolitd kvasinkami a fasami kultivovanymi
v podminkach externiho stresu. V ramci prace budou feSeny nasledujici dil¢i ukoly:

literarni reSerSe zamérena na druhy a produkci lipidickych metabolitd pomoci kvasinek
afas

kultivace vybranych druhu karotenogennich kvasinek a fas v podminkach externiho
stresu (osmoticky, svételny, teplotni)

stanoveni rlstovych a produkénich vlastnosti kvasinek a fas ve stresovych
podminkach

vyhodnoceni vlivu stresu na produkci biomasy, karotenoidd, lipid a dalSich metabolitG.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité pro kultivaci kvasinek

D-glukéza monohydrat p.a., Lach-Ner s r.o. (CR)
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

Pepton z kaseinu, Roth (SRN)

Agar-agar, Roth (SRN)

4.1.2 Chemikalie pouzité pro kultivaci sinic a mikroras
Dusiénan sodny p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)

Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Na>-EDTA.2H-0 p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Chlorid Zelezity hexahydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Siran hofe¢naty heptahydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Kyselina sirova 96% p.a., Penta (CR)

Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Kyselina borita p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)

Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Molybdenan sodny dihydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Siran zine¢naty heptahydréat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Chlorid zinegnaty p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)

Siran médnaty pentahydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)
Chlorid kobaltnaty hexahydrat p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)

4.1.3 Chemikalie pouzité pro extrakce
Aceton p.a., Lach-ner, S.r.o. (CR)

4.1.4 Chemikalie pouzité pro transesterifikaci a analyzu pro GC a pro HPLC
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)

Ostatni pouziti chemikalie byly vesmés Cistoty p.a. a byly ziskany od béznych distributoru.

4.2 Pristroje a pomucky pro kultivace

Spektrofotometr VIS, Helios &, Unicam (GB)

Box Aura mini iBioTech (CR)

Mikroskop L Il 00A, Intraco Micro (SRN)

GKB Color Digital CCD kamera (Tchaiwan)

Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.o. (CR)
Trepacka Yellow line, (SRN)

Trepany inkubator, ZWYR-D2401 — Labwit, BioTech (CR)
Centrifuga BioTech, (CR)

Analytické vahy Boeco (SRN)
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Kultivator Multi-Cultivator MC 1000-OD PSI Drasov (CR)
e Stojan pro 8 zkumavek o objemu 80 ml
e Termostat s vodni lazni,
e Vzduchova pumpa
o Zasobnik na destilovanou vodu
e LED diodovy zdroj pro kazdou zkumavku
o Detektor optické hustoty — detekce pfi 680 nm a 720 nm

4.3 Pristroje pouzivané pro izolaci a analyzu vybranych metabolitt

Light meter, LX-1128SD (USA)
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)
e Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
e Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
e Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
e Vyhodnocovaci systém Xcalibur
¢ Kolona Kinetex Core Shell C18, 150 mm délka, 5,0 um &astice, Phenomenex
e Drzak predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)
e Predkolona - C18,AJ0 - 4287, Phenomenex
e Filtry pro HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)
e Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)
o Systém MicroTime 200, Picoquant GmbH, objektiv s vodni imerzi Olympus
UPLSAPO 60XW
Thermo Scientific TRACE™ 1300 Gas Chromatograph, (Thermo Fischer Scientific, USA)
e Detektor FID (Thermo Fischer Scientific, USA)
e Thermo Scientific Al 1310 Autosampler
e Kolona Zebron ZB-FAME, 30 m x 0,25 mm x 0,20 um, Phenomenex

4.4 Pouzité kmeny mikroorganismu

4.4.1 Kmeny kvasinek

Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26

Rhodotorula mucilaginosa CCY 19-4-6

Cystofilobasidium macerans CCY 10-1-2

Sporidiobolus pararoseus CCY 19-9-6

Xanthophyllomyces dendrorhous CCY 77-1

VSechny uvedené kmeny byly ziskany ze sbirky ,Culture Collection of Yeasts® Chemického
ustavu SAV v Bratislavé.

4.4.2 Kmeny mikroras

Scenedesmus obliqgus CCALA 455
Scenedesmus dimorphus CCALA 443
Chlorella sorokiniana CCALA 260
Chlorella saccharophila CCALA 258
Botryococcus brauni CCALA 777
Desmodesmus acutus CCALA 437
Chlorella vulgaris CCALA 924
Desmodesmus quadricauda CCALA 463
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4.4.3 Kmeny sinic

Arthrospira maxima CCALA 028
Synechococcus nidulans CCALA 188

Kmeny fas a sinic byly ziskany ze sbirky autotrofnich mikrooganismt ,Culture Collection
of Autotrophic Organisms* Botanického ustavu AV CR v Treboni.

4.5 Kultivace mikroorganismu

4.5.1 Kaultivace karotenogennich kvasinek

Vybrané  kmeny  kvasinek  Rhodotorula  glutinis, Rhodotorula  mucilaginosa,
Cystofilobasidium macerans a Sporidiobolus pararoseus byly kultivovany v tekutém zivném
médiu s aplikaci stresovych podminek, kde se jednalo o rdznou koncentraci chloridu sodného,
teploty, svételného zafeni a absenci svételného zafeni. Vzhledem k moznosti zvysené
sedimentace kvasinkovych kmenl a potfebé aerace, byly bariky konstantné protiepavany
pfi 120 otackach/min ve tfepacim inkubatoru s volitelné nastavitelnou teplotou. Pro kultivaci
byla zvolena teplota 10 °C, 15 °C, 20 °C a 25 °C, dale nize uvedené koncentrace chloridu
sodného v Tab. 3 a kombinace svételného zafeni nebo absence svételného zareni.
Intenzita svételného zafeni byla stanovena pomoci luxmetru na hodnotu 400 lux.
Média pouzité pro kultivaci kvasinek byly sterilovany v tlakovém hrnci s otevienym ventilem
po dobu 1 hodiny. Kultivace kvasinek ma tfi postupné etapy uvedené v dalSich bodech.

45.1.1 Inokulum 1 ainokulum 2

Pro kazdou kultivaci je nutné nejprve asepticky zaoCkovat zasobni kulturu uchovavanou
v kryozkumavkach na Petriho misku s YPD agarem. Slozeni YPD agaru a inokula 1, 2 je
uvedeno v niZze uvedené Tab. 1. Nasledné kultura byla pfelozena do termostatu pfi 25 °C
a kultivovana po dobu tfi dnt. Dal$i krok spocival v pfipraveé inokula 1, kde v laminarnim boxu
bylo asepticky zao¢kovano inokulum 1 v poméru 1 klicka zasobni kultury na 10 ml objemu
inokula 1. Poté bylo pfipraveno inokulum 2 tak, aby poZzadovany pomér objemu
inokula 1 a inokula 2 byl 1 : 5. Inokulum 1 bylo nasledné kultivovano po dobu 24 hodin a poté
asepticky pfeockovano do inokula 2 v laminarnim boxu v poméru 1 : 5.

Tab. 1. SloZeni YPD inokula, pevné YPD médium

SloZka Koncentrace [g/l]
Bakteriologicky pepton | 20,0
Glukosa 20,0
Kvasni¢ny autolyzat 10,0
Agar (pevné médium) | 20,0

4.5.1.2 Produkéni médium

Dale bylo pfipraveno produkéni meédium viz sloZeni nize Tab. 2, kde jako stresové podminky
byly zvoleny riizné koncentrace chloridu sodného ve srovnani s kontrolnim glukézovym
médiem v zavislosti na teplot&, osvétleni a absenci osvétleni. Do produkéniho média bylo
zaockovano inokulum 2 v poméru 1 : 5. Kultivace v produkénim meédiu probihala po dobu
96 hodin.
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Obrazek 20. Aplikace solného stresu na Cystofilobasidium macerans

Tab. 2. SloZeni glukézového média

Slozka Koncentrace [g/l]
KH2PO4 4,0
MgSO,-7H.0 0,7
(NH4)2SOq4 4,0
Glukéza 30,0
Tab. 3. Koncentrace chloridu sodného v produkénich médiich
Chlorid Koncentrace [mol/l]
sodny 0,0
0,5
1,0
1,5
2,0

45.2 Kultivace mikroras a sinic

Kultivace mikrofas a sinic byla provadéna ve fotobioreaktoru neboli multikultivatoru,
ktery slouzi pro nizkoobjemové kultivace fas a sinic. Multikultivator umoznuje kultivaci az osmi
paralelné zapojenych kultivaénich zkumavek za sou€asného vzdusnéni. Dale disponuje vodni
lazni, kde lze nastavit vyhfati kultivacnich zkumavek a intenzitu osvétleni jednotlivych
zkumavek pomoci LED diod az do 1000 pE-m?2-st. V ramci kultivace Ffasovych a sinicovych
kultur se vyuziva inokulacni a produkéni médium o stejném slozeni. Média byla sterilovana
dvakrat v autoklavu po dobu 2 hodin.

Kultivace fasovych kultur vyzaduje pfipravu inokula, kdy zasobni kultury jsou zaoCkovany
z pevného média do inokulaéniho média. Po dostateCném narustu Ffasové nebo sinicové
biomasy byla nasledné zméfena absorbance inokula média pfi vinové délce 680 nm a kultura
byla pfeoCkovana do produkéniho média tak, aby se hodnota absorbance rovnala A = 0,15.
Hodnota absorbance byla pro srovnani zvolena na zakladé predchozi diplomové praci [96].

4.5.2.1 Aplikace salinity a teplotniho stresu

V tomto experimentu byl aplikovan stres ve formé produkéniho média s obsahem NaCl
v koncentraci 0,5 mol/l, 1,0 mol/l, 1,5 mol/l a 2 mol/l a teploty 15 °C, 20 °C, 25 °C a 30 °C.
Médium vyuzivané pro kultivace vSech fasovych kmenu a sinice Synechococcus nidulans bylo
BBM médium, slozeni je uvedeno v Tab. 6. Pro kultivaci kmene Arthrospira maxima
se vyuzivalo Spirulina médium se slozenim uvedenym v Tab. 4. VySe uvedené stresové
podminky byly pouzity pro kmeny mikrofas Scenedesmus obliqus, Scenedesmus dimorphus,
Chlorella sorokiniana, Chlorella saccharophila a Botryococcus brauni.
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V pfipadé sinic se jednalo o Synechococcus nidulans a Arthrospira maxima. Do sterilnich
zkumavek bylo asepticky pfidano produkéni médium a inokulum, aby vysledna absorbance
(pfi vinové délce 680 nm) byla A = 0,15 o objemu 80 ml. Pfipravené zkumavky nasledné byly
vlozeny do multikultivatoru s lazni vytemperovanou na pozadovanou teplotu. Bylo nastaveno
jednotné osvétleni pro v§echny zkumavky na 200 yE-m2-s2.

Kultivace z ¢asovych duvodu probihala po dobu sedmi dnu. Paralelné byl rust kultury
sledovan pomoci softwaru OD view, ktery umoznuje sledovat optickou hustotu pfi vinovych
délkach 680 nm a 730 nm. Kvuli vysoké sedimentaci fasovych kultur byly do prace zafazeny
pouze ukazkové rustové kfivky — viz Obrazek 91, Pfiloha 1 a Pfiloha 2.

45.2.2 Aplikace svételného stresu

V dalsim experimentu byl aplikovan svételny stres na v3echny vy$e uvedené kmeny fas
asinic. Jako produkéni médium se vyuzivalo pro fasy a sinice BBM médium
a pro Arthrospira maxima bylo vyuzito Spirulina médium. Pfiprava médii a o¢kovani kultury
do produkénich médii probihala uvedenym zplsobem v bodé 5.5.2.1. Pfipravené zkumavky
byly vlioZzeny do multikultivatoru s vytemperovanou lazni na 25 °C. Nejdfive bylo nastaveno
jednotné osvétleni 100 yE:m?2:s po dobu 3 dnl a az poté intenzita pro jednotlivé zkumavky
200 pE‘m=2-st, 400 yE'm?-s?1, 600 yE-m2-st a 800 yE-m2-st. Vzhledem k pomalému rlstu
fasovych a sinicovych kultur byl experiment prodlouzen na 14 dnu. P¥i kultivaci byl paralelné
sledovan rust kultury pomoci softwaru OD view. Kvuli vysoké sedimentaci fasovych kultur byly
do prace zarazeny pouze ukazkové rustové kfivky (solny stres).

Obrazek 21. Aplikace svételného stresu u kmeni Chlorella srokiniana a Scenedesmus dimorphus

Tab. 4. SloZeni Spirulina média

Spirulina Solution 1 Spirulina solution 2
Slozka Koncentrace [g/l] Koncentrace [g/l]
NaHCOs 22,70 -
N8.2C03 8,06 -
KoHPO, 1,00 -
NaNO3 - 5,00
K2SOq4 - 2,00
NaCl - 2,00
MgSO4-7H0 - 0,40
CaCly-2H,0 - 0,08
Roztoky Koncentrace [ml/I] Koncentrace [ml/I]
P-IV Metal Solution - 12,00
Chu Micronutrient Solution - 2,00
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Tab. 5. SloZeni éasti Spirulina média

P-IV Metal Solution Chu Micronutrient Solution
SloZka Koncentrace [g/l] | Slozka Koncentrace [g/l]
Na,EDTA-2H,0 0,750 CuSO04 -5H20 0,020
FeClz -:6H.0 0,097 ZnS04 - 7H20 0,044
MnCl;-4H,0 0,041 CoClz -6H20 0,020
ZnCl, 0,005 MnCl; -4H,0 0,012
CoCly-6H,0 0,002 Na;Mo0O, -2H,0 0,012
Na:MoO4-2H,0 0,004 H3BO3 0,620

Na,EDTA -2H,0 0,050

Tab. 6. SloZzeni BBM média

SloZka Koncentrace [g/l] | SloZka Koncentrace [g/]]
NaNOs 0,750 FeCls-6H.0 5,82-10*
MgSO4-7H20 0,075 Naz-EDTA-2H.O |4,50-103
CaCl2:2H2.0 0,025 MnClz-4H.0O 2,46-10+
NacCl 0,010 NaMoO42H,O  |2,40-10°
KH2PO4 0,175 ZnCl 3,00-10°
KoHPO,4 0,075 CoClz-6H20 1,20-10°

45.3 Ko-kultivace

V tomto experimentu byly vyzkou$eny kokultivace mikrofas a kvasinek. Pouzité kmeny
kvasinek byly Rhodotorula glutinis a Xanthophyllomyces dendrorhous. V pfipadé fas
se jednalo o kmeny Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana, Desmodesmus acutus,
Scenedesmus dimorphus, Scenedesmus obliqus, Synechococcus nidulans a Desmodesmus
quadricauda.

Jako zaklad pro Fasovou kulturu bylo pouzito BBM médium, kde jako zdroj dusiku byla
mocovina (1,9 g/l). Do média byly poté pfidany komponenty pro rist kvasinek.
Jako zdroj uhliku pro kvasinkové kmeny byl pouzit glycerol v koncentraci 30 g/l, dale pro zdroj
fosforu fosforeCnan vapenaty 4 g/l a zdroj hof€iku pfedstavoval siran hofe€nanty heptahydrat
(0,696 g/l). Kvasinkova kultura byla zaockovana na A = 0,05 (pfi 680 nm) a fasova kultura byla
zaocCkovana pfi A = 0,4 (pfi 680 nm). Kultivace byla provzdusiiovana a probihala po dobu
5dni, kde byl sledovan narlst kultury oproti kvasinkové kontrole. Jednalo se o pilotni
experimenty, které budou pfedmétem dalSich odbornych praci.

4.5.4 Stanoveni naristu biomasy a nasledné zpracovani pro analyzy
Pro stanoveni narustu kvasinkové biomasy, analyzu karotenoidii a dalSich lipofilnich
metabolitd byla vyuzivana lyofilizovana forma. Jako prvni krok po kultivaci bylo odebrano 40 ml
biomasy a nasledovala centrifugace pfi 5000 rpm po dobu 7 minut. Poté byl supernatant odlit
a biomasa byla promyta demineralizovanou vodou a opétovné centrifugovana. Po centrifugaci
byl supernatant znovu odlit a biomasa byla kvantitativné pfevedena do pfedem zvazené
mikrozkumavky typu Eppendorf, centrifugovana pfi 10 000 rpm po dobu 30 sekund a zbavena
supernatantu. V nasledujicim kroku byly vzorky s biomasou lyofilizovany po dobu 24 hodin
a poté byly ulozeny v mrazicim boxu do dal$i analyzy. Stanoveni narlstu biomasy bylo
stanoveno gravimetricky v g/l.

V pfipadé fasové a sinicové biomasy se postupovalo obdobnym postupem uvedenym
v pfedchozim odstavci, jen srozdilem vétSiho odbéru média pro centrifugaci, vzhledem
k niz§im nartstum. Dale centrifugace fasovych a sinicovych kultur probihala pfi 7000 rpm
az 8000 rpm po dobu 10 minut.
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4.6 lzolace a analyza karotenoidu a dalSich lipidickych latek

Karotenoidy, ergosterol, koenzymy Q jsou latky lipofilni povahy nachazejici se v kvasinkach,
které jsou extrahovatelné pomoci organickych rozpoustédel. K analyze byla pouzita
lyofilizovana biomasa z produkénich médii. V pfipadé fasové biomasy se jednalo o chlorofyly,
xanthofyly, karoteny, fytosteroly a koenzymy Q.

4.6.1 Izolace karotenoidil a dalSich lipidickych metabolitu

Do mikrozkumavky typu Eppendorf bylo odvazeno pfiblizné 20 mg lyofilizované biomasy
kvasinek. K biomase nasledné bylo pfidano 50 ul az 100 pl demineralizované vody a biomasa
byla ponechana po dobu 1 hodiny rehydratovat. Pro u€inngjsi extrakci byla biomasa vloZzena
do mraziciho boxu po dobu 30 minut, kde pasobenim nizké teploty doslo k poruseni bunék
a lepsi extrahovatelnosti intracelularnich metabolit. Poté k rehydratované biomase byl pfidan
Mikrozkumavka byla umistnéna do vortexu a protfepavana po dobu 15 minut. Dale byl aceton
odpipetovan do centrifugaéni zkumavky o objemu 15 ml a k biomase byl pfidan 1 ml aceton
pro opétovnou extrakci. V dalSim kroku byly acetonové faze spojeny, sklenéné kulicky promyty
dalsim 1 ml acetonu. Acetonovy extrakt byl odparen na vakuové odparce a nasledné rozpustén
v ethylacetatu HPLC kvality. V koneéném kroku byl vzorek prefiltrovan a pfeveden do vialky
0 objemu 1,8 ml a uloZzen do mraziciho boxu pro analyzu pomoci HPLC.

U Fas a sinic se postupovalo stejnym zpusobem, s vyjimkou mensiho mnozstvi navazené
biomasy v rozmezi 5 az 15 mg.

4.6.2 Analyza karotenoidt a dalSich lipidickych metabolite pomoci HPLC

Analyza karotenoidu, ergosterolu a koenzym( Q u kvasinek probihala pomoci HPLC sestavy
od firmy Thermo Fischer Scientific na nepolarni koloné C18 od firmy Kinetex. V pfipadé
karotenoidl u kvasinkové biomasy byla analyzovana koncentrace torularhodinu, torulenu,
B-karotenu a celkové karotenoidy. Dalsi lipofilnimi metabolity, které byly stanoveny, jsou
ergosterol a koenzym Q.

Samotna chromatograficka analyza probihala na nepolarni koloné C18 v gradientovém

modu uvedeném v Tab. 7. o slozeni mobilnich fazi viz Tab. 8. Pritok mobilni faze byl v pribéhu
analyzy nastaven na 1000 pl/min a termostat udrZzovan na teplotu 25 °C. Analyza probihala
podobu 19 minut. Nasledna detekce vybranych metabolith byla provedena
spektrofotometricky s vyuzitim PDA detektoru. Detekce byla nastavena pro vinové délky, které
odpovidaji absorp&nimu maximu studovanych latek. V pfipadé prvniho kanalu snimajiciho
oblast 455 nm az 445 nm, ktera odpovida absorp&nimu maximu karotenoid(, ale Ize odedist
rovnéz i chlorofyly. V UV oblasti pfi 285 nm absorbuiji steroly a koenzymy Q.
V pfipadé fas a sinic se kromé karotenoidu, fytosterold koenzym( Q analyzovaly také
chlorofyly A a chlorofyly B. Z karotenoidd byly stanoveny pfedevSim xanthofyly jako,
neoxanthin, violaxanthin, lutein a z karoten byl stanoven B-karoten. Analyza u fasovych
a sinicovych kultur byla prodlouZena na 25 minut.

VSechna data byla vyhodnocena z pfedem zméfenych kalibracnich kfivek jednotlivych
dostupnych standardd. Celkové karotenoidy jsou vnasem pfipadé souctem
neidentifikovatelnych karotenoidt a identifikovatelnych karotenoidi. Neznamé karotenoidy
byly kvantifikovany na kalibraéni zavislost B-karotenu. Vzhledem ke skute€nosti, ze fasy
produkuji velké mnozstvi fytosteroll a standardy by byly velmi finanéné naro¢né, tak tyto
metabolity byly kvantifikovany na ergosterol, diky velmi podobné chemické strukture [89].
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Tab. 7. Eluéni gradientovy program pro analyzu kvasinkové biomasy

Kvasinky Rasy a sinice

Cas [min] | MF A [%] | MF B [%] | Cas [min] | MF A [%] | MF B [%)]
0 100 0 0 100 0
10 0 100 13 0 100
14 0 100 19 0 100
15,3 100 0 20 100 0
19 100 0 25 100 0
Tab. 8. SloZeni mobilni fazi

Mobilni faze A Pomér
Acetonitril : methanol : trisHCI pufr (pH=8) |84:2:14
Mobilni faze B Pomér
Methanol : ethylacetat 60 : 40

4.6.3 Transesterifikace vzorku mikrobialni biomasy

Nejdfive je nutné pfipravit transesterifikaéni smés obsahujici 15% H»SO4 v methanolu HPLC
kvality s pfidavkem interniho standardu kyseliny heptadekanové v koncentraci 0,5 mg/ml.
Poté je do krymplovaci vialky navazeno pfiblizné 10 mg lyofilizované mikrobialni biomasy.
Nasledné se k biomase pfida 1,8 ml transesterifikacni smési. Pfipravené vzorky se
zakrympluji, promichaji a inkubuji v termobloku po dobu 2 hodin pfi 85 °C. Po probé&hnuti
transesterifikace jsou vzorky volné ochlazeny na laboratorni teplotu.

V dalSim kroku se do vialek o objemu 4 ml napipetuje 0,5 ml 0,05 mol/l NaOH a do ni se
kvantitativné pfevede obsah vialky se vzorkem. Dale se pfida 1 ml hexanu, vialka se uzavie
a ponecha tfepat na vortexu po dobu 5 min. Po oddéleni fazi se z organické faze
s methylestery mastnych kyselin odebere 0,1 ml a pfevede do disté vialky s 0,9 ml hexanu.
V této fazi je vzorek pfipraven na analyzu pomoci GC.

4.6.4 Analyza lipida pomoci GC
Vzorky obsahujici methylestery mastnych kyselin jsou poté analyzovany pomoci plynového
chromatografu Scientific TRACE™ 1300 Gas Chromatograph s automatickym davkovanim
vzorku s déli¢em toku.

Chromatograficka analyza probihala na kapilarni koloné Zebron ZB-FAME.
Nasledna detekce analytl byla provedena pomoci plamenové ionizacniho detektoru.
Chromatograficka analyza probihala za nize uvedenych podminek v Tab. 9 a Tab. 10.

Tab. 9. Teplotni program analyzy

Retenc¢ni ¢as [min] | Gradient teploty Cilova teplota [°C] | Cas zdrzeni teploty [min]
[°C/min]
0 - - -
1 0 80 1
5 15 140 0
21,7 3 190 0
25,5 25 260 1
25,5 STOP - -
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Tab. 10. Parametry analyzy plynovym chormatografem

Kapilarni kolona

Zebron ZB-FAME, o rozmérech
30 m x 0,25 mm x 0,20 ym

Davkovani Autosampler Thermo Scientific Al 1310
Objem nastfiku vzorku 1ul

Pomér nastfiku déliCe toku 10

Konstantni pratok nosného plynu H, | 1 ml/min

Detektor Plamenové ionizaéni

Teplota 250 °C

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

5.1 Kvasinky

V tomto experimentu byly kultivovany kmeny kvasinek Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
mucilaginosa, Cystofilobasidium macerans a Sporidiobolus pararoseus. Zvolené stresové
podminky jsou teplota, koncentrace chloridu sodného, pfitomnost a absence svételného
zafeni. Sledovan byl hlavné narust biomasy v g/l a koncentrace vybranych lipofilnich
metabolitd. Jako dalSi byla pozorovana akumulace lipidd v zavislosti na vySe uvedenych
podminkach.

5.1.1 Kmen Rhodotorula glutinis

5.1.1.1 Aplikace teploty 10 °C

V tomto experimentu byl sledovan narlst biomasy a jednotlivych metabolitu pfi 10 °C
v zavislosti na koncentraci NaCl, osvétleni a jeho absenci. Celkové narlsty a koncentrace
jednotlivych metabolitll jsou zobrazeny v grafickém znazornéni (Obrazek 22). V pfipadé
produkéniho média s 2 mol/l NaCl doslo k letalnimu ucinku, kde burika pravdépodobné
nedokazala udrzet tak vysoky osmoticky stres a nizkou teplotu. Z grafu je viditelny snizujici
se trend produkce s rostouci intenzitou solného stresu, teploty, osvétleni a tmy. Pokud jde
0 porovnani svétla a absence svétla, tak svételné zafeni mélo pozitivni vliv na produkci
sledovanych metabolit. MGzZzeme soudit, Ze svételné zafeni indukuje tvorbu nejenom
karotenoid(, ale i rdst kultury a dalSich lipofilnich metabolitd.

Co se ty€e narlstu biomasy, tak nejvyssi byla pfi kontrolnim médiu bez pfidavku NaCl,
kde obsah ¢inil 11,45 g/l. Jak si mizeme povSimnout, biomasa pfi absenci svételného zareni
poklesla pfiblizné o 15 % na hodnotu 9,74 g/l. Kontrolni médium pfi osvétleni (7,1 mg/l)
produkovalo pfiblizné o 62 % vice celkovych karotenoidli oproti absenci osvétleni.
Produkce konkrétnich karotenoidd torulenu a torularhodinu méla sniZzenou tendenci
s pfidavkem NaCl. V pfipadé absence osvétleni doslo k velmi nizké produkci torulenu
a torularhodinu. Koncentrace ergosterolu méla obdobny trend jako vySe uvedené karotenoidy,
kde nejvySsi hodnota je v kontrolnim gluk6zovém médiu pod svételnym zafenim (93 mgl/l).
Pfi osvétleni a aplikaci 0,5 mol/l NaCl koncentrace ergosterolu klesla pouze pfiblizné o 4 %.
Produkce koenzymu Q byla indukovana solnym stresem v nizké koncentraci 0,5 molll,
kde zvySeni pozorujeme u obou prostfedi. Maximalni vytéZek byl pfi osvétleni (0,5 mol/l NaCl),
a to 28 mg/l.

PFi analyze lipidu viz grafické znazornéni (Obrazek 23) bylo zjisténo, ze kmen vykazoval
snizenou produkci lipidu pfi osvétleni (vyjma kontrolniho média) a pfi aplikaci solného stresu.
Naopak, pfi kultivaci ve tmé& a s pfidavkem NaCl dochazelo ke zvysené akumulaci lipidd
ve srovnani s kontrolou. NejvysSi obsah se pohyboval u produkéniho média s koncentraci
1,0 mol/l NaCl (tma) s 14,58 % lipidl v biomase a u kontrolniho média pfi osvétleni s obsahem
14,62 % lipid( v biomase. Stres vedl ke zvySené tvorbé polynenasycenych mastnych kyselin
(dale PUFA).
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Obrazek 22. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pri teploté 10 °C v zavislosti
na rtzné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula glutinis
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Obrazek 23. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 10 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula glutinis

Procentualni sloZeni podle saturace
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Obrazek 24. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pfi teploté 10 °C
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5.1.1.2 Aplikace teploty 15 °C

V dal$im experimentu byl kmen Rhodotorula glutinis kultivovan pfi teploté 15 °C za stejnych
podminek. Z grafického znazornéni (Obrazek 25) vidime, Ze narust biomasy a témér vSech
ostatnich metabolitt vykazuje klesajici tendenci vlivem rostouciho osmotického stresu.

V pfipadé absence svétla dochazelo ke zpomaleni narlistu az o 42 % oproti kontrolnimu
médiu vystavenému svételnému zareni. Z grafického znazornéni (Obrazek 25) je zfetelné,
ze ackoli pridavek chloridu solného ma negativni uc¢inek na produkci celkovych karotenoidu,
tak v médiu 0,5 mol/l a 1,5 mol/l NaCl Ize pozorovat zvySenou produkci torulenu za obou
podminek. Mizeme pfedpokladat, Ze urcité hodnoty osmotického stresu mohou ménit aktivity
biosyntetické drahy pro produkci torulenu. Pokud se zaméfime na produkci koenzymu Q,
tak Ize pozorovat velmi jemny zvySujici se trend produkce se solnym stresem témér u vSech
koncentraci. Z experiment provadénych za tmy je viditelny rapidni pokles produkce. Maximalni
produkce koenzymu Q byla pozorovana pfi 2,0 mol/l NaCl s 37,8 mg/l.

Ostatni metabolity dosahovaly nejvy$si hodnoty u kontrolniho média pfi osvétleni
s vytézkem celkovych karotenoidd 19,4 mg/l B-karotenu 5,2 mg/l a ergosterolu 127,6 mg/l.
Z nize uvedeného grafu (Obrazek 26) Ize usuzovat, ze kmen vystaven svételnému zafeni
vykazoval nizSi produkce lipid(. Byla potvrzena skute¢nost, ze bunky mohou akumulovat
zvySené mnozstvi lipidd nebo karotenoidu. VysSi vytézky lipidd jsou pozorovany v kontrolnim
gluk6zovém médiu a pfi aplikaci 0,5 mol/l NaCl. Dalsi koncentrace NaCl pusobily na burnky
inhibiéné, ale pokud se zaméfime na graf (Obrazek 27), vidime zde, Zze dochazi ke zvySené
syntéze PUFA. Je zajimavé, Ze ve tmé kvasinky zménily aktivity své biosyntetické drahy
a zvySovaly akumulaci lipid oproti kontrolnimu glukézovému médiu pfi 1 mol/l NaCl
az 0 41,9 %.

Rhodotorula glutinis 15 °C
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Obrazek 25. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 15 °C v zavislosti
na rtizné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula glutinis
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Obrazek 26. Grafické znazornéni produkce lipidt pri teploté 15 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula glutinis

Procentualni sloZeni podle saturace

100%
B B N
60%
40%
20%
0%

0,0 mol/1 00,5 mol/l 01,0 mol/l 01,5 mol/I 02,0 mol/l 00,0 mol/I T 0,5 mol/IT 1,0 mol/I T 1,5 mol/I T 2,0 mol/I T

W Nasycené MK H Mononenasycené MK M Polynenasycené MK

Obrazek 27. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pri teploté15 °C

5.1.1.3 Aplikace teploty 20 °C

Z grafického znazornéni (Obrazek 28) vyplyva, Ze pfi aplikaci 20 °C v podminkach kultivace
za tmy kvasinky vykazovaly zvySeny rust, ale také produkci jednotlivych metabolitu.
Vzhledem k tomu, ze experiment za osvétleni a za tmy nebyl kultivovan paralelné, tak mohlo
dojit k lepSimu/hor§imu narastu inokula. Vysledek je velmi zajimavy a mohl by byt pfedmétem
dalSich studii. Pfi osvétleni vidime snizujici se produkci biomasy a rovnéz vSech metabolitl
témér u vSech vzorkl vlivem zvySujiciho se osmotického stresu. Za tmy osmoticky stres
do koncentrace 1,0 mol/l NaCl pfispival k indukci zvy8ené biosyntézy. Nejvyssi koncentrace
vSech metabolitd byly pozorovany u 0,5 mol/l a 1,0 mol/l NaCl, kde celkové karotenoidy
dosahovaly 12,7 mg/l, ergosterol 160 mg/l, torulen 10,53 mg/l, torularhodin 3,7 mg/l, B-karoten
4,7 mg/l a koenzym Q 87 mg/l.

U akumulace lipid byl pozorovan obdobny trend jako u vySe zminénych metabolit(
(Obrazek 29). Nejvyssi produkci lipidd vykazovalo kontrolni médium pfi osvétleni az 19 %
biomasy. Rovnéz zde pozorujeme, viz (Obrazek 30), Zze se snizenim tvorby lipidd se méni
profil mastnych kyselin spiSe smérem k vyS$Simu zastoupeni PUFA.
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Obrazek 28. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 20 °C v zavislosti
na rizné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula glutinis
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Obrazek 29. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 20 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula glutinis
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Obrazek 30. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pri teploté 20 °C
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5.1.1.4 Aplikace teploty 25 °C

Pfi teploté 25 °C je na prvni pohled z grafického znazornéni (Obrazek 31) patrné,
Ze pfi osvétleni a zvySujicim se solném stresu dochazi k rapidnimu poklesu produkce vech
metabolitl. Jak se predpokladalo, tak absence osvétleni a soubézny osmoticky stres vykazuje
inhibiéni efekt na produkci karotenoidl a dalSich metabolitd. Nejvyssi produkce vybranych
metabolitd jsou u kontrolniho média pfi osvétleni (celkové karotenoidy 18,9 mg/l, torulen
7,7 mg/l, torularhodin 2,7 mg/l, B-karoten 5,6 mg/l, ergosterol 166,5 mg/l). ACkoli tma méla
negativni efekt na tvorbu metabolitll, tak v pfipadé koenzymu Q dochazelo k nardstum
az do koncentrace 57 mgl/l.

Akumulace lipidd u kmene Rhodotorula glutinis pfi teploté 25 °C je znazornéna v grafu
(Obrazek 32). PFi osvétleni nepozorujeme extrémni zménu obsahu lipid( v zavislosti
na osmotickém stresu, vyjma kultury s 1,5 mol/l NaCl, kde tato koncentrace méla inhibi¢ni
efekt. Za tmy jsou vysledky pozoruhodné, zvySeny osmoticky stres az do 1,0 mol/l NaCl nuti
buniky ke zvySené produkci lipid az o 52 % oproti kontrole. Nejvy$si dosazena akumulace je
22 % lipidG v biomase u osmotického stresu v produkénim médiu s 1,0 mol/l NaCl (tma)
a z hlediska vytéznosti lipida na g/l média pfi osvétleni u kontroly (2,6 g/l). V tomto pfipadé
neni viditelny jednotny trend z hlediska nasycenosti MK v bunkach (viz Obrazek 33).
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Obrazek 31. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 25 °C v zavislosti
na rtzné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula glutinis
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Obrazek 32. Grafické znazornéni produkce lipidt pri teploté 25 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula glutinis

Procentualni sloZzeni podle saturace

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

0

0,0 mol/I 0,5 mol/l 1,0 mol/l 1,5 mol/l 2,0 mol/l 0,0 mol/ITO,5 mol/I T1,0 mol/I T1,5 mol/I T2,0 mol/I T
0 0 0 0 (0}

X

W Nasycené MK~ ® Mononenasycené MK M Polynenasycené MK

Obrazek 33. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pri teploté 25 °C

5.1.1.5 Porovnani aplikace stresovych faktortu u kmenu Rhodotorula glutinis

Nejoptimalnéjsi podminky pro rust kultury je teplota 20 °C az 25 °C, kde biomasa dosahovala
v nékterych pfipadech az 14,5 g/l. ZvySena produkce celkovych karotenoidl byla pozorovana
u kontrolnich médii pfi 15 °C a 25 °C (osvétleni), ktera se pohybovala kolem 19 mg/l.
Nejvyssi vytézky torulenu (7,7 mg/l), torularhodinu (2,7 mg/l) a B-karotenu (5,6 mg/l) byly
pozorovany pfi 25 °C (osvétleni). Nejlepsi procentualni obsah lipidi v biomase byl nalezen
pfi 15 °C ve tmé pfi 1,0 mol/l NaCl, kde se pohyboval kolem 24 % biomasy. V pfipadé vytézku
celkovych lipidl v g/l se optimalni vhodné podminky zdaji byt pfi 25 °C u kontrolniho média
(osvétleni). Pri této koncentraci dochazelo ke zvySené akumulaci koenzymu Q (157 mg/l).
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5.1.2 Kmen Rhodotorula mucilaginosa

5.1.2.1 Aplikace teploty 10 °C
Na grafu (Obrazek 34) Ize vycCist snizujici se trend témeéf vSech pozorovanych metabolitd
vlivem rostouciho osmotického stresu. Jak je viditelné, tak pfi 0,5 mol/l NaCl (osvétleni) je
zavislost porusena (vyjma narustu biomasy) a dochazi ke zvySené produkci vSech metabolitd.
Muzeme usoudit, Ze nizka koncentrace chloridu sodného ma pozitivni vliv pro syntézu
vybranych metabolitl. Nejvyssi vytézky celkovych karotenoidl se pohybuji kolem 9,7 mgl/l,
dale torulenu 3,6 mg/l, torularhodinu 2,9 mg/l, B-karotenu 2,2 mg/l, ergosterolu 118 mg/l
a koenzymu Q 15,5 mg/I.

Z grafu (Obrazek 35) produkce lipidd mGzeme vidét hlavni rozdil ve zvySené indukci
v prostifedi bez svétla. Ve tmé pozorujeme, Ze solny stres nema inhibi¢ni u€inek pro akumulaci
lipid az do koncentrace 1,5 mol/l NaCl, kde dochazi k inhibici a indukci produkce PUFA
(Obrazek 36). Naopak se zvySenym osmotickym stresem pfi osvétleni dochazi
ke zvySené syntéze prfedevsim MUFA.
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Obrazek 34. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 10 °C v zavislosti

na rtzné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula
mucilaginosa
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Obrazek 35. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 10 °C v zavislosti na riizné koncentraci

NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula mucilaginosa
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Obrazek 36. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pri teploté 10 °C

5.1.2.2 Aplikace teploty 15 °C

Z grafického znazornéni (Obrazek 37) pfi 15 °C kultivace kmene Rhodotorula mucilaginosa je
patrna zvySena tendence produkce sledovanych metabolitd pfi aplikaci solného stresu.
Pfi osvétleni dochazi k mirnému navySeni produkce pfi 0,5 mol/l a 2,0 mol/l. Pokud jde
oosvétleni, jsou zde pfitomny markantni rozdily v produkci  ergosterolu
(nejvy8Si vytézek 0,0 mol/l 160 mg/l) oproti temnu. Vzhledem k tomu, Ze kultivace nebyla
oCkovana paralelné ze stejného inokula, tak Ize pfedpokladat rozdilnost stavu vychozi kultury.
Tento efekt by mohl byt pfedmétem dalSich praci. DalSi zajimavosti v pfipadé kultur
vystavenych svétlu je efekt zvySené tvorby torulenu pfi 1,0 mol/l NaCl (3,9 mg/l) a 1,5 mol/l
NaCl (4,6 mg/l). Naopak syntéza p-karotenu se pFidavkem chloridu sodného snizuje
(nejvysSi vytézek 4,9 mg/l). Koenzym Q pfi osvétleni dosahuje maxima pfi slabém osmotickém
stresu, kde vrchol produkce se pohybuje okolo 61,8 mg/I

Produkce lipidi méla vyznamny efekt u kultury nevystavené svételnému zareni (Obrazek
38). U lipidd kultura vykazuje dvou az tfinasobny narust produkce oproti svétlu. Pokud
srovname profil nasycenosti mastnych kyselin (Obrazek 39), vidime, Ze pfi temnu se zvySuje
pfedevs§im obsah MUFA vlivem osmotického stresu. V pfipadé svétla dochazelo k produkci
pfedevSim SFA a pfidavek NaCl mél pozitivni efekt na produkci PUFA. Nejvy$si dosazeny
vytézek lipidd v biomase je 17,8 % pfi indukci 0,5 mol/l NaCl v temnu. Jestlize porovname graf,
ktery zobrazuje lipidy s grafem zobrazujicim karotenoidy a dalsi lipofilni metabolity, vidime
jednoznacnou souvislost. Jak jiZ bylo uvedeno vyse, bud se syntetizuji karotenoidy, dalsi
lipofilni metabolity nebo lipidy.
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Rhodotorula mucilaginosa 15 °C
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Obrazek 37. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 15 °C v zavislosti
na rtizné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula
mucilaginosa
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Obrazek 38. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 15 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula mucilaginosa
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Obrézek 39. Grafické zndzornéni procentuélniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace dle saturace pri teploté 15 °C
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5.1.2.3 Aplikace teploty 20 °C

V grafu (Obrazek 40) je patrny mirny pokles produkce vlivem osmotického stresu.
Porovname-li produkci vybranych metabolitl pfi svétle a temnu, pozorujeme zvySenou
produkci za temna. MUzeme usuzovat, Ze teplota 20 °C a absence svétla muze byt induktorem
pro zvySenou syntézu nékterych metabolit(i (13,1 g/l biomasy, 11 mg/l celkovych karotenoidu,
2,4 mg/l torulenu, 2,0 mg/l B-karotenu, 1,3 mg/l torularhodinu u kontrolniho média za temna).
Experiment nebyl o¢kovan ze stejného inokula, tedy mohlo se stat, Ze vychozi kultura nebyla
ve stejném stavu. Zvlastnosti je, Ze v temnu a pfidavkem chloridu sodného nedochazelo
k vyraznému vlivu na rist bunék.

Produkce ergosterolu vykazovala inhibi¢ni efekt vlivem chloridu sodného, ale v pfipadé
kombinace temna a chloridu sodného dochazelo k indukci jeho produkce (nejvyssi vytézek
pfi 2,0 mol/l 158 mg/l). Co se ty€e koenzymu, z grafického znazornéni vidime rapidni produkce
pfi tmé u kontrolniho média (185 mg/l) a slabému osmotickému stresu 0,5 mol/l (az 209 mg/l).

Akumulace lipidl je shrnuta v grafu (Obrazek 41). Pozorujeme, zde velmi slaby inhibini
efekt pfi zvySeném osmotickém stresu. Nejvyssi procentualni obsah v biomase se pohyboval
u kontrolniho média (svétlo) 17 %, ackoliv maximalni vytéznost lipidl 2,24 g/l je zjiSténa
u produkéniho média s 1,0 mol/l NaCl ve tmé.

Rhodotorula mucilaginosa 20°C
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Obrazek 40. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolit( pri teploté 20 °C v zavislosti
na rtzné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula
mucilaginosa
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Rhodotorula mucilaginosa 20 °C
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Obrazek 41. Grafické znazornéni produkce lipidt pri teploté 20 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula mucilaginosa
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Obrézek 42. Grafické zndzornéni procentuélniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace dle saturace pfi teploté 20 °C

5.1.2.4 Aplikace teploty 25 °C

Z grafu (Obrazek 43) produkce karotenoid(i a ostatnich metabolitl je viditelny rapidni pokles
pfi aplikaci chloridu sodného. Je zfetelné, Ze zvySena teplota indukuje jejich syntézu.
Prostfedi bez svételného zarfeni indukovalo rast, ale naopak inhibovalo syntézu karotenoidu
a dalSich metabolitd. Nejvyssi zastoupeni zadanych metabolitt sledujeme u kontrolniho média
pfi osvétleni, kde celkové karotenoidy se pohybuji kolem 12,7 mg/l, ergosterol 133 mgl/l,
torularhodin 1,8 mg/l a B-karoten 3,4 mg/l. Pokud porovhame kontrolni médium pfi osvétleni
a jeho absenci, vidime zvySenou produkci torulenu 4,4 mg/l a koenzymu Q 55,5 mg/l pfi tmé.

Z grafu (Obrazek 44) vidime, Zze na procentualni zastoupeni lipidG v biomase ma pozitivni
efekt zvySeny osmoticky stres a temno, kde maximum se pohybuje pfi 19,3 % u koncentrace
1,0 mol/l NaCl (tma). NejvySsi vytéznost lipidd byla zaznamenana u vzorku s nejvy$Sim
narlistem biomasy 2 g/l (kontrolni médium, temno).
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Obrazek 43. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolit( pri teploté 25 °C v zavislosti
na riizné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula
mucilaginosa
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Obrazek 44. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 25 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Rhodotorula mucilaginosa
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Obrazek 45. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pri teploté 25 °C
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5.1.2.5 Porovnani aplikace stresovych faktori u kmenu Rhodotorula mucilaginosa

Z hlediska produkce karotenoidll se jako nejoptimalnéjsi teplota jevi 25 °C, kde vytézky
celkovych karotenoidl nartstaly az do 13,4 mg/l média. Pokud zhodnotime narusty kultury,
tak nejvice prevlada kultura vystavena 20 °C vtemném prostfedi. V pfipadé ergosterolu
maximalni produkce byly pfi 15 °C 160,7 mg/l u kontroly za svétla. Pfedpokladame, ze burky
byly vlivem teploty stresované a indukovaly syntézu sterolU.

PFfi narustajici teploté dochazi k zvySené akumulaci lipidd v biomase, kde ziskany
maximalni obsah v biomase se pohyboval kolem 19 % a maximalni vytézek kolem 2,24 g/l.
PFi teplotach 10 °C a 15 °C je viditelna zména v zastoupeni MK podle stupné saturace,
kde dochazi ke zvySené syntéze PUFA. Naopak vysSi teploty indukuji pfedevSim MUFA.

5.1.3 Kmen Cystofilobasidium macerans

5.1.3.1 Aplikace teploty 10 °C
Kultivace pfi 10 °C kmenu Cystofilobasidium macerans je graficky znazornéna na (Obrazek
46). Je zde viditelny klesajici trend produkce téméf vSech metabolitd vystavenych zvySenému
osmotickému tlaku. Na prvni pohled je znatelna zvySena produkce vSech metabolitd (kromé
koenzymu Q a biomasy) vlivem absence svételného zafeni. Maximalni vytéZzky jsou
pozorovany pfi kontrolnim médiu za tmy, kde bylo ziskano 19,2 mg/l celkovych karotenoidu,
8,4 mg/l torulenu a 5,1 mg/l torularhodinu. Tento vysledek je velmi pozoruhodny a byla by
moznost vyuziti priimyslu, kde by se mohlo usSetfit na svételné energii. Pfi svételném zareni
dochazelo k vy§§im narastiim biomasy (11,1 g/l) a koenzymu Q (45,7 mg/l).

Na procentualni zastoupeni lipidd v biomase nema osmoticky stres vyrazny efekt.
Mirné inhibiéni efekt pozorujeme u 1,5 mol/l a 2,0 mol/l pfi tmé. Pokud jde o profil mastnych
kyselin, osmoticky stres indukuje syntézu PUFA, ktera je vyraznéjsi pfi osvétleni.
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Obrazek 46. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 10 °C v zavislosti
na rtizné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Cystofilobasidium
macerans
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Cystofilobasidium macerans 10 °C
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Obrazek 47. Grafické znazornéni produkce lipidt pri teploté 10 °C v zavislosti na rizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Cystofilobasidium macerans
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Obrazek 48. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pfi teploté 10 °C

5.1.3.2 Aplikace teploty 15 °C

Na grafickém znazornéni (Obrazek 49) je pozorovatelna snizujici se zavislost vlivem
osmotického stresu (svétlo i tma) s vyjimkou velmi slabé indukce pfi 0,5 mol/l (tma).
Pozorujeme zde obdobny trend jako u teploty 10 °C, kde pfi absenci svétla dochazi
k prudkému zvySeni produkce celkovych karotenoidd. Ackoli dochazi k vysoké produkci
celkovych karotenoidl, tak jednotlivé karotenoidy se z chromatogramu nedaly vyhodnotit,
pravdépodobné zde doSlo kdegradaci torulenu, torularhodinu a B-karotenu.
Pokud si povS§imneme, pfi 0,5 mol/l (tma) dochazi k indukci enzymatickych systému a zvySené
tvorbé& metabolitd. Nejvy$si koncentrace karotenoidl jsou pfitomny u 0,5 mol/l (tma) 10,4 mg/I.
Pfi osvétleni pozorujeme zvySenou syntézu ergosterolu (130 mg/l) a koenzymu Q (53,7 mg/l),
ktera se snizuje obdobné s osmotickym stresem.

Procentualni mnozstvi a zastoupeni lipidd ma velmi neobvykly charakter viz (Obrazek 50).
Vlivem osmotického stresu pfi osvétleni se velmi mirné inhibuje obsah lipidl v biomase,
ale pfi 1,5 mol/l ma obsah lipidd az 15% narlst procentualniho obsahu lipidi v biomase oproti
kontrole. Vliv na zménu saturace pfi osvétleni je zde velmi vysoky a nema vyrazny trend.
Je velmi zajimavé, ze osmoticky stres pfi tmé& ma vyraznéjsi vliv na syntézu karotenoidd,
ale nedochazi ke zméné mnozstvi lipidd v burice, ackoli indukce PUFA
je pfitomna — az 40 % PUFA pfi 2 mol/l (Obrazek 51).
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Cystofilobasidium macerans 15 °C
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Obrazek 49. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 15 °C v zavislosti
na rtzné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Cystofilobasidium
macerans
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Obrazek 50. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 15 °C v zavislosti na rizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Cystofilobasidium macerans
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Procentualni sloZeni podle saturace
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Obrézek 51. Grafické zndzornéni procentuélniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pri teploté 15 °C

5.1.3.3 Aplikace teploty 20 °C

V pfipadé kmene Cystofilobasidium macerans pozorujeme z grafu (Obrazek 52) pfi teploté
20 °C vyrazné zvySeny rust biomasy a ostatnich metabolitd pfi tmé. Vzhledem k tomu,
ze kultivace nebyly paralelni ze stejného inokula, mohlo dojit k nestejnym podminkam.
Velmi specifické vysledky by mohly byt pfedmétem dalSich studii. Kultura pfi osvétleni a stresu
nereagovala na solny stres velmi vyrazné. Ve tmé dochazi u vy3Sich koncentraci NacCl
k negativnimu vlivu na produkci témér vSech vybranych metabolitd. Pfi 0,5 mol/l Ize vidét,
ze metabolismus je indukovan v pfipadé ergosterolu a inhibovan v pfipadé karotenoidd.
Maximalni vytézky celkovych karotenoidu pfi kontrolnim médiu 23,6 mg/l, torulenu 14 mgl/l,
B-karotenu 14,1 mg/l. NejvySsi narast biomasy byl sledovan u produkéniho média s 0,5 mol/l
14,9 g/l spolu s ergosterolem (240 mg/l). Pokud jde o koenzym Q, produkce je zvySena ve tmé
a je slabé indukovana solnym stresem. Oproti kontrolnimu médiu a 1,0 mol/l dochazi
k navySeni o 14,8 % (96,3 mgl/l).

Lipidy mély v pfipadé osvétleni a aplikaci solného stresu charakter se spiSe snizovat
(Obrazek 53). Ackoli vytézky lipidi se pohybovaly do 20 % biomasy, pfi zvySeném osmotickém
stresu bez svétla dochazelo k rapidné vysSi akumulaci lipidd. Pfi stresu 1,5 mol/l NaCl
pozorujeme az 38,5 % lipidd v biomase (4,94 g/l). Jestlize budeme porovnavat nasycenost MK
v zavislosti na osvétleni a solném stresu (Obrazek 54), pozorujeme vlivem svétla a tmy
podobny trend, ktery se vlivem solného stresu posouva spise k MUFA a PUFA.
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Obrazek 52. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 20 °C v zavislosti
na rtzné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Cystofilobasidium
macerans
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Obrazek 53. Grafické znazornéni produkce lipidt pri teploté 20 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Cystofilobasidium macerans
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Obrazek 54. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pri teploté 20 °C
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5.1.3.4 Aplikace teploty 25 °C

Z grafického znazornéni (Obrazek 55) vidime zvySeny narlst Kkultury v prostfedi
bez svételného zafeni. Pokud ale porovname vytézky stanovovanych metabolitl, je na prvni
pohled znat rozdil v produkci pfi svételném zareni, které indukovalo jejich syntézu
(7,7 mg/l celkovych karotenoid(l). Pfidavek chloridu sodného inhiboval produkci téméf vSech
studovanych latek pfi osvétleni, vyjma ergosterolu (maximum 66 mg/l pfi 0,5 molll)
a koenzymu Q s vytéznosti 35 mg/l (1,0 mol/l). Lze pfedpokladat, Ze pfi ur€itych koncentracich
dochazi kindukci a zméné aktivity biosyntetickych drah. Pfi absenci svételného zareni
pozorujeme opacny efekt, kde osmoticky stres indukuje tvorbu karotenoidl a zarover inhibuje
tvorbu koenzymu Q a ergosterolu.

Z grafického znazornéni (Obrazek 56) je patrné, Ze teplota 25 °C ma vyrazny efekt
na tvorbu lipidd, ktera se ve tmé zvySuje. Tento kmen v prostiedi s 25 °C vykazuje pfi solném
stresu snizené akumulace lipidQ. V kontrolnim médiu pfi tmé bylo dosazeno znacné
zajimavych vysledkd — az 56,3 % lipidl v biomase s hodnotou 5,9 g/l média. Musime dodat,
Ze se potvrdila predpokladana skuteCnost, Ze soubézné dochazi ke zméné aktivity
biosyntetickych drah a rapidné snizené produkci karotenoidl a lipofilnich metabolitl. Z grafu
nasycenosti MK vidime obdobny trend jako u ostatnich teplot, solny stres indukuje
tvorbu PUFA.
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Obrazek 55. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolit’ pfi teploté 25 °C v zavislosti
na ruzné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Cystofilobasidium
macerans
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Obrazek 56. Grafické znazornéni produkce lipidi pri teploté 25 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Cystofilobasidium macerans
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Obrazek 57. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pri teploté 25 °C

5.1.3.5 Porovnani stresovych faktort u kmene Cystofilobasidium macerans
Jako nejoptimalnéjSi podminky pro rust kultury Cystofilobasidium macerans se jevi teplota
20 °C v tmavém prostfedi (az 14,9 g/l pfi 0,5 mol/l). Pfi t&chto podminkach dochazelo rovnéz
k nejvysSim produkcim karotenoidim, kde dosahovaly produkce az 23,6 mg/l. Vysledek tohoto
experimentu je velice zajimavy, protoZze se pfedpokladalo, Ze svétlo je hlavnim induktorem
tvorby karotenoidli. Mohlo by to byt vyuzitelné v priimyslu, kde by se Setfilo na svételné energii
a tim by dochazelo ke snizeni ceny biotechnologické produkce.

Pro akumulaci lipidu se jevi jako optimum 25 °C, kde tma rovnéz indukovala biosyntézu
lipidu v bunice. Byly pozorovany vytézky az 5,3 g/l média s obsahem lipidu v burice az 56 %.

5.1.4 Kmen Sporidiobolus pararoseus

5.1.4.1 Aplikace teploty 10 °C

Kultivace pfi teplot¢ 10 °C kmene Sporidiobolus pararoseus méla inhibi¢ni charakter
na produkci vybranych latek vlivem solného stresu téméf u v8ech koncentraci. Jak vidime
z grafu (Obrazek 58), tak tma inhibuje biosyntetické drahy. A¢koliv u svétla vliv solného stresu
ma jenom negativni efekt, u 0,5 mol/l chloridu sodného vidime mirné navyseni produkce
nékterych metabolitd.
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NejvysSi vytézek vSech metabolitd pozorujeme u kontrolniho média pfi osvétleni
(biomasa 9,7 g/l, celkové karotenoidy 20 mg/l, torulen 13,1 mg/l, torularhodin 2,7 mg/l,
B-karoten 2,2 mg/l, ergosterol 150,1 mg/l a koenzym Q 31,8 mg/l).

Z hlediska akumulace lipidG vidime velmi neobvykly trend, viz graf (Obrazek 59).
V porovnani svétla a tmy vidime jednoznacéné, Ze tma indukuje tvorbu lipid. PFi osvétleni
dochazi mirnym osmotickym stresem k negativnimu efektu, ale po aplikaci vy$si koncentrace
dochazi ke stimulaci a buriky akumuluji lipidy. Dle pfedpokladu opét se snizujici se koncentraci
karotenoidl dochazi k vy$$i produkci lipid. V pfipadé tmy pozorujeme zvySeni produkce
v porovnani s kontrolnim médiem az o 8 % lipidd v biomase. Zna¢né pozoruhodna je zména
profilu mastnych kyselin ve tmé&, ktera se posouva spiSe k PUFA az o0 46 % (0,5 mol/l tma).
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Obrazek 58. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 10 °C v zavislosti
na riizné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Sporidiobolus
pararoseus
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Obrazek 59. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 10 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Sporidiobolus pararoseus
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Obrazek 60. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pri teploté 10 °C

5.1.4.2 Aplikace teploty 15 °C

Pfi 15 °C sledujeme u kmene Sporidiobolus pararoseus podobny trend jako pfi 10 °C,
kde dochazi k inhibici solnym stresem a ve tmé viz Obrazek 61. Pfi zvySeném osmotickém
stresu 1,0 mol/l se zda, ze tato koncentrace indukuje tvorbu koenzymu Q (102,5 mg/l),
ergosterolu (103,7 mg/l) a celkové rast bunék, ale naopak inhibuje produkci karotenoidu.
NejvysSi vytézky karotenoidl jsou pozorovany pfi kontrole (svétlo), kde dosahuji 16,1 mg/I
celkovych karotenoidd, 6,8 mg/l torulenu, 2,5 mg torularhodinu a 4,4 mg/l B-karotenu.

Z grafického znazornéni (Obrazek 62) je viditelné, Ze produkce lipidl se snizuje vlivem tmy.
Rovnéz dochazi k mirnému zvySeni lipidd pfi 1,0 mol/l, jako je tomu u koenzymu Q
a ergosterolu. Z dalSiho grafického zobrazeni pozorujeme zménu profilu mastnych kyselin,
ktera se za obou svételnych podminek vlivem chloridu sodného posouva k PUFA a snizuje
se MUFA a SFA.
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Obrazek 61. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 15 °C v zavislosti
na rtzné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Sporidiobolus
pararoseus
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Obrazek 62. Grafické znazornéni produkce lipidt pri teploté 15 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Sporidiobolus pararoseus
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Obrézek 63. Grafické zndzornéni procentuélniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pri teploté 10 °C

5.1.4.3 Aplikace teploty 20 °C

V pfipadé kultivace pfi teploté 20 °C, z grafického znazornéni (Obrazek 64) vyplyva, ze tma
vykazovala lepSi podminky pro rist kultury, ktery se pfevazné zvySoval vlivem solného stresu.
Karotenoidy byly indukovany v tomto pfipadé svételnym zarfenim, kde nejvy$Si dosazené
hodnoty se pohybovaly u kontrolniho média s vytézky 18,1 mg/l celkovych karotenoidu,
7,3 mg/l B-karotenu, 7,4 mg/l torulenu a 2,41 mg/l torularhodinu. Nejvy$3i hodnota ergosterolu
byla pfi 1,5 mol/l NaCl ve tmé s 157,6 mg/l a koenzym Q byl naopak nejvysSi pfi svétle
a 1,0 mol/l NaCl.

Na grafu viz (Obrazek 65) je poznat, Ze tento kmen vykazoval vy$si aktivitu pro akumulaci
lipidd v burice pfi svétle (maximum 27,2 %). Pokud se vytéZzek vztahne na 1 litr média,
tak nejvysSi vytéznost byla pozorovana pfi tmé 1,0 mol/l a 1,5 mol/l NaCl, vzhledem k vy$Sim
narstiim biomasy (2,3 g/l lipidu).
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Obrazek 64. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pri teploté 20 °C v zavislosti
na ruzné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Sporidiobolus
pararoseus
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Obrazek 65. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 20 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Sporidiobolus pararoseus
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Obrazek 66. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace pri teploté 20 °C
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5.1.4.4 Aplikace teploty 25 °C

PFi zvySuijici teploté z grafického znazornéni (Obrazek 67) vyplyva, ze vlivem teploty, solného
stresu a tmy dochazi ke snizeni produkce karotenoidd a ostatnich metabolitl.
Ackoliv dochazelo ke snizeni vSech metabolitd, kultura vykazovala v kontrolnim médiu lepSi
rast (10,6 g/l) a pouze pfi 0,5 mol/l a 2,0 mol/l NaCl v produkénim médiu pozorujeme mirnou
indukci tvorby jednotlivych metabolitd. Maximalni produkce jsou pfi zvolenych podminkach
v kontrolnim médiu, kde dosahuje 8,9 m/I celkovych karotenoidu, 8,7 mg/l ergosterolu, 2,8 mg/l
torulenu, 1,9 mg/l torularhodinu a 36,2 mg/l koenzymu Q. Pfi solném stresu je viditelna velmi
slaba indukce pro tvorbu B-karotenu 1,2 mg/l.

Lipidy nevykazuji pfilisné rozdily vlivem tmy/svétla a solného stresu (Obrazek 68).
Pouze u 2 mol/l NaCl je vidét inhibice. Maximalni tvorba lipid v biomase je 21,2 % s vytéznosti
2 g/l média. Jestlize srovname zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin, je vidét slaby narast
MUFA vyjma vzorku pfi vysokém osmotickém stresu (svétlo), kde se rapidné posouva profil
MK spiSe k SFA (Obrazek 69).
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Obrazek 67. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 20 °C v zavislosti na
rtzné koncentraci NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Sporidiobolus pararoseus
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Obrazek 68. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 20 °C v zavislosti na riizné koncentraci
NaCl, osvétleni a absenci osvétleni u kmene Sporidiobolus pararoseus

65
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Obrazek 69. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace teploté pri 20 °C

5.1.4.5 Porovnani stresovych faktori u kmene Sporidiobolus pararoseus

Jako nejoptimalnéjsi podminky pro rast kultury Sporidiobolus pararoseus se jevi teplota 20 °C
v tmavém prostfedi (az 16,0 g/l pfi 2,0 mol/l). Jako induktor pro produkci celkovych
karotenoidu je teplota 10 °C u kontroly (svétlo), kde dosahovaly produkce az 20 mg/l. Pfi 25 °C
vidime velmi slabé produkce pro tvorbu vSech metabolitl. Nejvy$si produkce ergosterolu jsou
pfi 20 °C ve tmé (158 mg/l). U koenzymu Q je nejvy$Si produkce pfFi solném stresu
pfi 15 °C —az 102 mg/l. VysSi akumulace lipidi se pohybovala téméF u vSech kultivaci
v rozmezi 20 az 25 % v biomase. NejvysSi koncentrace lipidu byla pfi 25 °C u kontroly (svétlo)
s vytéznosti 2,1 g/l.
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5.2 Rasy a sinice

Vtomto experimentu byly kultivovany kmeny mikrofas Scenedesmus dimorphus,
Scenedesmus obliqus, Chlorella saccharophila, Chlorella sorokiniana, Botryococcus brauni
a sinice Arthrospira maxima a Synechoccocus nidulans. V prvni &asti byly provedeny obdobné
solné stresy jako u kvasinek, a to 0,5 mol/l, 1,0 mol/l, 1,5 mol/l a 2,0 mol/l pfidavkem NacCl
do média. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o sladkovodni mikroorganismy, bylo pfi prvnich
experimentech zjisténo, ze koncentrace nad 1,0 mol/l méla letalni u&inek u vSech sledovanych
kmenu. Predpokladame, Ze pokud by se aplikoval solny stres v exponencialni fazi,
tak by nemuselo dochazet k likvidaénim Gc€inkim, ale stres by mohl buriky indukovat
k produkci zajimavych metabolitl. Tyto podminky by mohly byt pfedmétem dalSich praci.
Experiment byl kultivovan po dobu 7 dnu viz kapitola 4.5.2.1.

V dalS$i etapé byl aplikovan svételny stres, kde bylo po dobu 3 dnl nastaveno jednotné
osvétleni 100 YE-m?-st a poté bylo aplikovano na jednotlivé zkumavky 200 pE-m2-s7,
400 uE-m=2-st, 600 yE-m2-sta 800 yE-m=2-st. U tohoto experimentu byla doba kultivace
prodlouzena na 14 dnu (viz kapitola 4.5.2.2). Vliv svételného zareni pro rlst fas je kliCovy,
protoze intenzita sloZzeni zafeni je velmi dllezitym parametrem. Vhodna intenzita je dulezita
pro fizeni biotechnologické produkce zadanych metabolitd. Pokud se aplikuje velmi nizka
fas. Naopak zvySena intenzita mize poskodit fotosystémy a tim dochazi az k odumirani
bunék.

5.2.1 Kmen Scenedesmus dimorphus

5.2.1.1 Aplikace teploty a solného stresu

U kultivace kmene Scenedesmus dimorphus bylo zjisténo, Ze stres nad 1,0 mol/l NaCl mél
letalni uc€inek pfi vSech teplotach. Dale pfi 20 °C a 25 °C dochazelo k letalnimu efektu
i pfi 0,5 mol/l NaCl. Z grafického znazornéni (Obrazek 70) je na prvni pohled viditelné,
Ze optimum je pfi 25 °C. Ostatni teploty vykazovaly rapidni snizeni vSech metabolitl. Nejvyssi
stanovené vytézky byly pozorovany u kontrolniho média, kde celkové karotenoidy mély
4,5 mg/l, chlorofyl A 2,7 mgl/l, chlorofyl B 0,2 mg/l, fytosteroly 2,9 mg/l a lutein 116 pugl/l,
553 pg/l B-karoten, 18,1 ug/l violaxanthin s naristem biomasy 1,65 g/l.

Zajimavé je, ze pfi teploté 20 °C dochazelo pfi solném stresu ke zvySenému narustu
biomasy. Ackoli jsou vytézky neoxanthinu velmi malé, tak jsou pozorovany pouze u nizSich
teplot, kde maximum dosahovalo 50,2 ug/l (kontrola 15 °C) a 39,6 ug/l (kontrola 20 °C).
Literatura tvrdi, Ze optimum fasy rodu Scenedesmus se pohybuje pfi 28 °C az 30 °C, které
se v tomto experimentu potvrdilo [38].

Z grafického znazornéni (Obrazek 71) je vidét, Ze optimalni teplota pro produkci lipidu je
rovnéz 25 °C (18,4 % biomasy s vytéznosti 0,3 g/l lipidd, pfi 20 °C je obsah velmi obdobny,
ale vzhledem k niz8i biomase je vytéznost mala.

PFfi zhodnoceni zmény profilu nasycenosti MK viz (Obrazek 72) vidime, Ze pfi niZSich
a vysSich teplotach, nez je optimum, obsahuji bufky pfiblizné 33 % SFA, 32 % MUFA
a 35 % PUFA. P¥i teploté 20 °C a 25 °C dochazi ke zvySeni MUFA na 46 az 55 %.
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Obrazek 70. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C
a 30 °C v zavislosti na aplikaci solného stresu u kmene Scenedesmus dimorphus
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Obrazek 71. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C a 30 °C v zavislosti
na aplikaci solného stresu u kmene Scenedesmus dimorphus
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Obrazek 72. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné
saturace u kmene Scenedesmus dimorphus

68



5.2.1.2 Aplikace svételného stresu

Z grafu na (Obrazek 73) je na prvni pohled patrné, Ze intenzita osvétleni 400 yE-m?2-s?
a 600 yE-m2-s'1 méla negativni efekt nejenom na rast bunék, ale i na produkci latek. V pfipadé
aplikace velmi vysokého osvétleni az 800 uE-m2-s dochazelo k zvySenému narlstu kultury
(3,45 g/l), ale naopak se snizovaly vSechny stanovované metabolity. Mizeme predpokladat,
Ze doslo k inhibici fotosyntézy vlivem vy§Siho svételného zafeni. NejvysSi vytézky jsou tedy
pfi osvétleni 200 yE-m2-s? s vytézkem 2,6 g/l biomasy, 5,8 mg/l celkovych karotenoidd,
5,3 mg/l chlorofylu A, 1,4 mg/l chlorofylu B, 6,7 mg/l koenzymu Q, 3,4 mg/l fytosterold,
1,9 mg/l B-karotenu, 88 ug/l neoxanthinu a 47 pg/l violaxanthinu.

PFi analyze lipidd kmene Scenedesmus dimorphus byl zjistén stejny trend jako u produkce
karotenoidd a dalSich vySe uvedenych lipofilnich metabolitd. PFi optimalnim osvétleni pro rist
kultury dochazelo ke zvySeni akumulace lipidd (26 az 28 % biomasy), kde nejvyssi vytéZnost
lipidl byla pfi 800 WE-m2-st vzhledem k vy$§imu narustu biomasy (1 g/l). Pokud porovname
profil nasycenosti MK v zavislosti na osvétleni, je velmi zajimavé, Zze nedochazelo k pfiliSnym
rozdilim viz Obrazek 75.
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Obrazek 73. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 25 °C v zavislosti
na aplikaci svételného stresu u kmene Scenedesmus dimorphus
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Obrazek 74. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 25 °C v zavislosti na aplikaci svételného

stresu u kmene Scenedesmus dimorphus
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Procentualni slozeni podle saturace
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Obrézek 75. Grafické zndzornéni procentuélniho zastoupeni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
dle stupné saturace u kmene Scenedesmus dimorphus v zavislosti na svételném stresu

5.2.2 Kmen Scenedesmus obliqus

5.2.2.1 Aplikace teploty a solného stresu

Z grafického znazornéni (Obrazek 76) je viditeIné, Ze mimo teplotniho optima (25 °C a 30 °C)
dochazelo k letalnim ucinkdm jiz pfi 0,5 mol/l NaCl. Mizeme si povSimnout, Ze vlivem stresu
pfi nizSich teplotach (15 °C a 20 °C) byla navySena produkce [B-karotenu (az 4,7 mg/l).
Srovname-li produkci v optimu, solny stres vykazoval negativni efekt na syntézu vSech
metabolitd. PFi 30 °C dochazelo k nejlepSimu narustu kultury (1,3 g/l), dale k vysoké produkci
celkovych karotenoidl 16,0 mg/l a 2,1 mg/l chlorofylu B. Je velmi zvlastni, ze produkce
fytosteroll byla viditelna pouze do teploty 25 °C (3,6 mg/). MuzZzeme pfedpokladat, ze fasové
bunky produkuji nékolik druhl fytosteroll (rizné esterifikované a jiné), které pravdépodobné
pouzitou metodou analyzy neSlo identifikovat a kvantifikovat (viz kapitola 4.6).
Nejvys8i produkce chlorofylu A byla pozorovana pfi teploté 20 °C s vytéZkem 9,4 mgl/l.
Literatura uvadi, Ze nejoptimalné&;jsi teplota rodu Scenedesmus se pohybuje od 28 °C do 30 °C,
takze i v tomto pfipadé se potvrdilo optimum pro produkci [38].

Z grafického znazornéni lipidl (Obrazek 77) je zjevné, Zze optimalni teplota pro produkci
lipida je 20 °C a 25 °C (0,5 mol/l). MGzeme predpokladat, Ze pfi snizené schopnosti tvorby
karotenoidll, vlivem nizsi teploty nebo solného stresu, buriky akumulovaly spiSe lipidy
(30,9 % biomasy pfi 25 °C).

Pribéh zavislosti na procentualni zastoupeni MK v burikach je zobrazen v Obrazek 78.
Vlivem solného stresu nedochazelo k vyraznému ovlivnéni zmény MK. Naopak pfi nizSich
teplotach dochazi k zvySené produkci PUFA, kde pfi 15 °C je az 57 %.
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Obrazek 76. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolit( pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C
a 30 °C v zavislosti na aplikaci solného stresu u kmene Scenedesmus obliqus

Scenedesmus obliqus
35,0

30,0
25,0
20,0

15,0

10,0
0.0 W | — | - H_

0,0 mol/I 15 °C 0,0 mol/I 20 °C 0,0 mol/l 25 °C 0,5 mol/I 25 °C 0,0 mol/130°C 0,5 mol/I 30 °C

©

Hmbiomasa [g/l] mlipidy [g/l]] ™ % biomasy

Obrazek 77. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C a 30 °C v zavislosti
na aplikaci solného stresu u kmene Scenedesmus obliqus
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Procentualni sloZeni podle saturace
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Obrézek 78. Grafické zndzornéni procentuélniho zastoupeni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
dle stupné saturace u kmene Scenedesmus obliqus

5.2.2.2 Aplikace svételného stresu

U kmene Scenedesmus obligus pozorujeme snizujici se rlst v zavislosti na zvySujicim
se svételném zafeni. MiZzeme predpokladat, Ze vySSi intenzity svételného zafeni inhibuji
proces fotosyntézy. Dale zde pozorujeme obdobny trend jako u vySe zminéného kmene
Scenedesmus dimorphus, kde jako optimalni svételné zareni se jevi 200 PE-m=2-s?
pro produkci téméF vSech metabolithd. Pfi aplikaci 600 yE-m=2-s*a 800 pE-m2-s! nasledné
vidime mirné zvySené produkce nékterych metabolitli, coz mize byt odpovédi na svételny
stres (11,9 mg/l fytosteroll, 57 g/l neoxanthinu a 72,4 ug/l violaxantinu). Nejvy$Si pozorované
vytéZky celkovych karotenoidu jsou 16 mg/l, 8 mg/l -karotenu, 5,0 mol/l chlorofylu Aa 1,1 mg/l
chlorofylu B.

V pfipadé stanoveni akumulace lipidd u kmene Scenedesmus obliqus vidime snizujici
se tendenci vlivem svételného zareni. Nejvyssi dosazena vytéznost lipidd u 200 yE-m2-st
je 0,4 g/l. Na rozdil od kmene Scenedesmus dimorphus zde pozorujeme zménu v saturaci MK
viz Obrazek 81. P¥i zvySujicim se osvétleni pozorujeme trend zvySeni SFA a MUFA.
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Obrazek 79. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 25 °C v zavislosti
na aplikaci svételného stresu u kmene Scenedesmus obliqus
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Obrazek 80. Grafické znazornéni produkce lipidt pri teploté 25 °C v zavislosti na aplikaci svételného
stresu u kmene Scenedesmus obliqus
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Obrézek 81. Grafické zndzornéni procentuélniho zastoupeni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
dle stupné saturace u kmene Scenedesmus obliqus v zavislosti na svételném stresu

5.2.3 Kmen Chlorella saccharophila

5.2.3.1 Aplikace teploty a solného stresu

Z grafu je na prvni pohled patrné, Ze teplotni optimum pro rist kultury a jednotlivych metabolitd
je 20 °C. Jak jiz bylo zminéno vySe, tak solny stres mél také negativni efekt na rast kultury
a produkci metabolitl. Koncentrace vy$Si nez 1,0 mol/l mély pro bunky letalni uc€inek.
Pouze pfi 20 °C a 25 °C bunky dokazaly tento vySSi osmoticky stres tolerovat pouze
do 0,5 mol/l NaCl, ale doSlo k inhibici produkce metabolitd. Literatura uvadi, ze rod Chlorella
je schopen rlst v Sirokém rozmezi teplot, coz se potvrdilo i experimentem, i kdyz dochazelo
k inhibici rast a produkce [75, 76].

Jednoznacné nejvySsi vytézky byly pozorovany u kontrolniho média, kde dosahovaly
7,0 mg/l celkovych karotenoidt, 0,9 mg/l luteinu, 3,6 mg/l chlorofylu B, 7,6 mg/I chlorofylu A,
3,7 mg/l B-karotenu, 102,4 pg/l violaxanthinu, s narastem biomasy 1,9 g/l. Obdobny trend jako
u karotenoidl je pozorovan pfi syntéze lipidu viz (Obrazek 83). Maximum produkce lipidl je
pfi 20 °C (kontrole) s 23 % lipidl v biomase a vytéZkem 0,44 g/l média. V pfipadé zmény
nasycenosti MK vlivem stresu je patrné, Ze vice stresované buriky s niz§im narustem biomasy
a karotenoidl vykazovaly vy$si produkci PUFA (az 50 %).
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Obrazek 82. Grafické znazornéni produkce vybranych metaboliti pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C
a 30 °C v zavislosti na aplikaci solného stresu u kmene Chlorella saccharophila
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Obrazek 83. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C a 30 °C v zavislosti
na aplikaci solného stresu u kmene Chlorella saccharophila

Procentualni sloZeni podle saturace

100%
) I I I I I I
0%
0,0 mol/I15°C  0,0mol/I20°C 0,5mol/I20°C 0,0 mol/I25°C  0,5mol/I25°C 0,0 mol/I30°C

B Nasycené MK B Mononenasycené MK 1 Polynenasycené MK

Obrazek 84. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
dle stupné saturace u kmene Chlorella saccharophila
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5.2.3.2 Aplikace svételného stresu

Dalsim kmenem, kde byl sledovan svételny stres je Chlorella saccharophila. Tento rod je
znamy tim, ze dokaze provadét fotosyntézu a ucinné prfeméfovat na chemickou energii
relativné pfi nizkych hodnotach svételné intenzity jiz pfi 80 uE-m2-s1[27].

V nasem experimentu je na prvni pohled znat, ze tento kmen byl schopen ristu pfi vSech
osvétlenich, ale viditelny trend zde nenachazime. Pfi 400 pE-m2-s! dochazi k nejvysSimu
narlstu kultury na ukor ostatnich metabolit. Jako nejoptimalnéjsi vzhledem k vytézkim témeér
v§ech metabolitil se jevi 600 yE-m2-s1, kde celkové karotenoidy dosahovaly 4 mg/l, 4,4 mg/l
luteinu a 9 mg/l fytosteroll. PFfi 200 uyE-m2-st byly dosazeny nejvyssi koncentrace chlorofylu
A 3 mg/l, 1,3 mg/l chlorofylu B, 1,8 mg/l B-karotenu. Tyto vytézky byly vy$Si vzhledem
k rychlejSimu nardstu biomasy.

Lipidy v tomto experimentu vykazovaly sniZzenou akumulaci vlivem zvySujici se intenzity
svételného zareni viz Obrazek 86. Pri zvolenych podminkach (200 a 400 uE-m-s1) dochazelo
k pomérné vysokym akumulacim (az 40 % biomasy). Vysledky jsou velice pozoruhodné a tyto
podminky by Slo eventuelné pouzit v budoucnu pfi biotechnologické produkci biopaliv.
NejvysSi vytézek vzhledem k narlstu biomasy je 0,56 g/l. Kdyz vyhodnotime profil MK,
z grafického znazornéni (Obrazek 87) je viditelna zména pouze pfi vySsi intenzité
800 pE-m2-s1, kde dochazi ke zvySeni MUFA.
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Obrazek 85. Grafické znazornéni produkce vybranych metaboliti pri teploté 25 °C v zavislosti
na aplikaci svételného stresu u kmene Chlorella saccharophila
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Obrazek 86. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 25 °C v zavislosti na aplikaci svételného
stresu u kmene Chlorella saccharophila
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Obrazek 87. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
dle stupné saturace u kmene Chlorella saccharophila v zavislosti na svételném stresu

5.2.4 Kmen Chlorella sorokiniana

5.2.4.1 Aplikace teploty a solného stresu

Ackoli literatura uvadi Siroké rozmezi teplot pro existence rodu Chlorella, experimentem
se prokazalo, Ze teplota 15 °C byla pro rust tohoto kmene letalni — viz Obrazek 88 [75, 76].
Pri teploté 20 °C byla schopna kultura prezit, ale s velmi nizkym narUstem a produkci
vybranych metaboliti. Solny stres nad 1,0 mol/l, jak bylo vySe uvedeno, byl rovnéz letalni.
Pokud aplikujeme velmi slaby stres 0,5 mol/l NaCl, byly buriky schopny pfezit, ale s velmi
nizkym nartastem. Nejoptimalné;jsi teplota se jevi z hlediska nartstu biomasy (0,63 g/l) 30 °C,
kde jsou vytézky celkovych karotenoidt 13,0 mg/l, luteinu 5,8 mg/l, 11,1 mg/l chlorofylu A,
6,6 mg/l chlorofylu B a 5,8 mg/l B-karotenu. Jak mizeme vidét, pfi optimalni teploté dochazi
k velmi nizké produkci koenzymu Q, ktera je ale zvySena pfi teploté 25 °C s vytéZzkem 1,3 mg/I.

Tento rod vykazuje velmi nizké produkce lipidu — viz (Obrazek 89), kde s rostouci teplotou
dochazi ke snizeni akumulace lipidi v burice. Pfi optimu dochazi k vytéZku pouze 0,1 g/l.
PFi osmotickém stresu je vidét jisty trend oproti kontrole. Chlorid sodny indukuje a posouva
produkci spiSe k MUFA a SFA. Pro ukazku jsou nize (viz - Obrazek 91) zobrazeny rlistové
kfivky kmene Chlorella sorokiniana pfi riznych teplotach.
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Obrazek 88. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolit( pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C
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Obrazek 89. Grafické znazornéni produkce lipidi pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C a 30 °C v zavislosti

na aplikaci solného stresu u kmene Chlorella sorokiniana
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Obrazek 90. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
dle stupné saturace u kmene Chlorella sorokiniana
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Obrazek 91. Graficka zavislost absorbance (680 nm) kmene Chlorella sorokiniana pfi riznych
teplotach

5.2.4.2 Aplikace svételného stresu

U kmene Chlorella sorokiniana vidime viz (Obrazek 92) obdobny trend jako
u Chlorella saccharophila. Je patrné, ze kmen vykazuje velmi Sirokou toleranci rlstu
pfi riznych intenzitach svételného zareni, jako je uvadéno v literarni ¢asti. NejvySSi narlst
kultury pozorujeme pfi 200 pE-m=2-st (1,9 g/l), ktery se poté snizuje pfi 400 yE-m=2-s?
a nasledné pfi dalSich vyssich intenzitach opétovné narista (1,45 g/l). NejvysSi produkci témér
vSech metabolitd pozorujeme pii 800 NE-m2-s?t s vytéZky celkovych karotenoidl 3,3 mgl/l,
3,2 mg/l koenzymu Q a 0,36 mg/l luteinu. Pfi 200 yE-m2-s! sledujeme zvySenou produkci
fytosterolt 24,1 mg/l a 1,2 B-karotenu. Co se tyCe produkce chlorofylu, tak nejvice byla
indukovana kultivace pfi aplikaci 400 yE-m2-s? s vytéZzkem 1,7 mg/l chlorofylu A a 1,0 mg/|
chlorofylu B.

V pfipadé akumulace lipidd nedochazi k velké podobnosti s kmenem Chlorella
saccharophila. Dochazelo k niz§im akumulacim, které dosahovaly maxima pfi 200 yE-m2-st
s 17,3 % lipidd v biomase. Pokud vztahneme vytézek lipidd na narlst celkové biomasy,
dosahuje 0,3 g/l lipidd v médiu. Z grafu nasycenosti MK je patrné (viz Obrazek 94), ze stres
nevykazuje pFiliSnou zménu. PFi zvySujici se intenzité zafeni se mirné navySuje podil PUFA.
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Obrazek 92. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitl pri teploté 25 °C v zavislosti
na aplikaci svételného stresu u kmene Chlorella sorokiniana
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Obrazek 93. Grafické znazornéni produkce lipidi pri teploté 25 °C v zavislosti na aplikaci svételného
stresu u kmene Chlorella sorokiniana

Procentualni sloZzeni podle saturace
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Obrézek 94. Grafické zndzornéni procentuélniho zastoupeni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
dle stupné saturace u kmene Chlorella sorokiniana v zavislosti na svételném stresu
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5.2.5 Kmen Arthrospira maxima

5.2.5.1 Aplikace teploty a solného stresu

Z grafického znazornéni (Obrazek 95) vyplyva, Ze mirny solny stres (0,5 mol/l NaCl) indukuje
rist kultury. Literatura uvadi, ze tento kmen je schopen rast v Sirokém rozmezi teplot
a pfi vysokych koncentraci soli [42]. Uvadéné teploty byly dokonce i pod 15 °C a nad 30 °C
(optimum 35 °C a 37 °C), ale v tomto experimentu se zda byt nejvhodné;jsi teplota 25 °C
pfi aplikaci mirného solného stresu. MUzeme predpokladat, Ze v jinych studiich se jednalo
0 kmeny adaptované na rlst v extrémnich teplotach a podminkach.

Tento kmen vykazoval velmi vysoké narUsty kultury (az 9,7 g/l), které by se daly srovnavat
s kvasinkami. Pozorujeme zde velmi vysoké vytézky 31,6 mg/l chlorofylu A, 8,9 mg/l
chlorofylu B, 22 mg/l celkovych karotenoidu, 6,2 mg/ 3-karotenu. Naopak dochazelo k inhibici
tvorby ergosterolu a koenzymu Q, ktera obsahuje vySSi vytéZky u kontrolniho média
(1,3 mg/l koenzymu Q a 71,6 mg/l fytosterolt). Vysoka teplota a solny stres indukoval tvorbu
luteinu (2,6 mg/l).

Sledovany kmen nevykazoval zvySené lipidotvorné schopnosti, jak vidime z grafu Obrazek
96. Pouze teplota 30 °C indukovala buriky ke zvySené schopnosti akumulovat lipidy
(21 % biomasy), ackoliv jsou zde velmi nizké narlGsty biomasy a ostatnich metabolitd.
NejvysSi dosazeny vytézek je pouze 0,4 g/l. Profil nasycenosti MK se neméni velmi vyrazné,
buriky jsou schopny akumulovat az 56 % PUFA. Pfi extrémnim stresu (velmi nizka teplota),
buriky méni aktivitu pro produkci spiSe SFA a MUFA viz Obrazek 97.
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Obrazek 95. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolit( pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C
a 30 °C v zavislosti na aplikaci solného stresu u kmene Arthrospira maxima
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Obrazek 96. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C a 30 °C v zavislosti
na aplikaci solného stresu u kmene Arthrospira maxima
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Obrazek 97. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
dle stupné saturace u kmene Arthrospira maxima

5.2.5.2 Aplikace svételného stresu

Pfi kultivaci kmene Arthrospira maxima je na prvni pohled rapidné znatelny pokles vSech
metabolitd pfi zvySujici se intenzité svételného zareni viz Obrazek 98 (kromé intenzity
pfi 800 uE-m?2-st narast kultury). Co se tyCe biomasy, nejvy$Si narlst byl pozorovan
pfi 200 puE-m2-s1, kde dosahujeme vytéZnosti az 22,6 g/l. Pfi téchto podminkach pozorujeme
taktéz nejlepSich vytézk( (128 celkovych karotenoidli, 57,8 mg/l chlorofylu A,
4,6 mg/l chlorofylu B a 93,6 mg/l B-karotenu). Jak si miZzeme povSimnout, chlorofyl B (23 mg/l)
a lutein (17,5 mg/l) byl indukovan vyssi intenzitou svételného zafeni.

Kmen Arthrospira maxima nevykazuje pfili§ lipidotvorné schopnosti, které se ani vlivem
svételného zareni pfiliS neméni (viz Obrazek 98). Vzhledem k vysokym narGstim biomasy
vytézek lipidd 0,8 g/l je nizky. Pokud porovname svételny stres na profil zastoupeni MK,
neni viditelna znatelna zména.
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Obrazek 98. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 25 °C v zavislosti
na aplikaci svételného stresu u kmene Arthrospira maxima
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Obrazek 99. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 25 °C v zavislosti na aplikaci svételného
stresu u kmene Arthrospira maxima

Procentualni sloZzeni podle saturace
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Obrazek 100. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
dle stupné saturace u kmene Arthrospira maxima v zavislosti na svételném stresu
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5.2.6 Kmen Botryococcus brauni

5.2.6.1 Aplikace teploty a solného stresu

Kmen Botryococcus brauni je znamy svym pomalym ridstem a je to hlavni limitujici faktor
pro vyuziti v biotechnologické produkci. Z grafického znazornéni viz Obrazek 101 se potvrdil
velmi nizky narust kultury po 7 dnech kultivace, kde maximum bylo 0,186 g/l (25 °C). Teplota
15 °C byla pro kmen letalni a rovnéz i aplikace solného stresu nad 1 mol/l NaCl. Kultura
dokazala tento stres tolerovat pouze pfi 20 °C a 25 °C (0,5 mol/l).

Na prvni pohled je znat, Ze v tomto experimentu vypada jako optimalni teplota kmene
Botryococcus brauni 25 °C. Literatura uvadi teplotu 23 °C, ktera nebyla experimentalné
vyzkou$ena, proto by bylo vhodné prozkoumat produkci vjeho pfesném optimu [26].
Vzhledem k velmi nizkym narlstiim biomasy nebyly vytézky jednotlivych metabolitd pfilis
vysoké. Pokud se zaméfime na produkci ergosterolu, je zajimavé, Ze kultura ménila aktivity
biosyntetické drahy, kde fytosteroly dosahovaly svého maxima (3825 ug/l) pfi nizkych
teplotach a postupné se obsah snizoval se zvySuijici se teplotou. Podobny trend pozorujeme
i u chlorofylu A, kde vidime zvySenou produkci mimo optima, kde solny stres indukoval
produkci (194 ug/l). V pfipadé chlorofylu B pozorujeme rovnéz zvySenou produkci vliivem NaCl.
U optima je vytézek celkovych karotenoidd pouze 600 ug/l, 30 pg/l koenzymu Q
a 279 ug/l B-karotenu.

PfestoZe literarni zdroje uvadi, Ze kmen Botryococcus brauni je vynikajicim producentem
lipidd az do 65 % své hmotnosti a je slibnym kmenem pro budouci vyrobu biopaliv,
tak z Obrazek 102 vidime u naSeho kmene nizsi produkci lipidd [25]. Na§ kmen nevykazoval
vysoké akumulace lipidu (pouze 20 % biomasy), ale mizeme predpokladat, Zze obsahoval jiné
uhlovodiky, které nebyly v experimentu analyzovany.

Pokud se zaméfime na profil zastoupeni MK, z grafu Obrazek 103 je viditelny trend, kde
se zvysujici teplotou se snizuje obsah PUFA, a naopak zvySuje MUFA a SFA. Pfi aplikaci
osmotického stresu dochazi k zesilnéni efektu produkce MUFA.
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Obrazek 101. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C
a 30 °C v zavislosti na aplikaci solného stresu u kmene Botryococcus brauni
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Obrazek 102. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C a 30 °C v zavislosti
na aplikaci solného stresu u kmene Botryococcus brauni
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Obrézek 103. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
dle stupné saturace u kmene Botryococcus brauni

5.2.6.2 Aplikace svételného stresu

Z grafického znazornéni kmene Botryococcus brauni je vidét, ze nejvySsi narlst biomasy je
pFi 600 JE-m2-s1 (0,215 g/l) a pfi 200 yE-m2-s71(0,190 g/l). Co se tyce vytéZnosti sledovanych
které pfi zvysSujici se intenzité zarfeni postupné klesaly. Mizeme pfedpokladat, Ze dochazelo
k mirné inhibici fotosyntézy. Celkové karotenoidy pfi této intenzité dosahovaly 1,9 mg/l,
0,85 mg/l B-karotenu, 0,259 mg/l luteinu, 0,7 mg/l koenzymu Q, 324 pg/l chlorofylu A
a 208 ug/l chlorofylu B.

Jako jsme pozorovali u solného a teplotniho stresu, ani vtomto pfipadé nedochazi
k vysokym akumulaénim schopnostem kmene. Nejvy$si dosazena hodnota obsahu lipida je
pfi 600 uE-m=2-s1s vytéznosti 21,5 %. MGzZeme si ale povSimnout, Ze se zvysSujici se intenzitou
dochazi ke zméné profilu MK, kde se akumuluji spiSe MUFA.
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Obrazek 104. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolita pfi teploté 25 °C v zavislosti
na aplikaci svételného stresu u kmene Botryococcus brauni
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Obrazek 105. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 25 °C v zavislosti na aplikaci svételného
stresu u kmene Botryococcus brauni
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Obréazek 106. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
dle stupné saturace u kmene Botryococcus brauni v zavislosti na svételném stresu

5.2.7 Kmen Synechococcus nidulans

5.2.7.1 Aplikace teploty a solného stresu

Pfi kultivaci kmene Synechococcus nidulans bylo zjisténo, Ze toleroval teplotu od 15 °C
az do 30 °C viz (Obrazek 107). Literatura uvadi skute€nost, ze rod Synechococcus akceptuje
vysoké teploty a je schopen rlst i v horkych pramenech [40, 41]. V budoucich experimentech
by se eventuelné mohl vyzkouset stres s vy3Si teplotou. Co se tyCe zvySeného osmotického
stresu, tak kultura byla schopna sul akceptovat pouze v koncentraci 0,5 mol/l pfi 20 °C a 25 °C,
dalSi koncentrace mély letalni efekt. Mizeme si povSimnout, Ze solny stres mél zvySeny efekt
narast kultury pfi 20 °C, ale dochazelo ke snizené produkci téméf vSech metabolitd
(kromé koenzymu Q 8,2 mg/l). DalSi literarni zdroje tvrdi, Ze tento rod je schopen rlstu
pfi vys8ich koncentracich soli, ale musi se jednat o kmene adaptované na tento stres [40, 41].
NejvysSi produkce vSech metabolitl jsou pozorovany u teploty 30 °C, kde vytézek celkovych
karotenoidu je 10,6 mg/l, 176 mg/l fytosterold, 5,5 mg/l chlorofylu A, 1,6 mg/I luteinu, 6,6 mgl/l.

Z hlediska akumulace lipidd muzeme pozorovat, Ze se zvySujicim se narlistem biomasy
dochazi ke snizeni akumulace lipidd. Nejvyssi pozorovana akumulace je pfi 20 °C, kde obsah
lipidd €inil 25,5 % biomasy. Vzhledem k relativné nizkym nardstidm biomasy vytéznost neni
pfilis vysoka. Pfi zhodnoceni profilu MK neni viditelny jednoznaény trend. Pfi niZSich a vy3Sich
teplotach dochazi spiSe k akumulaci PUFA (viz Obrazek 109).
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Obrazek 107. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitu pfi teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C
a 30 °C v zavislosti na aplikaci solného stresu u kmene Synechococcus nidulans
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Obrazek 108. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 15 °C, 20 °C, 25 °C a 30 °C v zavislosti
na aplikaci solného stresu u kmene Synechococcus nidulans
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Obrazek 109. Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
dle stupné saturace u kmene Synechococcus nidulans

5.2.7.2 Aplikace svételného stresu

V dal8i ¢asti experimentu byl sledovan svételny stres na kmen Synechococcus nidulans.
Ackoli experimentalni data z literatury tvrdi, Ze kmen se dokaze adaptovat na rizné intenzity
svételného zareni, v naSem pfipadé intenzita nad 400 pE-m=2-s* byla letalni. Muzeme
predpokladat, Zze se jednalo o rizné adaptované kmeny [40, 41].

Z grafu Obrazek 110 je viditelné, Ze tato kultivace nedosahovala pfili§ vysoké produkce.
Nejvys$Si dosazeny vytézek byl pfi 200 yE-m?2-s* (1,0 g/l biomasy, 1,3 mg/l celkovych
karotenoidll, 0,67 mg/l B-karotenu, 531 g/l fytosterol(. PFi vy$si intenzité 400 yE-m=2-st
dosahoval vy$Si vytéZnost chlorofylu A (418 ug/l), chlorofylu B (147 pg/l) a luteinu (102 pg/l).
S urCitou pravdépodobnosti Ize pfedpokladat, Ze celkové niz8i vytéZzky a neschopnost
tolerovat intenzitu svételného zafeni mohla zapficinit kultivace pfi 25 °C. Ve vy3Se uvedené
kultivaci kmen Synechococcus nidulans akceptoval spiSe teplotu kolem 30 °C
(vy8Si produkce lipofilnich metabolita).

Ze stanovenych lipidu viz Obrazek 111 vidime, Ze bufiky vykazovaly velmi nizkou akumulaci
v biomase, ktera se zvySovala vlivem zvySené intenzity svétla. Je velmi zajimavé, Ze buriky
viditelné ménily profii MK vburice. PFi niz8i intenzit¢ dochazelo spiSe k produkci
MUFA — az 93 % a pfi 400 yE-m2-s se produkovalo az 60 % MUFA.
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Obrazek 110. Grafické znazornéni produkce vybranych metabolitt pfi teploté 25 °C v zavislosti
na aplikaci svételného stresu u kmene Synechococcus nidulans
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Obrazek 111. Grafické znazornéni produkce lipidd pri teploté 25 °C v zavislosti na aplikaci svételného
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5.3 Biologické stresy — ko-kultivace kvasinek a ras

Jednalo se o pilotni experimenty, které budou pfedmétem dalSich odbornych praci. V této fazi
bylo vyzkouSeno, zdali jednotlivé kmeny fas a karotenogennich kvasinek jsou schopny
vzajemné kooperace. Jednalo se o kmeny kvasinek Rhodotorula glutinis a Xanthophyllomyces
dendrorhous. V pfipadé fas se jednalo o kmeny Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana,
Desmodesmus acutus, Scenedesmus dimorphus, Desmodesmus quadricauda, Scenedesmus
obliqus a Synechococcus nidulans.

Kultivace méla letalni u€inky pro kmeny Synechococcus nidulans. Kmeny pravdépodobné
neakceptovaly médium nebo nezvladaly spoleCné prostiedi s vySe uvedenymi kmeny
kvasinek. Obdobné pfi kultivaci kmene Scenedesmus obliqus dochazelo k inhibici ristu.
V prabéhu kultivace byla sledovana hodnota pH média, ktera se neménila (pH = 5,4).

Z grafického znazornéni vidime, ze dochazelo k pozitivnimu ovlivnéni rlstu kvasinkové
kultury pfi pfidavku fas (viz 0 a Obrazek 114). V pfipadé obou kvasinkovych kmenu dochazelo
ve vétSiné pripadu k pozitivnimu ovlivnéni ristu kultury. U kmene Rhodotorula glutinis
a Xanthophyllomyces dendrorhous se jevi jako nejlep$i kmen pro ko-kultivace Desmodesmus
guadricauda. V pfipadé kmene Scenedesmus obliqus dochazi k rapidnimu snizeni produkce
celkové biomasy u obou kvasinkovych kmenl(. Kmen Desmodesmus acutus vykazoval
pozitivni efekt na rlst biomasy pouze u kokultivace s kmenem Xanthophyllomyces
dendrorhous. Tyto experimenty pfedstavuji zacatek problematiky, ktera bude pokracovat
v dalSich diplomovych a bakalafskych pracich.

Biologicky stres vybranych fas s kmenem Rhodotorula glutinis
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Obrazek 113. Graficka zavislost koncentrace biomasy pfi biologickém stresu u kmene
Rhodotorula glutinis
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Biologicky stres vybranych fas s kmenem Xanthophyllomyces
dendrorhous
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Obrazek 114. Graficka zavislost koncentrace biomasy pfi biologickém stresu u kmene
Xanthophyllomyces dendrorhous



6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo srovnani produkce vybranych metabolitd kvasinkami,
mikrofasami a sinicemi kultivovanymi v podminkach externiho stresu za u&elem jeho
budouciho biotechnologického vyuziti. Sledovanymi kmeny kvasinek byly Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula mucilaginosa, Sporidiobolus pararoseus a Cystofilobasidium macerans.
V pFipadé fasovych a sinicovych kultur se jednalo o Scenedesmus dimorphus, Scenedesmus
obliqus, Chlorella sorokiniana, Chlorella saccharophila, Botryococcus brauni, Synechococcus
nidulans a Arthrospira maxima. U kvasinek byla sledovana produkce karotenoidd, ergosterolu,
koenzymu Q a lipidu v zavislosti na teploté, osmotickém stresu, svételném zareni a absenci
svételného zafeni. Pro fasové kultury byly zvolené obdobné stresové podminky
(osmoticky, teplotni a svételny stres).

V prvni sérii kultivaci kvasinkovych kmenu byly provedeny kultivace s vlivem externiho
stresoveého faktoru, kde byly vyhodnoceny optimalni podminky, které by mohly byt vyuZitelné
pro biotechnologickou produkci zadanych metabolitd. TéméF ve vSech pfipadech byla
potvrzena skutecnost, Ze bud dochazi k nadmérné produkci karotenoidl, nebo naopak lipidd,
pravdépodobné kvuli kompetici o metabolicky prekurzor, kterym je v obou pfipadech
acetyl-CoA.

Pro kmen Rhodotorula glutinis se jevi z hlediska produkce karotenoidl optimalni teplota
15°C a 25 °C, pfi osvétleni a u kontrolniho média. Z hlediska vytéznosti lipidli se jako
pozorujeme obdobné optimum jako u vySe uvedeného kmene stejného rodu. Dochazi zde
i k podobné vytéznosti lipida.

Kmen Cystofilobasidium macerans vykazoval velmi pozoruhodné vysledky.
Jako nejoptimalnéjsi podminky pro jeho rust se jevi nizsi teplota (20 °C), nez jako je tomu
u rodu Rhodotorula sp, a to pfi absenci svételného zareni. Vysledek tohoto experimentu je
velice zajimavy a mél by potencialni vyuziti v budouci biotechnologické produkci. Moznosti
kultivace ve tmé se uSetfi velké mnozZstvi energie a tim se rapidné snizi i finanéni zatizeni
procesu, které je tou nejvétsi prekazkou pro uvedeni do komeréni produkce. Pokud se u tohoto
kmene aplikovala zvySena teplota (25 °C) a bylo mu omezeno svételné zafeni, kmen
vykazoval vynikajici miru nejenom akumulace lipidi (az 56 % biomasy), ale rovnéz ristu
kultury, diky némuz bylo dosazeno vytézku lipidd az 5,3 g/l média. Tyto podminky by se daly
eventuelné vyuzit pro produkci biopaliv, které by mohly byt jako nahrada za naftu na bazi ropy.
Ackoliv jsou biopaliva na bazi rostlinnych oleju snadno dostupné (paliva prvni generace),
tak zasahuji do potravinového fetézce a rovnéz jsou zavislé na enviromentalnich podminkach.
Diky tomu by lipidy z mikroorganismid mohly slouzit jako vhodna alternativa,
ponévadz dokazou akumulovat vysoké mnozstvi lipidd o rdzném slozeni mastnych kyselin.

Jako posledni kvasinkovy kmen byl sledovan Sporidiobolus pararoseus, u kterého
dochazelo k nejvy§§im narGstim biomasy pfi teploté 20 °C, absenci svételného zareni
a v pfitomnosti solného stresu az 2,0 mol/l NaCl (16,0 g/l). U produkce karotenoidu,
jako induktor pusobila nizka teplota 10 °C pfi svétle. Tento kmen vlivem externich stresovych
faktord ménil aktivity svych biosyntetickych drah a dochazelo k riznym optimdm pro produkci
ergosterolu, koenzymu Q a dalSich lipofilnich metabolitl. Vytéznosti lipidl jsou srovnatelné
s rodem Rhodotorula sp.

Vzhledem ke skuteCnosti, Ze na fasy a sinice byly aplikovany podobné podminky
jako v pfipadé kvasinkovych kmenu, byly pozorovany vyrazné inhibi¢ni G€inky. Solny stres byl
aplikovan na sladkovodni kmeny fas a sinic, které nebyly na tyto extrémni podminky
adaptované, a proto by bylo vhodné v budoucnu vyzkouset experiment, kde se osmoticky stres
aplikuje na zaCatek nebo na konec exponencialni faze. V naSem pfipadé dochazelo i vlivem
velmi nizkého osmotického stresu spise k negativnimu efektu na produkci.
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Vyjimkou byl kmen Arthrospira maxima, kde solny stres indukoval rist kultury. Pro kmeny
Scenedesmus obliqus a Scenedesmus dimorphus se jako optimalni teplota pro produkci jevi
25 °C a 30 °C. Co se ty€e optimalni intenzity osvétleni, tak rod Scenedesmus sp. preferoval
Rod Chlorella vykazoval velmi zajimavé vysledky. U kmene Chlorella sorokiniana bylo
optimum pozorovano spiSe pfi vySSich teplotach kolem 30 °C, zatimco podobny kmen
Chlorella saccharophila upfednostiioval spiSe optimalni teploty kolem 20 °C.
Podobnost v ramci tohoto rodu byla pozorovana pfi aplikaci rlizné intenzity svételného zareni,
kde oba kmeny vykazovaly stejnou tendenci. Z hlediska akumulace lipidd vykazoval kmen
Chlorella saccharophila lepsi pfedpoklady pro biotechnologickou produkci.

Co se ty€e komercéné znamého kmene Arthrospira maxima, uvadéného rovnéz pod nazvem
Spirulina, tak dochazelo k velmi vysokym vytézkam hlavné karotenoidd a dalSich lipofilnich
metabolitd. Akumulace lipidd v bufikach nebyla pfili§ vyznamna. Ackoliv externim stresem
se dala akumulace metabolitd navysSit, dochazelo celkové k rapidnimu snizeni narUstu
biomasy. Pokud ale srovname jednotlivé kmeny, vzhledem k vysokym narlstiim biomasy
se zvySuje vytéznost lipidd, i kdyzZ se nejedna o vysokou akumulaci v sinicové biomase.

Dale byl prozkouman kmen Botryococcus brauni, u kterého se bohuzel v naSem pfipadé
nepotvrdila pfiliSna akumulace lipid{. S vysokou pravdépodobnosti se jednalo o rGzné
uhlovodiky, které nebyly v této praci analyzovany. Tento kmen by mohl byt vice prozkouman
v dalSich pracich. Nami zjisténé optimum pro narlst kultury predstavovalo 25 °C pfi intenzité
200 yE'm2-sL,

Jako posledni kmen byl prostudovan Synechococcus nidulans, kde jako jeho optimalni
teplota byla zjisténa 30 °C, ale v pfipadé aplikace svételného stresu nad 400 pE-m=2-s?
dochazelo k letalnim u€inkam.

Dale byly provedeny pilotni experimenty kokultivace vybranych kvasinek a fas. Podle téchto
experimentl nékteré kmeny vykazovaly pozitivni efekt na narlst kvasinkové biomasy.
Jako nejvhodnéjsi kmen pro kultivace se zda byt Scenedesmus dimorphus.

Pokud srovname mikrofasy a karotenogenni kvasinky, kvasinky disponuji schopnosti
rychlého rlstu biomasy a tim dochazi k vysokym produkcim Zzadanych metabolitl,
které by se eventuelné mohly v budoucnu vyuzit pro Siroké spektrum aplikaci. Mikrofasy
naopak rostou ve srovnani s kvasinkami pomaleji (vyjma Arthrospira maxima), z€asti proto,
ze byly kultivovany za provzduShovani vzduchem neobohacenym o oxid uhlicity.
Lze pfedpokladat, ze jeho pfidanim by se rychlost ristu zvysila. Mikrofasy ale produkuji rovnéz
celou skalu cennych latek. Nejvétsi vyhodou pro mikrofasy a sinice je, Ze se jedna o autotrofni
mikroorganismy, které disponuji u€innym fotosyntetickym aparatem a efektivné pfeménu;ji
slunecni energii na energii chemickou. Vzhledem k tomu, Ze produkce mikrofasové biomasy
je zvelké c&asti ovlivnéna okolnimi podminkami, je nutné zjistit optimalni podminky.
Hlavni pfekazkou jesté porad zlstava financni zatizeni celé biotechnologické produkce.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PUFA — polynenasycené mastné kyseliny
MUFA — mononenasycené mastné kyseliny
SFA — nasycené mastné kyseliny

ALA — 5-aminolevulova kyselina

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

PDA — detektor diodového pole

FID — plamenové ionizaCni detektor
GC — plynova chromatografie

IPP — isopentenylpyrofosfat

DAMPP — dimethylallylpyrofosfat
GPP — geranylgeranylpyrofosfat

FPP — farnesylpyrofosfat

GGPP - geranylgeranylpyrofosfat
HMG-CoA — 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
TAG - triacylaglyceroly

MK — mastné kyseliny

ACP — acyl carrier protein

YPD - yeast extract-pepton-dextrose
UV — ultrafialové zafeni

O — Osvétleni

T-Tma
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9 PRILOHY

Priloha 1. Graficka zavislost absrobance (680 nm) kmene Scenedesmus dimorphus pfi riznych
teplotach
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Priloha 2. Graficka zavislost absorbance pfi (680 nm) kmene Scenedesmus obliqus pfi riznych

teplotach
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