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ABSTRAKT

Karotenoidy jsou jedny z metabolitti, které produkuji karotenogenni kvasinky. Jedna se 0 hodnotné
latky, které se vyuzivaji Vv potravinaiském i farmaceutickém primyslu. Vyuziti odpadd a vedlejsich
produktu jako substratu pro kultivaci karotenogennich kvasinek mize snizit celkové naklady na
produkci karotenoidu. Vedlejsi produkty pivovarského pramyslu se diky svému nutriénimu slozeni jevi
jako materialy vhodné pro pouziti pfi kultivaci mikroorganismu. Prace je rozdélena na ¢ast teoretickou
a praktickou. Teoreticka ¢ast se zamétuje na popis kvasinek, jejich metaboliti a jednotlivych substrati.
Prakticka ¢ast je pak zamétena na kultivaci karotenogennich kvasinek na hydrolyzatu pivovarského
mlata ana kvasni¢nych extraktech pfipravenych ze sedimentovanych pivovarskych kvasnic.
V experimentalni ¢asti byly pouzity tyto kmeny: Cystofilobasidium infirmominiatum CCY 17-18-4,
Sporidiobolus salmonicolor CCY 19-4-25, Sporobolomyces shibatanus CCY 19-9-6, Rhodotorula
kratochvilovae CCY 20-2-26, Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-7-31, Rhodotorula toruloides
CCY 62-2-4. Vysledky ziskané v ramci této prace pomoci pokrocilych chromatografickych metod
naznacuji, ze upravené pivovarské mlato a kvasni¢ny extrakt pripraveny z pivovarskych kvasnic
jsou vhodné substraty pro kultivaci karotenogennich kvasinek. Ptipraveny kvasni¢ny extrakt mize také
slouzit jako zdroj veskerého dusiku pfi kultivaci, bez negativniho vlivu na sledované parametry.

Klicova slova: karotenogenni kvasinky, karotenoidy, pivovarnictvi, pivovarské mlato, pivovarské
kvasnice



ABSTRACT

Carotenoids are one of the metabolites produced by carotenogenic yeasts. These are valuable
substances that are used in the food and pharmaceutical industries. The use of waste and by-product
as substrate for cultivation of carotenogenic yeasts can reduce the overall cost of carotenoid production.
The by-products of the brewing industry, due to their nutritional composition, appear to be suitable
materials for use in the cultivation of microorganisms. The work is divided into theoretical and practical
parts. The theoretical part focuses on the description of yeasts, their metabolites and individual
substrates. The practical part focuses on the cultivation of carotenogenic yeasts on brewer's spent grain
hydrolysate and on yeast extracts prepared from brewer's spent yeast. Following yeasts were used in the
practical part: Cystofilobasidium infirmominiatum CCY 17-18-4, Sporidiobolus salmonicolor CCY 19-
4-25,  Sporobolomyces shibatanus CCY 19-9-6, Rhodotorula  kratochvilovae  CCY 20-2-26,
Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-7-31, Rhodotorula toruloides CCY 62-2-4. The results obtained in
this work using advanced chromatographic methods suggest that treated brewer's spent grain and yeast
extract prepared from brewer's spent yeast are suitable substrates for the cultivation of carotenogenic
yeasts. The prepared yeast extract can also serve as a source of total nitrogen during cultivation, without
negatively affecting the monitored parameters.

Key words: red yeast, carotenoids, brewing, brewers' spent grain, brewers' spent yeasts
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1 UVOD

Pivo je alkoholicky napoj, jedna se o celosvétoveé nejoblibengjsi alkoholicky napoj a je také jednim
Z péti nejcastéji konzumujicich napoji na svété. Odhadovana celkova svétova produkce piva je vice nez
2 miliardy hektolitrd. S rostouci produkei piva roste také mnozstvi vznikajicich vedlejSich produktii
a odpadt. Valorizace odpadi je jednim zprincipi cirkularni ekonomiky aje ipfedmétem
této bakalaiské prace chapat odpady avedlejsi produkty jako mozné vychozi latky a nachazet
tak pro tyto materialy nové vyuziti.

Jednou z moznosti, jak transformovat odpady potravinaiského prumyslu, je vyuziti téchto materialt
jako substraty pro kultivace karotenogennich kvasinek a tim ziskani cennych metabolitti. Karotenogenni
kvasinky jsou kromé produkce karotenoidd, jako je naptiklad torulen, torularhodin ¢i B-karoten,
schopny  produkovat také znaéné mnozstvi lipidd, ubichinon asteroly. Odpady
potravindiského priimyslu ¢asto obsahuji pfiznivé nutricni sloZzeni, mohou tedy nahradit cast
komercéniho kultivaéniho média.  Vedlejsi  produkty pivovarského primyslu, které  z nejvétsi
Casti predstavuje pivovarské mlato adale pivovarské kvasnice, mohou slouzit jako zdroj uhliku
a dusiku.

Karotenoidy jsou hodnotné latky, které nachazi své v potravinaiském i farmaceutickém primyslu,
kosmetice ataké v potravinovych dopliicich, diky jejich pozitivnimu vlivu na lidské zdravi a krasu.
Karotenoidy jsou ptirodni barviva, znamé pro své antioxidacni ucinky, mnohé karotenoidy jsou také
prekurzorem vitaminu A.

Tato prace se zabyva optimalizaci pfedupravy pivovarského mlata a pivovarskych kvasnic tak, aby byly
vhodné upravené pro pouziti pfi kultivaci karotenogennich kvasinek. Pivovarské mlato obsahuje
predevsim polysacharidy, které se pii hydrolyze §tépi na monosacharidy. Upravené pivovarské
mlato tak mize slouzit jako nahrada klasického uhlikatého zdroje v kultiva¢nich médiich. Pivovarské
kvasnice jsou bohaté¢ na bilkoviny, vhodnou tGpravou se tak da ptipravit kvasni¢ny extrakt, ktery se
pouziva pfi kultivacich mikroorganismu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni organismy, které fadime do fise Fungi. Cesky nazev byl odvozen
od schopnosti kvaseni cukrt, kterou disponuje vétSina rodi kvasinek [1]. Obecné se jedna
0 jednobunécéné organismy, které na rozdil od nékterych plisni nebo hub neprodukuji sekundarni toxické
metabolity [1]. Tvar bunék zavisi na zpusobu vegetativniho rozmnozovani, mize byt ovlivnén stafim
buriky a zpisobem kultivace. Presto vSak i v kultufe jednoho kmene kvasinek dochazi K variabilité.
U nékterych druht nebo rodt se vyskytuje tzv. pravé mycelium, které vznika pficnym délenim
protahlych buné€k. Jiné rody a kmeny vytvarteji pseudomycelium, coz jsou dlouha zaSkrcovana vldkna
vznikla puéenim protahlych bunék na poélech [1]. Od pravého mycelia se pseudomycelium lisi
fadou morfologickych znakt jako naptiklad prufezem hyfy. Tvorba pseudomycelia je obvykle
disledkem nedostatku zivin. Historie kvasinek, a pfedevsim jejich pouziti K vyrobé napoji saha
nékolik tisic let nazpét. Dnes se kvasinky pouzivaji Kk vyrobé napojt, tedy piva, vina, lihu, ale také
k vyrobé pekaiského drozdi ¢i krmné biomasy. Podle typu rozmnozovani délime kvasinky na
askomycety, basidiomycety a deuteromycety neboli anamorfni kvasinky [3].

2.1.1 Cytologie kvasinek

Obrazek 1: schéma kvasinkové buiiky, 1 — bunécna sténa, 2 — jizva zrodu, 3 — cytoplazmaticka membrana, 4 — jadro, 5 — jaderna
membrana, 6 — vakuola, 7- endoplazmatické retikulum, 8 — mitochondrie, 9 — glykogen, 10 — volutin, 11 — lipidy, 12
—golgiho apardt [1]

Kvasinkové buriky se od bakterialnich bunék 1isi svou velikosti, obvykle dosahuji 3 az 15 pm. Nékteré
rody kvasinek, jako jsou napiiklad Rhodotorula, Sporidiobolus, Sporobolomyces, tvoii pouzdra slozena
z polysacharidii, nejedna se vsak 0 soucast bunééné stény. Bunka kvasinky se sklada z pevné bunécné
stény slouzici piedevsim jako ochrana proti mechanickému poskozeni. Struktura bunécéné stény je
tvofena vlakny polysacharidi spletenymi do husté a pevné sité, ktera je vyplnéna bilkovinami. Kromé
zminovanych polysacharidd, coz jsou nejcastéji glukany, a bilkovin, obsahuje bunécna sténa v mensi
mife také lipidy, fosfolipidy a fosforecnany. Cytoplazmatickd membrana je tenka, sloZena z lipida
a bilkovin. Diky své selektivni propustnosti vytvaii osmotické rozhrani mezi vnéj§im prostiedim
a bunikou. Cytoplazmatickd membrana je mistem, kde probihaji transportni mechanismy. Cytoplazma
obsahuje membranové struktury, mezi které fadime napiiklad endoplazmatické retikulum. Jedna se
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0 systém dvojitych membran, na jejich vnéjsim povrchu najdeme agregaty ribozomu tzv. polyzomy.
Dale se Vcytoplazmé nachazi mitochondrie, coZ jsou strukturalni utvary obklopené dvéma
membranami. V mitochondriich probiha oxidac¢ni fosforylace a jsou sidlem dychacich enzymu.
Vakuoly jsou jedny z nejnapadngjsich slozek cytoplazmy kvasinek. U starSich bunék mohou zaujimat
vétSinu prostoru buiky. Jejich pocet a velikost se starnutim buiiky méni. Zatimco mladé bunky obsahuji
nékolik malych vakuol, star$i buiky se vyznacuji jednou velkou vakuolou. V neposledni fadé se
Vv cytoplazmé nachazi také golgiho aparat, jehoz vyznam spoc¢iva v transportu prekurzort bunééné stény
z cytoplazmy pfies cytoplazmatickou membranu. Jadro buiiky oddéluje od cytoplazmy dvojita jaderna
membrana [1].

2.1.2 RozmnoZovani kvasinek

Existuji dva zékladni typy rozmnozovani. Jedna se 0 vegetativni rozmnozovani pucenim ¢i délenim
a sexualni fruktifikace s vytvafenim askti nebo bazidii. Sexualni reprodukce se objevuje U teleomorfnich
forem, které fadi mezi Ascomycetes a Basidiomycetes. Pfi sexualni reprodukci dojde k parové reakci za
vzniku zygoty, zné&j se pak vytvari askus nebo bazidium. V asku dochdzi ktvorbé askospor,
oznacované taktéz jako endospory, naopak na bazidiu se vytvaii exospory neboli bazidiospory [4].

2.1.3 Karotenogenni kvasinky

Karotenogenni kvasinky jsou rozsahla heterogenni skupina kvasinek, vétsinou z kmene Basidiomycota
[5]. Maji schopnost akumulovat karotenoidni barviva, diky kterym ziskavaji typické Zluté, oranzové
nebo Cervené zbarveni [6]. Z toho divodu se jim ¢asto piezdiva ¢ervené kvasinky. Obecné se Cervené
kvasinky daji izolovat ze vzduchu, fyloplanu nebo rozkladajicich se rostlinnych zbytkd [7]. Cervené
kvasinky vykazuji tadu biotechnologicky vyznamnych vlastnosti. Kromé produkce karotenoidii
predstavuji vyznamné producenty biomasy, enzymdu, lipidi, bionafty a vonnych latek. Maji také
vysokou toleranci k oxidativnimi stresu a schopnost rozkladat mykotoxiny [8].

2.1.3.1 Rod Rhodotorula

Rod Rhodotorula se tadi do oddéleni Basidiomycota [9]. V ptirodé jsou tyto kvasinky velmi rozsifeny,
izolovany byly z fady zdroju, jako je naptiklad puda, vzduch, dale z rostlin a ovoce, ale také z kuze,
plic, mo¢i ¢i nehtd lidi. Kvasinky rodu Rhodoturula byly donedadvna povazovany za avirulentni
saprofyty, dnes je fadime mezi oportunni patogeny [10][11]. Za nové vznikajici patogeny povazujeme
naptiklad Rhodotorula mucilaginosa, vétsina druhti tohoto rodu jsou vsak nepatogenni [12]. Rod
Rhodotorula je v posledni dobé hojné studovan, jelikoz kvasinky tohoto rodu maji schopnost utilizovat
fadu substrati  véetné odpadnich aprodukovat cenné metabolity. Zastupci rodu Rhohotorula
jsou napiiklad Rhodotorula kratochvilovae a Rhodotorula toruloides [13].
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Obrdzek 2: Rhodotorula kratochvilovae pod mikroskopem a v kultivacnim médiu

2.1.3.2 Rod Sporobolomyces

Kvasinky patfici do rodu Sporobolomyces a Sporidiobolus jsou mikroorganismy, které maji nizké
nutriéni naroky a jsou obecné Kklasifikovany jako prototrofy. Kolonie rodu Sporobolomyces maji
krémovou, Zlutohnédou, lososovou, oranzovou, rizovou nebo ¢ervenou barvu. Tvar bunék je kulovity,
elipsoidni nebo valcovity. Rozmnozuji se nejcastéji nepohlavnim pucenim, pohlavni rozmnozovani
rodu Sporobolomyces neprobiha. Vsechny druhy rodu Sporobolomyces vytvaieji symetricky bilateralni
balistokonidie [14].

Obrdzek 3: Sporobolomyces shibatanus pod mikroskopem a v kultivacnim médiu

2.1.3.3 Rod Sporidiobolus

Kvasinky rodu Sporidiobolus maji vejéity, podlouhly nebo elipsoidni tvar. Kolonie maji oranzovou,
riazovou nebo Cervenou barvu. Rozmnozuji se nepohlavnim puéenim ¢i tvorbou balistokonidii
nebo pohlavnim rozmnozovanim, kdy tvofi kulovité teliospory. Mezi zastupce fadime naptiklad
Sporidiobolus salmonicolor [14].
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Obrdzek 4: Sporodiobolus salmonicolor pod mikroskopem a v kultivacnim médiu

2.1.3.4 Rod Cystofilobasidium

Rod Cystofilobasidium byl vytvoten k za¢lenéni dvou kvasinek diive fazenych k rodu Rhodosporidium.
Jedna se konkrétné o Cystofilibasidium bisporidii and Cystofilobasidium capitatum, které se vyznacuji
tvorbou teliospor. Zastupci tohoto rodu produkuji bazidie podobné filobazidiim. V soucasné dob¢ se
do rodu Cystofilobasidium fadi také Cystofilobasidium infirmominiatum, které bylo taktéz presunuté
z rodu Rhodosporidium [15].

2.1.4 Kultivace kvasinek

Kvasinky jsou nejcastéji spojeny s fermentaci cukrl, piedevsim glukozy a sachardzy, jsou vsak
schopny vyuzit jako nutriéni zdroj i dalsi latky, mezi které patii nékteré alkoholy, organické kyseliny,
uhlovodiky nebo aromatické slouceniny. Vétsina druhu kvasinek neni schopna zpracovavat komplexni
sacharidy jako je skrob, existuji vSak druhy, které ke svému ristu vyuzivaji tuky [2]. Biosyntéza
karotenoidi je ovlivnéna mnoha faktory kromé =zdroje uhliku a dusikuje potieba zajistit
dostate¢nou aeraci, jelikoz produkce karotenoidt je aerobni proces. Také teplota ovliviiuje rast bunék
a tvorbu metabolitl. Produkce karotenoidli je pozitivné ovlivnéna také svétlem, piedevsim bile
svétlo vyvola u organismii produkei karotenoidu, jelikoz maji fotoprotektivni funkci [16].

2.2 Metabolity produkované kvasinkami

2.2.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou pfirodni barviva syntetizovana rostlinami a mnohymi mikroorganismy. Délime je na
karoteny, které ve své struktufe maji pritomny pouze atomy uhliku a vodiku, a dale xantofyly, které
jsou jejich kyslikatymi derivaty tedy naptiklad alkoholy, aldehydy, ketony epoxidy nebo jiné slou¢eniny
[6]. Vétsina karotenoidd jsou lipofilni C40 tetraterpeny. Neékteré karotenoidy jsou prekurzory
vitaminu A. Karotenoidy fadime mezi bioaktivni fotochemikalie, které snizuji riziko degenerativnich
onemocnéni, kam patii naptiklad rakovina nebo kardiovaskularni onemocnéni [16]. Karotenoidy
jsou lokalizované V intracelularnich kapénkach lipidi. Diky své barvé atadé vlastnosti predstavuji
karotenoidy cennou skupinu molekul pro primyslové vyuziti. V primyslovém méfitku jsou vyuzivany
jako aditiva do farmaceutickych, potravinaiskych, chemickych vyrobkti akrmiv [7]. Obecné se
karotenoidni pigmenty nachazeji ve fotosyntetickych systémech vyssich rostlin, fas a fototrofnich
bakterii, nefotosyntetické organismy vyuzivaji karotenoidy pro jejich ochranné funkci. Poskytuji
ochranu pied fotooxida¢nim poskozeni pii ristu na svétle a vzduchu [17]. Karotenoidy se ziskavaji
extrakci ze zeleniny nebo chemickou syntézou, avSak mikrobialni produkce neni na rozdil od prvnich
dvou zminénych vazana na geografické podminky a zaroven neptedstavuje takové riziko bezpec¢nosti
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jako chemicka syntéza. Komer¢ni produkce mikrobialnich karotenoidi je vysoce efektivni, jelikoz cely
proces lze snadno regulovat [16].

2.2.1.1 Karoteny

Nejjednodussim zastupcem karotenti je polynenasyceny acyklicky uhlikaty fetézec znamy jako fytoen,
ktery vznikd syntézou dvou molekul geranylgeranyldifosfatu. Trans-izomeraci a naslednou oxidaci
ziskame lykopen, ktery je finalnim produktem biosyntézy. Acyklické karoteny kromé lykopenu, ktery
najdeme naptiklad Vv rajéatech nebo vodnim melounu, jsou V potravinich pfitomny pouze V malém
mnozstvi. Protoze jsou a-karoten, [-karoten ay-karoten prekursory retinolu, plni také
funkci jako provitamin a [18].

2.2.1.2 Xantofyly

Xantofyly vznikaji biochemickou oxidaci karotent. Xantofyly vzniklé jako derivaty acyklickych
karotenti se V potravinach taktéz objevuji pouze v malém mnozstvi. Naptiklad v jiz dfive zminovanych
rajCatech najdeme xantofyly jako jsou 1,2-epoxylycopen nebo 1,2-epoxyfytoen [18].

2.2.2 Lipidy

Lipidy jsou molekuly rozpustné Vv organickych rozpoustédlech, jedna se o skupinu latek, které maji
Sirokou $kalu pouziti  ajsou rozmanité  strukturou. V buiikdch lipidy ovliviluji  strukturu
a funkci proteint na zakladé specifické interakce mezi proteiny a lipidy. Primarni role lipida je tvorba
semipermeabilni membrany, ktera je tvofena piedevsim fosfolipidy. Mezi lipidy fadime kromé
fosfolipidt také triacylglyceroly, vosky, sfingolipidy a steroly. Triacylglyceroly jsou slozené ze tii
molekul mastnych kyselin vazanych esterovou vazbou na molekulu glycerolu [19][20]. Lipidy,
predevsim triacylglyceroly a derivaty mastnych kyselin, se diive ziskavaly z rostlin a zivo¢isnych tukd.
Mikrobialni produkce tukd ma proti extrakci z olejnin a rostlin mnoho vyhod, jako je napiiklad kratsi
vyrobni cyklus a vétsi strukturdlni rozmanitost [21]. Nékteré druhy kvasinek, takzvané oleogenni
kvasinky, maji schopnost akumulovat az 70 % lipidt v suché biomase, piicemz jejich slozeni se podoba
rostlinnym olejim. Obecné lze fict, Ze olej produkovany mikroorganismy by se mohl stat
jednou z potencialnich surovin pro vyrobu bionafty [22].

2.2.2.1 Mastné kyseliny a jejich syntéza

Mastné kyseliny délime podle nasycenosti na nasycené (SFA, z anglického saturated fatty acids),
mononenasycené (MUFA z anglického monounsaturated fatty acids) a polynenasycené mastné
kyseliny (PUFA, z anglického polyunsaturated fatty acids). Ackoliv je znamo pies 1000 mastnych
kyselin, bézn€é se jich vyskytuje 20 az 50. Pfirozené¢ se vyskytujici mastné kyseliny maji
vétsinoU nerozvétvené uhlikaté fetézce se sudym poc¢tem uhlikd, ktery se nejcastéji pohybuje v rozmezi
od 12 do 22 uhlikt, najdou se vsak i mastné kyseliny S lichym poctem uhliki nebo s rozvétvenym
fetézcem. U nenasycenych mastnych kyselin se dvojna vazba vétSinou vyskytuje v konfiguraci cis.
Mezi nasycené mastné kyseliny fadime napftiklad kyselinu maselnou,
kyselinu palmitovou nebo kyselinu stearovou. Zastupce skupiny mononenasycenych mastnych kyselin
je napriklad kyselina olejova, mezi polynenasycené mastné kyseliny patii kyselina linolova, kyselina a-
linolenova nebo kyselina arachidonova [23]. Syntéza mastnych kyselin de novo probiha
v cytosolu pomoci enzymového komplexu syntaza mastnych kyselin (FAS, z anglického fatty acid
synthase). Puvod acetyl-CoA muze U oleogennich a neoleogennich kvasinek rozdilny, nebot’ oleogenni
kvasinky zpravidla vykazuji extracelularni lipdzovou aktivitu, jsou tedy schopné S$tépit lipidické
substraty avyuzivat je jako zdroje uhliku. Zatimco neoleogenni kvasinky ziskavaji acetyl-CoA
piedevs§im z glykolyzy zkvasitelnych cukri anebo produkuji acetyl-CoA cytolosickou pyruvat-
acetaldehyd-acetatovou cestou, U oleogennich kvasinek existuje jesté doplikovy zdroj acetyl-CoA,
jehoz prekursorem je piebytkovy citrat exportovany z Krebsova cyklu ven z mitochondrie. Citrat je
v cytosolu stépen ATP citrat lyazou, enzymem, ktery je piitomny ve vSech dosud studovanych
oleogennich mikroorganismech. Syntéza de novo zajistuje syntézu prekursorit mastnych kyselin,
jako je acetyl-CoA amalonyl-CoA aprodlouzeni jejich uhlikatého fetézce. Tyto prekursory
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jsou shromazd’'ovany za vzniku triacylglycerolii a sterylesterti. Neutralni lipidy jsou ukladany ve
specializovaném kompartmentu a slouzi jako zasoba energie. V ptitomnosti vnéjsich zdroji mastnych
kyselin ¢i oleji pristupuji k takzvané ex novo draze, kdy tyto substraty inkorporuji a modifukuji za
ucelem skladovani a akumulace [24].

2.2.3 p-glukany

B-glukany  jsou neskrobové polysacharidy slozené zmonomert [-D-glukézy  spojenych
glykosidickymi vazbami § (1 — 3), piipadné (1 — 6) do fetézci, které mohou byt rozvétvené
i nerozvétvené. Nejznaméjsim zdrojem B-glukanii jsou ceredlie, nachdzi se také v bunééné sténé
mikroorganismi. B-glukany se 1i$i rozpustnosti, molekulovou hmotnosti a vétvenim podle toho,
Z jakého zdroje byly izolovany. B-glukany slouzi ve stravé jako zdroj rozpustné vlakniny, jsou jim
vSak ptisuzovany i nékteré ptiznivé ucinky na zdravi [25].

2.2.4 Ergosterol

Ergosterol je nejrozsifencjsi sterol V bunéénych membranach hub, tj. mykosterolem. Steroly
neboli steroidni  alkoholy, kam se ergosterol spolu s fytosterolem ¢i cholesterolem fadi,
propustnost a fluiditu a stabilizuje strukturu bunééné membrany [26]. Ergosterol je dulezity pro rast
a adaptaci proti stresu. Jedna se 0 dileZity metabolit s vysokou trzni hodnotou, jelikoZ své uplatnéni
nachazi napiiklad ve farmacii, jako prekurzor vitaminu D2 a steroidnich hormont. Ergosterol taktéz
ovliviiuje absorpci a utilizaci nutrientd. Ergosterol byva uloZen Vv kapkach v cytoplazmé, kde slouzi
jako sterolovy rezervoar, ktery udrzuje balance mezi intracelularnimi steroly [27].

2.2.5 Ubichinon

Ubichinon, taktéz znamy jako koenzym Q, je soucasti elektronového transportniho fetézce
v mitochondriich a hraje klic¢ovou roli v generovani energie [28]. Z chemického hlediska se jedna o
lipid. Sklada se z kondenzovaného aromatického jadra a hydrofobniho fetézce tvofeného izoprenovymi

jednotkami. Koenzym Q muize byt syntetizovan chemickou, semi-chemickou nebo mikrobialni cestou
[29].

2.2.6 Skvalen

Skvalen je triterpen, jedna se 0 polynenasyceny uhlovodik sloZzeny ze Sesti izoprenovych jednotek.
Nachazi se v rybim oleji, a predev§im ve zZraloCich jatrech. Skvalen je prekurzorem syntézy sterold,
steroidi a ubichinonu [30]. V buiikach plni funkci antioxidantu, slouzi jako ochrana proti volnym

radikalim areaktivnim formdm kysliku. Vyuziti nachazi skvalen V potravinafstvi, kosmetice
i medicing[31].

2.3 Pivovarnictvi

Pivo je jednim z péti nejvice konzumovanych napojt na celém svété. Udaje z roku 2018 ukazuji, Ze
ro¢ni celosvétova produkce piva presahuje 1,94 miliard hl. Takova velka produkce d€la pivovarnictvi
jeden z nejvyznamnéjsich prumysla s velkym vlivem na ekonomiku [32].

2.3.1 Vyroba piva

Hlavnim cilem pfi vyrobé piva je pfevést slozité polysacharidy obsazené ve vychozich surovinach na
jednoduché cukry, které jsou dale fermentovany pomoci Kkvasinek za vzniku alkoholu
a oxidu uhlic¢itého. Pivo se vyrabi ze ¢tyt zakladnich surovin, kterymi jsou slad, chmel, voda a kvasnice.
Slad v tradi¢nich pivovarech se vyrabi z je¢mene, nazyva se svétly slad plzenského typu. Sladovaci
proces se sklada z namaceni, kli¢eni a nasledného suseni neboli hvozdéni je¢mene. Béhem kliceni
dochazi ke Stépeni bunéénych stén a tvorbé enzymi. Disledkem je ki‘ehnuti obilného zrna, enzymy se
dale vyuziji mj. ke $tépeni molekul Skrobu. V zavislosti ha prib&éhu hvozdéni, a pfedev§im teploty
susiciho vzduchu, vznikaji jednotlivé druhy sladd odliSujici se zejména barvou. Sladova zrna
jsou rozemleta na mouku béhem procesu zvany Srotovani. Vystirani je proces, kdy se Srot smicha
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s vodou. Cilem rmutovani je rozstépit a prevést optimalni mnozstvi polymernich sloucenin do extraktu,
pusobenim  mechanickych, chemickych, fyzikalnich, apredevSsim enzymatickych déju.
Nejvyznamnéj$im proces rmutovani je Stépeni Skrobu amylotickymi enzymy za vytvotreni maltozy
a dextrinu [32][33].

Po rmutovani nasleduje Vv procesu pfipravy mladiny scezovani. Jedna se o filtraci a oddéleni tekuté
slozky od pevného podilu tzv. mlata. Tekuty podil zvany sladina se vaii s chmelem pii chmelovaru. Pti
tomto procesu dochazi k fadé chemickych abiochemickych reakei, jako je napiiklad Maillardova
reakce, zvySeni acidity, izomerace hoikych latek chmele predev§im a-hotkych kyselin apod., jejich
vysledek se dale promita ve sloZzeni mladiny a ma vliv na vlastnosti piva. Po dovafeni mladiny se
oddéluje chmelové mlato. Mladina se pied zakvasenim musi zchladit na zakvasnou teplotu, z mladiny
se vyluéuji jemné a hrubé kaly a mladina se syti kyslikem. Fermentace mladiny za vzniku piva probiha
ve dvou fazich. Prvni nazyvame hlavni kvaseni, druhou fazi je dokvaSovani alezeni piva. Spodni
kvaSeni piva probihda s kvasinkami Saccharomyces pastorianus, které sedaji ke dnu.
Naopak Saccharomyces cerevisiae jsou vyplavovany na hladiné a pouzivaji se tak pro svrchné kvasena
piva. Produktem kvaSeni je mladé pivo, béhem lezeni Vv lezackych tancich a v chladnych teplotach
dochazi k dotvateni vysledné chuti a syceni oxidem uhli¢itym [34].

2.4 Vedlejsi produkty Vv pivovarském primyslu

Pfi procesu vyroby piva vznikaji i vedlejsi produkty. Hlavnim vedlej$§im produktem je mlato, v mensim
zastoupeni potom ziskavame pouzité kvasinky a sladovy kvét, hrubé a jemné kaly, kiemelinovy kal
a odpadni voda. VSechny tyto vedlejsi produkty maji velky potencial k dal§imu zpracovani, jelikoz maji
vysokou vyzivovou hodnotu [33].

24.1 Miato

Na 100 litrd piva ptipada pfiblizné¢ 20 kg mokrého mlata s obsahem vody v rozmezi 75 az 80 %.
Mlato piedstavuje 85 % odpadl z pivovaru. Mlato se sklada z pluch, endospermu a koagulovanych
latek pfi rmutovani. Chemické slozeni mlata je proménlivé Vv zavislosti na odridé je¢mene a dobé
sklizné, podminkach sladovani armutovani, druhu akvalit¢ druhotnych surovin pridavanych
Vv pivovarském procesu. Nicméné je znamo, ze tentO vedlej$i produkt rostlinného pivodu obsahuje
znaéné mnozstvi cennych slozek, které zlistavaji v pivovarském procesu nevyuzity [35]. Obecné lze fict,
ze se jedna 0 lignocelulozovy materidl, jehoz hlavni komponenty ptedstavuji vlakninu (hemicelulozu
a celuldzu), proteiny a lignin [36]. Vzhledem k vysokému obsahu vody, ktery se pohybuje okolo 80 %,
se jedna 0 nestaly material s trvanlivosti 7 az 9 dni [37].

Tabulka 1: chemické sloZeni mldta uddvané v procentech v susiné

Proteiny Lipidy Vlaknina | Sacharidy | Lignin prach zdroj
23,44 7,73 14,3 - - 2,5 [38]
22,44+£2,70 | 530+£0,18 | - 46,52 19,57+£0,94 | 3,54+0,02 | [39]
31,81+0,46 | - - - 12,72+£2,00 | 3,07+0,03 | [40]
25,70+0,81 | - - - 13,12+0,54 | 3,38+0,08 | [40]
24,69+1,04 | - - - 19,40+£0,34 | 4,18+0,03 | [41]

Mlato také obsahuje fosfor, vapnik, hoi¢ik, zelezo, méd, draslik, zinek a mangan. Ptitomné
jsou i neékteré vitaminy, jako naptiklad biotin, niacin, riboflavin thiamin, kyselina listova, kyselina
panthotenova a pyridoxin [38][42].

24.1.1 VyuZiti mlata
Diky tomu, ze mlato je bohaté na bilkoviny i sacharidy, je jeho hlavni a nejjednodussi vyuziti
jako krmivo pro zvirata. Jako krmivo Ize mlato vyuzit pfimo v mokré forme nebo jako suchy material.
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V kombinaci s levnymi zdroji dusiku, jako je napfiklad mocovina, je mozné poskytnout vsechny
zakladni aminokyseliny potfebné pro vyzivu zvifat [43]. Mlato mize byt inkorporovano také do lidské
stravy napiiklad u chleba ¢i susenek, diky ¢emuz dojde k navyseni vlakniny v téchto produktech [44].
MIato nachazi své vyuziti také jako substrat pro kultivaci mikroorganisma a produkci enzymi nebo pii
fermentaénich procesech [37]. Ekologicky pfijatelna technologie zpracovani mlata je kompostovani,
kterda  pfeménuje  tent0o materidl na  uzitecny  zemédélsky  produkt.  Jedna = se
0 jednoduchou metodu s nizkymi naklady. Deficit dusiku mize byt vtomto ptipadé doplnén ko-
kompostovanim napiiklad s dribezim trusem [45].

2.4.2 Chmelové mlato

Chmelové mlato se oddeluje od mladiny po dovateni. Tuhé zbytky mletych a granulovanych chmeli se
odstranuji v usazovacich a vifivych kadich. Z 1 kg chmele se ziska ptiblizné 7 kg mlata s obsahem vody
80 az 85%. Chmelové mlatose sklada z dusikatych latek, vlakniny, latek extrahovatelnych
diethyletherem a popela. Diive se vyuzivalo na kypieni pudy, prodavalo se se sladovym mlatem nebo se
spalovalo. V dnesni dobé se vzhledem Kk malému pouzivani hlavkového chmelu nejéastéji vyvazi
do odpadu [33].

2.4.3 Hrubé a jemné kaly vylu¢ované z mladiny

Hrubé kaly se vylucuji pii chlazeni mladiny na zakvasnou teplotu pisobenim vitivého pohybu. Velikost
¢astic hrubého kalu je 30 az 40 um. Mnozstvi hrubych kalt se udava v rozmezi 150 az 400 g na hl
mladiny. Vznik jemnych kalt je vratny, pfi zahtivani se rozpoustéji [33].

24.4 Sedimentované kvasnice

Ze sedimentovanych kvasnic se nejprve odstrani vrchni ¢ast tzv. horni Spinka, poté se ze sttedniho jadra
odeberou kvasinky, které se mohou pouzivat k zakvasovani dalSich varek. Posledni ¢ast tvofi tzv. spodni
Spinka. Ob¢ S$pinky jsou odpadem, ktery se skladda z mrtvych a oslabenych kvasinek, cizich
mikroorganismi a vysrazenych hotkych kald. Obsahuji 70 az 75 % vody, susina je bohata na bilkoviny,
které predstavuji 40 az 45 %, nékteré zdroje uvadi i 60 % susiny, dale obsahuje sacharidy a lipidy.
Sedimentované kvasince jsou znamé jako dobry zdroj vitamint skupiny B, obsahuji pfedevsim vitaminy
B3, B6 a B9, muze se vyskytovat i B2 a B12, na konkrétni sloZzeni ma vsak vliv pfirozena variabilita
sloZzeni sedimentovanych kvasnic, dale stafi a zdravi bun¢k. Vysledky mohou byt ovlivnény také
metodami piipravy  vzorku a pouzitymi analytickymi metodami. Z mineralnich latek najdeme
v sedimentovanych kvasnicich draslik, sodik, hoi¢ik, vapnik, Zelezo, chrom, mangan, kobalt, molybden,
zinek, méd’ a selen. Sedimentované kvasnice se diky svému obsahu volnych aminokyselin a peptida
nebo diky antioxida¢nim vlastnostem vyuzivaji v potravinaistvi a krmivech, kde slouZi jako levny zdroj
proteinti, mineralt a vitaminu skupiny B [33][46].

2.4.4.1 VyuZiti sedimentovanych kvasnic

Stény bunék kvasnic jsou bohaté na B-D-glukany. Izolaci B-D-glukand z kvasnic by mohly pivovary
ziskavat dalsi piijmy, jelikoZ se jedna o produkt s vysokou trzni hodnotou. Izolace probiha v alkalickém
prostiedi za vysokého tlaku. B-glukany mohou zlepsit nékteré vlastnosti potravinaiskych vyrobku, tim,
Ze pusobi jako zahust'ovadla, emulgatory, latky, které vazou olej nebo zadrzuji vodu. Bylo dokazano,
ze extrakt ze sedimentovanych kvasnic je slibny zdroj bioaktivnich slozek, protoze obsahuje vyvazeny
profil aminokyselin spolu s dal§imi funk¢énimi slozkami, jako jsou fenolické latky, flavonoidy,
karotenoidy apeptidy. Hydrolyzat pfipraveny enzymatickou hydrolyzou vykazuje vyznamné
antioxida¢ni a antidiabetické vlastnosti, proto mize byt potencidlné pouzit pro piipravu funkénich
potravin a potravinovych dopliiki. Sedimentované kvasnice jsou vhodné jako vychozi latka
pro piipravu kvasniéného extraktu, jelikoz jsou bohaté na nutrienty acenové vyhodné. Kvasni¢ny
extrakt je mozné pripravit autolyzou za zvysené teploty nebo pomoci mechanickych metod, naptiklad
bunéénych mlynti nebo sonotrodovych metod. Kvasnicny extrakt z pivovarskych kvasnic se vyuziva
jako nahrazka komer¢niho kvasni¢ného autolyzatu pii kultivacich naptiklad pti vyrobé ethanolu [47].
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2.4.5 Kremelinové kaly

Kiemelina je mineralni ruda slozena z mikroskopickych kfemicitych organismi usazenych v obdobi
tietihor. V praxi se pouziva K filtrovani piva, kdy se odstraiuji latky ptsobici zakal a zvysuje se celkova
stabilita piva. Vznikly kiemelinovy kal se sklada kromé kiemeliny také ze zbytkt kvasnic
a suspendovanych latek. Na jeden litr piva se spotiebuje 1 az 2 gramy kiemeliny a vznikne tak ptiblizné
17 g kifemelinového kalu. Vyuziti kfemelinovych kali je primarn¢ Vv zemédélstvi, kde diky
obsahu organického dusiku spolu s dal§imi nutrienty nahrazuji anorganicka hnojiva [48].

2.4.6 Odpadni voda

Moderni pivovary spotfebuji na vyrobu 1 litru piva 4 az 7 litra vody. Celkova spotieba vody zavisi na
mnoha proménnych, mezi které patii naptiklad typ piva, zptisob baleni a pasterovani aj. Kromé vody
vyuzivané pfi samotném procesu vyroby piva, tedy napfiklad pfi rmutovani, se do celkové spotieby
zahrnuje i voda pouZziva na myti obalovych materialt, oplach a ¢isténi technologickych zatizeni, myti
podlah a chlazeni [49]. Spotieba vody se da rozdélit vodu procesni, ktera ptredstavuje 2/3 celkové
spotfeby vody, avodu pouzitou K ¢isténi a sanitaci, ktera zaujima tietinu celkové spotieby [50].
Z literatury vyplyva, ze odpadni voda z pivovarl je vhodna napiiklad pro kultivaci karotenogennich
kvasinek pro produkci lipidu i karotenoidt. Vzorky vody byly odebrany po scezeni a promyvani [51].

2.5 Metody analyzy

2.5.1 Extrakce

Extrakce je analyticka metoda, kterd se vyuziva pii ptipraveé vzorkd. Cilem extrakce je izolovat analyt
ze vzorku, zaroven také dojde K odstranéni ostatnich latek, které by mohly interferovat s analytem,
zatimco analyty jsou pievedeny na formu vhodnou k analyze. Extrakce hraje velkou roli pro ziskavani
kvalitnich analytickych informaci [52]. Pro extrakci nepolarnich antioxidantii je potfeba narusit bunky
pomoci fyzikalnich, chemickych nebo biologickych metod, poté jsou karotenoidy extrahovany
a oddéleny od zbytkd bunék. Rozpoustédlo je dulezity faktor pii extrakci a vybira se na zakladé
charakteru analytu. Jelikoz karotenoidy  jsou hydrofobni latky, vétsinou se voli
jako extrahovadlo tékava organicka rozpoustédla jako je naptiklad aceton, petrolether nebo hexan.
Jelikoz karotenoidy jsou hydrofobni latky, vétSinouse voli jako extrahovadlo t¢kava organicka
rozpoustédla jako je napiiklad aceton, chloroform, petrolether nebo hexan [53].

2.5.2 Transesterifikace

Transesterifikace je katalyzovana organicka reakce, kde reaktanty jsou ester a alkohol. Béhem reakce
dochazi k vyméné alkoxy skupiny na esteru. Jako katalyzator se vyuziva silna kyselina nebo silna baze,
pro dosazeni velkych vytézkti se alkohol pfidava v nadbytku. Transesterifikace neni omezena na
laboratorni méfitko, ale vyuziva se i v praimyslu napiiklad pro vyrobu PET (polyethylentereftalatu). Pti
kysele katalyzované reakci dochazi k protonaci karbonylové skupiny, vznikne karbokation, ktery je
atakovan nukleofilnim alkoholem. Bazicky katalyzovana transesterifikace je proti kysele katalyzované
reakci rychlej$i, Vv pramysluma proto vétsi zastoupeni. Reakci baze salkoholem dojde ke
vzniku alkoxidu. Nukleofilni alkoxid atakuje karbonylovou skupiny triglyceridu, z n& pak vznika
alkylester a odpovidajici anion diglyceridu. Deprotonaci katalyzatoru dojde K jeho regeneraci, ¢imz
za¢ne dalsi cyklus [54].

25.3 HPLC/DAD

Vysokouéinna kapalinova chromatografie, z anglického High Performance Liquid Chromatography,
HPLC, patii doskupiny separacnich analytickych metod, jejichz princip spocivd Vrozdilné
distribuci latek mezi stacionarni a mobilni fazi. Pfi HPLC je mobilni faze ptivadéna pomoci ¢erpadel za
vysokého tlaku, tim dochazi k G¢inné separaci. Pii pouziti mobilni faze S konstantnim slozenim
mluvime o0 takzvané izokratické eluci, pokud se eluc¢ni sila mobilni faze zvySuje, jedna se
o gradientovou eluci. V moderni kapalinové chromatografii se pouziva fada separa¢nich moéda.
Ackoliv se mnohé z nich t&8i vEtsi oblibe, systém s reverznimi fazemi stale predstavuje majoritni
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separacni techniku. Detektory byvaji vétSinou spektrofotometrické, v poslednich letech se vétsi oblibé
tési taktéz hmotnostné spektrometricka detekce. Detektory S diodovym polem (DAD ¢i PDA) maji
schopnost snimat celé spektrum Vv realném case [55].

254 GC/FID

Plynova chromatografie se taktéz ftadi meziseparaéni metody. Pii této metodé dochazi
k distribuci analytti mezi plynnou mobilni fazi a stacionarni fazi, ktera byva v kapalném nebo pevném
skupenstvi. Dtive pouzivané naplnové kolony jsou v dnesni praxi nahrazeny
ucinngj$imi kapilarnimi kolonami. V plynové chromatografie se vyuziva fada detektorti, z nichz

4

detektor, hmotnostné spektrometricky detektor nebo detektor elektronového zachytu [56].

2.5.5 Mikroskopické metody

Mikroskopické metody jsou hojné pouzivané metody pro studium mikroorganismu, struktury jejich
bungk, subcelularnich utvart apod. K tomuse vyuziva bud’ svételny mikroskop, jeho modifikace
nebo elektronovy mikroskop. Svételny mikroskop nam umoziuje pozorovat tvar, velikost a uspofadani
zivych i barvenych bunék, jeho rozliSovaci schopnost v§ak zavisi na vice faktor, z nichz velky vliv hraje
vlnova délka svétla [57].
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3 CIiL PRACE

Cilem prace je zhodnotit vyuziti odpadd pivovarského pramyslu pti Kultivaci karotenogennich
kvasinek. Dosazeni tohoto cile je feseno dil¢imi kroky:

- Zpracovani literarni reSerSe zaméfené na vyuziti odpadi produkovanych pivovarskym
primyslem, popis karotenogennich kvasinek a jejich biotechnologického vyuziti.

- Optimalizace metod piedupravy pivovarskych odpada.

- Produkce biomasy karotenogennich kvasinek na odpadech z pivovarského pramyslu.

- Analyza produkované biomasy.

- Vyhodnoceni vysledki.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité pro kultivaci kvasinek
Agar, Roth (SRN)

Glycerol bezvody, Penta (CR)

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach-ner (CR)

Pepton aus Casein, Roth (Némecko)

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-ner (CR)
Siran hoteénaty heptahydrét p.a., Lach-ner (CR)

Siran amonny p.a., Penta (CR)

Dusi¢nan sodny p.a., Lach-ner (CR)

Pivovarské mlato (CR)

Pivovarské kvasnice (CR)

Pivovarské kvasnice granulované, MIKROP (CR)
Celluase, enzyme blend, Sigma-Aldrich (SRN)
Hemicellulase from Asperigillus niger, Sigma-Aldrich (SRN)

4.1.2 Chemikalie pouZiti pro extrakce a analyzu pomoci HPLC a GC a analyzu
predupravenych odpadi

Methanol pro HPLC, Chem-Lab (Belgie)

Kyseliny sirova 96%, Lach-ner (CR)

Heptadekanova kyselina gC kvality, Sigma-Aldrich (SRN)

Hydroxid sodny, Lach-ner (CR)

Fenolftalein 1%

Tashiro indikator

Weinigeruv katalyzator (90 g siranu sodného, 7 g siranu rtutnatého, 1,5 g siranu méd’natého, 1,5 g

selenu)

Hexan pro HPLC, Carlo ERBA (Francie)

Methanol p.a., Penta (CR)

Chloroform p.a., Lach-ner (CR)

Ethanol p.a., VWR International S.A.S.

Ethylacetat pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)

Acetonitril pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)

Tris HCI p.a., Lach-ner (CR)

Fenol, LachNer (CR)

Dusik 5.0 SIAD v tlakové bombé s reduk¢énim ventilem

Dusik 4.0 SIAD v tlakové bombé¢ s redukénim ventilem

Vodik 5.5 SIAD v tlakové bombé s redukénim ventilem

Vzduch 5.0 SIAD v tlakové bombé s redukénim ventilem

4.2 Pouzité pristroje a pomicky

4.2.1 Pristroje pouzité pro kultivaci

Syntech Autoklav (USA)

Predvazky Scout, Ohaus

Magneticka micha¢ka SBS-MR-1500, Steinberg Systems
Mikroskop L 11 00A, Intraco Micro (SRN)

GKB Color Digital CCD kamera (Tchajwan)

Lucia Image active 5.0 Laboratory imagining spol. s.r.o. (CR)
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Analytické vahy Boeco (SRN)
Box Aura mini BioTech (CR)
Trepacka Yellow line (SRN)
Vortex disruptor genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
4.2.2 Pristroje a pomucky pouzité pro izolaci a analyzu metabolita
a analyzu predupravenych odpadi
Analytické vahy Boeco (SRN)
Lyofilizator Labconco FreeZone C.R Freeze Dryer (USA)
Automatické pipety, Biohit (DE) a Discovery
Termoblok VWR (CR)
Centrifuga BioTech (CR)
Stiikackové filtry 0,4 pm PTFE Chromservis (CR)
Vortex disruptor genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
HPLC/DAD sestana:
e HPLC sestava (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Dionex Ultimate Serie 3000 Pump
e Dionex Ultimate Serie 3000 Autosampler
e Kolona Kinetex EVO C18 150 mm x 4,6 mm x 5,0 um
e Thermo Fisher Vanquish detector
e Program Chromeleon
GC/FID sestava:
e TRACE gC/FID (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Kapilarni kolona Lion-GC FAME 30 m x 0,25 mm x 0,2 um
VAPODEST 500, C. Gerhardt GmbH & Co. KG (Némecko)
KJELDATHERM BLOCK-DIGESTION UNIT, C. Gerhardt GmbH & Co. KG (Némecko)

4.3 Pouzité kmeny kvasinek

Cystofilobasidium infirmominiatum CCY 17-18-4
Sporidiobolus salmonicolor CCY 19-4-25
Sporobolomyces shibatanus CCY 19-9-6
Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26
Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-7-31
Rhodotorula toruloides CCY 62-2-4

4.4 Zpracovani odpadnich substrata

4.4.1 Predaprava mlata

Mlato, které bylo ziskano z mistniho pivovaru bylo vysuSeno v susarné pti teploté 70 °C, po vysuseni
bylo mlato namleto. Na hydrolyzu bylo pouzito 400 g namletého mlata, 1500 ml vody a 15 ml 1%
kyseliny sirové. Hydrolyza byla provedena v autoklavu. Nasledné bylo u hydrolyzatu upraveno pH na
hodnotu 5, byly pfidany enzymy, konkrétné hemicelulazy a celulazy. Smés byla michana za teploty
michadla 40 az 45 °C po dobu 48 hodin. Vznikly produkt enzymatické hydrolyzy byl filtrovan za
sniZzeného tlaku. Filtrat byl skladovan v mrazicim boxu. U hydrolyzovaného mlata byl stanoven celkovy
obsah sacharidti metodou dle Duboise. K 1 ml roztoku vzorku, blanku ¢i standardu byl pfidan 1 ml 5%
fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny sirové. Smés byla protiepana a ponechana stat po dobu 30 minut
pti laboratorni teploté. Absorbance byla métfena pii 490 nm. Celkové sacharidy byly stanoveny na
zaklade predem stanovené kalibracni zavislosti.

4.4.2 Piedaprava pivovarskych kvasnic
Kvasnice odebrané z mistniho pivovaru byly centrifugovany pii 7 000 ot./min po dobu 5 min. Poté byly
dvakrat promyty studenou vodou a nakonec jednou fosfatovym pufrem. Fosfatovy pufr byl ptipraven
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150mM o pH 5 a 6. Kvasnice byly smichany s fosfatovym pufrem tak, aby vysledna suspenze méla
10% hm. Vprvni casti experimentu byly suspenze sobéma pufry michany na magnetickych
michackach pfi rychlosti 300 ota¢ek za minutu a laboratorni teploté. Vzorky byly odebrany na zacatku,
tedy v Case To, poté po 24, 96 a 168 hodinach. Druha ¢ast experimentu probihala obdobné, teplota
vsak byla zvolena 50 °C. Vzorky byly odebrany v zacatku experimentu v ¢ase To, poté po 24, 48
a 72 hodinach. Experiment byl proveden taktéz s granulovanymi pivovarskymi kvasnicemi pfi
laboratorni teploté i pii teploté 50 °C. Pivovarské kvasnice granulované mély sloZeni: kvasnice susené
(Saccharomyces cerevisiae), pSeni¢ny Srot, kukufi¢ny S$rot, fepkovy olej. Deklarovany obsah
hrubého proteinu byl dle udaju vyrobce 25,50 %. Vzorky byly u granulovanych kvasnic odebirany
stejné.

4.4.2.1 Analyza celkového mnoZstvi dusiku Kjeldahlovou metodou

Vzorky odebrané béhem experimentu byly analyzovany Kjeldahlovou metodou pro stanoveni
celkového mnozstvi dusiku. Do mineraliza¢nich trubic bylo navazeno nebo odméteno presné mnozstvi
vzorku a spolus Weiningerovym katalyzatorem a kyselinou sirovou byly vzorky mineralizované
pomoci Kjeldahlovy mineraliza¢ni jednotky Kjeldatherm. K mineralizatu byl ptidan indikator
fenolftalein, poté se mineraliza¢ni trubice vlozila do pfistroje VAPODEST 500 Kk provedeni destilace
amoniaku vodni parou. Jimani destilovaného amoniaku probihala do titra¢ni bariky se znamym
mnozstvim Kyseliny sirové. Po dokonéeni destilace byla provedena titrace Kkyseliny sirové
standardizovanym odmérnym roztokem hydroxidu sodného za pouziti Tashirova indikatoru. Mnozstvi
celkového dusiku bylo vypoéteno ze spotieby odmérného roztoku.

4.5 Kaultivace vybranych druhi karotenogennich kvasinek

Karotenogenni kvasinky byly skladovany pfi teploté -80 °C v kryovialkach. Kvasinky z kryovialek byly
zaoCkovany na YPD agarové plotny a ponechany rust ptiblizné 3 az 4 dny. Kultivace karotenogennich
kvasinek probihala pomoci dvoji inokulace, tedy za pouziti dvou submerznich inokuli.

45.1 Inokulum I ainokulum Il

Inokulum I a inokulum I1 byly pfipraveny jako YPD média, slozeni média je uvedeno nize (viz Tabulka
1). Inokulum I bylo ptipraveno o objemu 50 ml média do 250ml Erlenmeyrovy banky. Inokulum
Il bylo ptipraveno o stejném slozeni média Vv celkovém objemu 100 ml do 500ml Erleynmeyrovy
banky. Erlenmeyrovy bailkky byly uzavieny bunicitou zatkou a opatieny alobalem, nasledné byla
provedena sterilace v tlakovém hrnci pfi teploté na vafi¢i 140 °C po dobu 45 min. Po vychladnuti médi
a byla banka s Inokulem | zao¢kovana v ockovacim boxu. K ofkovani byla pouzita kultura z agarové
plotny na Petriho misce, byl pouzit pomér 1 klicka s kulturou na 10 ml média. Takto zaoCkované
Inokulum I bylo umisténo na  reciprokou tfepacku s konstantni ~ rychlosti  tfepani 115 ot./min.
Po uplynuti 24 hodin byla provedena mikroskopicka kontrola vzorku kultury z inokula I, aby byla
odhalena pfipadna bakterialni kontaminace. Po provedeni této kontroly bylo inokulum I pouzito
k zaoCkovani vysterilovaného Inokula Il v inokulaénim poméru 1:5. Inokulum Il bylo umisténo opét na
24 hodin na reciprokou tiepacku se stejnym nastavenim jako v ptipadé inokula I.

Tabulka 2: slozeni YPD média

slozka mnozstvi
voda 1000 ml
pepton 209
Kvasni¢ny autolyzat 109
glycerol 209
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45.2 Produkéni média

Produkéni médium bylo pFipraveno dle tabulky uvedené nize (Tabulka 3), ktera udava zakladni slozeni
kazdého produkéniho média. Produkéni médium bylo pfipraveno dle tabulky uvedené nize (Tabulka 3),
ktera udava zakladni slozeni kazdého produkéniho média. Uhlikaty zdroj se u jednotlivych médii lisil,
dvé produkéni média obsahovala glycerol, dal$i dvé glukézu a posledni dvé obsahovaly pfipraveny
hydrolyzat mlata. Mnozstvi uhlikaté slozky udava Tabulka 4, kterd zaroven ukazuje, ze dvé produkéni
média obsahujici stejny uhlikaty zdroj se liSily C/N pomérem. Produkéni médium
bylo ptipraveno o objemu 50 ml do 250 ml Erlenmeyrovy baiky. Tyto barniky s produkénimi médii byly
opatieny bunicitou zatkou, alobalem a byly sterilovany stejné jako Inokulum 1 all. K zaoc¢kovani
produkénich ~ médii  bylo pouzito Inokulum I, kter¢é  bylo nejprve mikroskopicky
zkontrolovano pro odhaleni piipadné bakterialni kontaminace. Po vychladnuti produkénich médii
bylo provedeno ofkovani v ockovacim boxu v inokula¢nim poméru 1:10. Zaockovana produkéni média
byla umisténa na trepacku, kde probihala kultivace po dobu 96 hodin.

Tabulka 3: sloZeni zdakladniho produkcniho média

slozka mnozstvi
voda 1000 ml
KH,PO4 4 g
MgSQO,4-7H,0 1,392 g
(N H4)2804 4 g
NaNQO; 109
Kvasni¢ny extrakt 29
Mikroelementovy roztok 10 ml

Tabulka 4: uhlikaté zdroje pro jednotlivd produkéni média v mnoZstvi na 1000 ml

poradi banky oznaceni slozka mnozstvi
1 1GLY glycerol 92,04 g
2 2GLY glycerol 46,02 g
3 3GLU glukoza 91,04 ¢
4 4GLU glukoza 46,02 g
5 5HM hydrolyzat mlata 91,04 g
6 6HM hydrolyzat mlata 46,02 g

4.6 Kultivace za pouziti pripraveného kvasni¢ného extraktu

Karotenogenni kvasinkovy kmen Rhodotorula toruloides byl vybran pro kultivaci na produkénich
médiich obsahujicich pfipraveny kvasni¢ni extrakt. Na zakladné pilotniho experimentu byla ur¢ena
vhodna metoda piedipravy kvasnic granulovanych i Cerstvych z pivovaru. Granulované kvasnice byly
rozsuspendovany v 150mM fosfatovém pufru o pH 6, Cerstvé pivni kvasnice z mistniho pivovaru byly
rozsuspendovany v 150mM fosfatovém pufru 0 pH 5, obé suspenze byly michany po dobu 24 hodin pfi
teploté 50 °C. Pfipravené kvasni¢né extrakty byly analyzovany Kjeldahlovou metodou pro stanoveni
mnozstvi celkového dusiku. Poté byly kvasnicné extrakty pouzity V kultivacich jako nahrazka
komer¢niho kvasni¢ného autolyzat nebo jako nahrazka vsech zdroji dusiku. Pro kultivace ¢isté pouze
na kvasni¢nych extraktech byly testovany dvoje mnozstvi dusiku, ato trojnasobné mnozstvi dusiku
(ekvivalent 10 g NaNOs a4 g (NH4)2SO.) aklasické mnozstvi dusiku (ekvivalent 1,33 g NaNOs
a 3,33 g (NH.).S0s) viz Tabulka 5.
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Tabulka 5: mnozstvi jednotlivych komponentii produkcnich médii rozdélenych dle slozeni do skupin, kom. KE znaci komercni
kvasnicny autolyzat, gran KE znamend pripraveny kvasnicny extrakt z Qranulovanych pivnich kvasnic, STB KE znaci kvasnicny
extrakt pripraveny 7 Cerstvych kvasnic 7 mistniho pivovaru, mnozstvi je udavané na 1000 ml vody

y . mnozstvi latky v gramech mnozstvi v.ml

| oznacenl M PO, | MgS0.-7H20 | (NH4):S04 | NaNO; | kom. KE | gran. KE | STB KE
1 | KLAS 4 1,39 1,33 333 |2 - -

2 |[GR(KV) |4 1,39 1,33 333 |- 130,33 | -

3 |STB(KV) |4 1,39 1,33 333 |- - 33,322
4 | STB-N 4 1,39 - - - - 166,65
5 | GRAN-N |4 1,39 - - - 672,83 |-

6 | STB(3KV) | 4 1,39 4 10 - - 33,32
7 |STB-3N | 4 1,39 - - - - 4333
8 | KONT 4 1,39 4 10 2 - -

Kazda kultiva¢ni skupina byla s ohledem na uhlikaty zdroj slozena z ban¢k 1 az 4, jak je udava Tabulka
4, kultivace probihala v duplikitech. Dale se slozeni médii rozdélovalo do skupin podle lisiciho se
dusikatého zdroje a jeho mnozstvi (viz Tabulka 5). Skupina 1 byla kontrolni, tedy obsahovala komeréni
kvasniéni autolyzat, u skupiny 2 a 3 byl komeréni kvasni¢ny autolyzat nahrazen kvasniénym extraktem
z granulovanych pivovarskych kvasnic, respektive z Cerstvych pivovarskych kvasnic. Ve skuping
¢islo 4 byly nahrazeny vSechny dusikaté zdroje kvasni¢nym extraktem z Cerstvych pivovarskych
kvasnic, u skupiny 5 byly nahrazeny kvasniénym extraktem z granulovanych pivovarskych kvasnic.
Pro skupiny 6 a7 bylo pouzito vy$si mnozstvi celkového dusiku, které je shodné se slozenim
produkénich médii pfi kultivacich na predupraveném pivovarském mlaté. Ve skupiné 6 byl pouze
kvasni¢ny extrakt nahrazen pfipravenym kvasni¢nym extraktem z cerstvych pivnich kvasnic, ve skupiné
7 pak ptipraveny kvasniény extrakt nahrazoval veskeré mnozstvi dusiku. Skupina 8 byla provedena
pouze V jednotlivych stanovenich jako kontrola a pro ucely srovnani vysledkd kultivaci s kultivaci
stejného kmene v ramci prvni ¢asti, tedy na pivovarském mlate.

4.7 Zpracovani biomasy

Po ukonceni kultivace byla biomasa zpracovana. Nejprve byly odebrany vzorky pro gravimetrické
stanoveni mnozstvi vzniklé biomasy. Zbylé mnozstvi kultury bylo pfevedeno do 50ml centrifugacnich
zkumavek a centrifugovano pti 7000-8000 ot./min, po dobu 3 minuty. Supernatant byl dolit, sediment
rozsuspendovan V destilované vodé aopét zcentrifugovan. Po odliti supernatantu byl sediment
rozsuspendovan V malém mnozstvi destilované vody a biomasa byla prevedena do 2ml Eppendorf
zkumavky. Tyto zkumavky byly centrifugovany pii 13 000 ot./min po dobu 3 min, supernatant byl odlit
apoté byly zkumavky umistény do mraziciho boxu s teplotou -80 °C. Takto pfipravené vzorky byly
po zmrazeni lyofilizovany do tplného vysuseni.

4.7.1 Gravimetrické stanoveni biomasy

Pro gravimetrické stanoveni biomasy byl odebran 1 ml kultury do 2ml Eppendorf zkumavek, které byly
centrifugované podobu3 min pii 12 000 ot./min. Poté byl supernatant odlit, sediment byl
rozsuspendovan Vv destilované vodé a znovu centrifugovan. Po odliti supernatantu byly vzorky umistény
do mraziciho boxu s teplotou — 80 °C, po zmrazeni byly vzorky lyofilizovany do upIného vysuseni.
Pfed opétovnym pouzitim byly veskeré vzorky uchovavany v mrazicim boxu. Lyofilizovana biomasa
byla pfevedena do pfedem zvazenych Cistych Eppendorf zkumavek, na analytickych vahach
bylo zjisténo mnozstvi biomasy v mg v 1 ml, coz odpovida mnozstvi v g/l.

4.7.2 Extrakce pro stanoveni lipidi pomoci GC

Do sklenénych krimpovacich vialek bylo navazeno 10-15 mg lyofilizované biomasy, ke které
bylo ptidano 1,8 ml transesterifikani smési avialky byly zakripovany. Transesterifika¢ni
smé&s obsahuje kyselinu heptadekanovou jako interni standard o koncentraci 0,5 g/l, ktery je rozpustény
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V 15% kyselin¢ sirové v HPLC methanolu. Vialky byly umistény na 2 hodiny na termoblok s konstatni
teplotou 85 °C. Po vychladnuti vialek byl jejich obsah kvantitativné pfeveden do 5ml sklenénych vialek,
bylo ptidano 0,5 ml 0,05M NaOH a1 ml HPLC hexanu. Vialky byly umistény na 10 minut na
multipozi¢ni vortex, aby doslo k oddéleni fazi. Z horni hexanové faze bylo odpipetovano 100 ul
do sklenénych Sroubovacich vialek, které byly doplnény 900 pul HPLC hexanu. Takto ptipraveny
vzorek byl uchovavan v mrazicim boxu, poté byl analyzovan pomoci plynové chromatografie.

Analyza mastnych kyselin probihala pomoci GC/FID. Pripravené vzorky byly umistény
do autoasmpleru Trace 1300 TM, jako kolona byla pouzita Lion GC Fame 30 m x 0,25 mm x 0,2 um.
Mobilni fazi byl vodik o pratoku 1 ml/min. Teplotni program pro GC analyzu mastnych kyselin a lipida
je uveden nize (viz Tabulka 6). Identifikace jednotlivych mastnych kyselin probihala pomoci
interniho standardu, k vyhodnoceni byl pouzit program Chromeleon 7.2 a nasledné MS Excel.

Tabulka 6: Teplotni program pro analyzu mastnych kyselin a lipidii pomoci plynové chromatografie

retencni ¢as [min] | gradient [°C/min] | teplota [°C] zadrzeni [min]

1 0,000 Start - -

2 1,000 0,00 60,0 1,0

3 3,625 40,00 125,0 1,0

4 8,625 5,00 140,0 2,0

5 19,736 4,50 190,0 0,0

6 22,236 25,00 240,0 0,50

7 22,300 Stop - -

4.7.3 Stanoveni karotenoidi, steroli a ubichinonu pomoci HPLC

Do 2ml plastovych centrifuga¢nich zkumavek bylo navazeno 15-20 mg lyofilizované biomasy, ktera se
rozsuspendovala v 1 ml destilované vody. Vialky byly podobu30 min uchovany ve tmé
pro rehydrataci, poté byly centrifugovany na 12 000 ot./min po dobu 3 minut. Supernatant byl odlit
avialky byly doplnény 1 ml p.a. methanolu a bylo pfidano piiblizné 0,5 ml sklenénych kulicek.
Zkumavky byly umistény na 3 cykly na dezintegrator pii 3000 ot./min po dobu 30 sekund. Obsah 2ml
zkumavek byl kvantitativné pifeveden do 15ml plastovych centrifuga¢nich zkumavek, do kterych byly
piidany 2 ml smési chloroformu, ktera obsahuje 99 % chloroformu a1 % etanolu. Zkumavky byly
umistény na multipozicni vortex na 10 minut. Poté byl pfidan 1 ml destilované vody. Zkumavky byly
centrifugovany pii 1500 ot./min po dobu 1 minuty. Obsah se rozd¢lil na dvé faze, spodni chloroformova
faze byla odpipetovana do 15ml sklenénych zkumavek, které byly umistény na termoblok pii 45 °C
opatieny piivodem stlaCeného dusiku pro odpafeni chloroformu. Zbytek po uplném odpateni
rozpoustédla byl rozpustén v 1 ml smési na HPLC slozené z acetonitrilu a ethylacetatu v poméru 1:2.
Po promichani zkumavek na vortexu byla smés filtrovana pies PTFE filtr do sklenénych Sroubovacich
vialek. Takto piipravené vzorky byly analyzovany pomoci kapalinového chromatografu.

Pfipravené vzorky byly umistény do HPLC autosampleru. Analyza probihala na pfistroji Dionex
UltiMate 3000 od vyrobce Thermo Fisher Scientific. Pouzita kolona byla Kinetex C18 EVO 150 mm x
4,6 mm X 5 um s vyuzitim gradientové eluce. Program gradientové eluce je uveden V tabulce nize
(viz Tabulka 7). Prutok mobilni faze byl 1,2 ml/min za teploty 25°C. Slozeni mobilni faze je
uvedeno v tabulce nize (viz Tabulka 8). Detekce probihala pomoci PDA detektoru se systémem
fotodiod. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu Chromeleon 7.2 a nasledné MS Excelu.
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Tabulka 7: Program gradientové eluce pro HPLC/DAD analyzu

Retenéni ¢as [min] Mobilni faze a [%] Mobilni faze B [%]
1 0,0 100 0
2 13,0 0 100
3 19,0 0 100
4 20,0 100 0
5 25,0 100 0

Tabulka 8: Slozeni mobilnich fazi pro analyzu pomoci HPLC/DAD

Mobilni faze Latka Objem [%]
Methanol 2

A Acetonitril 84
Tris HCI 100 mM 14

B Methanol 60
Ethylacetat 40
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Analyza hydrolyzatu mlata

Mlato bylo po kyselé aenzymatické hydrolyze filtrovano. V kapalném podilu bylo metodou dle
Dubiose stanoveno mnozstvi sacharidi, které odpovidalo 25 + 3 g/l. Hydrolyzat mlata byl pouzivan
pro kultivace jako nahrada klasického uhlikatého zdroje. Zbytek uhlikatého zdroje byl doplnén
gluk6zou na pozadované mnozstvi.

5.2 Kultivace karotenogennich kvasinek na produkénich médiich s pridavkem
hydrolyzatu mlata

Cilem tohoto experimentu bylo porovnat, jak budou rizné kmeny karotenogennich kvasinek rist
Vv zavislost na typu a mnozstvi uhlikatého zdroje. Produkéni médium tedy obsahovalo jako uhlikaty
zdroj hydrolyzat mlata a porovnéani probihalo u produkénich médii, kde byl uhlikaty zdroj glukoza
¢i glycerol v odpovidajicim mnozstvi. Zaroven v ramci téhoz experimentu byly vyuzity spoleéné riizné
zdroje dusiku a v mnozstvi odpovidajici trojndsobku bézného slozeni produkéniho média.

5.2.1 Kmen Rhodotorula kratochvilovae

U kvasinek kmene Rhodotorula kratochvilovae byl dle grafického znazornéni nize (viz Graf 1)
pozorovan nejvetsi narust biomasy U produkénich médii s gluk6zou jako uhlikatym zdrojem (12,45 g/l
pro RK-3GLU a 11,8 g/l pro RK-4GLU). Hydrolyzat mlata vsak v tomto ptipadé¢ vykazuje lepsi
vysledky V celkové biomase nez pii pouziti glycerolu jako uhlikatého zdroje, jelikoz RK-6HM
vykazovalo 11,35 g/l, RK-5HM 8,5 g/, zatim média s glycerol pouze 7,65 g/l pro RK-1GLY a 6,9 g/l
pro RK-2GLY.
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Graf 1: grafické zndzornéni mnozstvi produkované biomasy v gramech na litr a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase
pro kmen Rhodotorula kratochvilovae

Procentualni zastoupeni mastnych kyselin se pro jednotlivé uhlikaté zdroje lisi, avsak z grafu nize (Graf
2) vyplyva, ze pro glycerol a glukdzu nema mnozstvi uhlikatého zdroje vliv na vysledné zastoupeni
mastnych kyselin v biomase. U produkénich médii s hydrolyzatem mlata je vliv patrny, jelikoz pfi vyssi
C/N pomér indikuje mensi zastoupeni SFA v biomase, pro RK-5HM je zastoupeni SFA 24 %, zatimco
pro RK-6HM 33 %.
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Graf 2: grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin (SFA), mononenasycenych mastnych
kyselin (MUFA) a polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) pro kmen Rhodotorula kratochvilovae

Analyzovanim biomasy pomoci metody HPLC (viz Graf 3) bylo zjisténo, Zze produkéni médium
s pouzitim hydrolyzatu mlata ve vétsim C/N poméru, tedy médium RK-5HM, obsahovalo nejvétsi
mnozstvi celkovych karotenoidd (2,05 mg/g). V tomto produkénim médiu bylo dosazeno nejvétsiho
zastoupeni lykopenu a torularhodinu. Mnozstvi ergosterolu dosahovalo podobnych hodnot jako pfi
pouziti glycerolu, jelikoz pro RK-5HM to bylo 2,92 mg/g apro RK-1GLY 2,89 mg/g. Mnozstvi
ubichinonu byl jediny sledovany ukazatel, ktery pro produkéni médium RK-5HM nedosahoval
tak velkych  vysledkti jako pro média obsahujici glukézu (tedy RK-3GLU a RK-4GLU)
a pro médium RK-1GLY, pro RK-5HM to bylo 2,6 mg/g, zatimco pro RK-1GLY 3,2 mg/g.
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Graf 3: grafické zndazornéni vybranych metabolitii v miligramech na gram biomasy pro kmen Rhodotorula kratochvilovae

5.2.2 Kmen Rhodotorula mucilaginosa

Vysledky kultivace kmene Rhodotorula mucilaginosa jsou patrné na grafech nize.
Z grafického znazornéni (viz Graf 4) vyplyva, Ze nejvétsi zaznamenany narust biomasy byl
pro produkéni médium RM-6HM, tedy s obsahem hydrolyzatu mlata (10,25 g/l). Ackoliv pro glycerol
a glukozu plati, ze vétsi mnozstvi uhlikatého zdroje, které odpovida produkénim médiim 1GLY
a 3GLU, vede k vétsim vytézkim biomasy, pti pouZiti hydrolyzatu mlata tato korelace neplati. Podobné
jako tomu bylo u kmene Rhodotorula kratochvilovae (viz Graf 1), vytézky produkéniho média 6HM
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jsou vétsi nez vytézky produkéniho média SHM. V porovnanim s kmenem Rhodotorula kratochvilovae
bylo procentualni zastoupeni lipidi v biomase pro kmen Rhodotorula mucilaginosa nizsi. Nejvyssi
zaznamenana hodnota procentualniho zastoupeni lipida v biomase byla pro RM-6HM a ¢inila 7,8 %.
U kmene Rhodotorula kratochvilovae byla hodnota pro produkéni médium RK-6HM 10,6 %, nejvyssi
hodnota v$ak byla zaznamenana u produkéniho média RK-4GLU, konktrétné 10,7 %.

12

10 + =r { = I I

6 -
4
2]

RM-1GLY RM-2GLY RM-3GLU RM-4GLU RM-5HM RM-6HM
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Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni mastnych kyselin (viz Graf 5) ukazuje, ze nejvétsi podil
maji MUFA, které predstavuji 55 % az 74 %. Nejvice zastoupeny jsou MUFA u glukézovych
produkénich médii. Podil SFA byl na akor MUFA snizen. Nejvice SFA je zastoupenych v produkénim
médiu RM-6HM, kde ptedstavuje 21 %, pro kmen Rhorotorula kratochvilovae piedstavovaly SFA
v médiu RK-6HM 33 %. Muzeme tedy obecné sledovat pokles SFA anarGst zastoupeni MUFA
v produkénich médiich u kmene Rhodotorula mucilaginosa oproti kmenu Rhodotorula kratochvilovae.

Graf 4: grafické zndzornéni mnoZstvi produkované biomasy v gramech na litr a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase
pro kmen Rhodotorula mucilaginosa
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Graf 5: grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin (SFA), mononenasycenych mastnych
kyselin (MUFA) a polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) pro kmen Rhodotorula mucilaginosa

Zastoupeni sledovanych metabolitd v biomase, které jsou pro kmen Rhodotorula kratochvilovae
uvedeny v grafickém znazornéni nize (Graf 6), pii pouziti hydrolyzatu mlata byl v porovnani s kmenem
Rhodotorula kratochviloea niz§i. Pro RM-5HM nebyly zaznemanany Zzadné karotenoidy,
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avSak ubichinon byl zde zastoupen ve velkém mnozstvi (5,26 mg/g). Ackoliv celkové mnozstvi
karotenoidii bylo pro vSechny produkéni média u kmene Rhodotorula mucilaginosa nizsi nez u kmene
Rhodotorula kratochvilovae, u ergosterolu a ubichinonu byly zjistény az dvojnasobné hodnoty pro RM-
5HM (5,3 mg/g) v porovnani s RK-5HM (2,6 mg/qg).
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Graf 6: grafické zndazornéni vybranych metaboliti v miligramech na gram biomasy pro kmen Rhodotorula mucilaginosa

5.2.3 Kmen Rhodotorula toruloides

Kultivace kmene Rhodotorula toruloides vykazovala dosud nejnizsi vysledky biomasy (viz Graf 7).
Pro produkéni médium RT-6HM bylo zjisténo 9,1 gramtt biomasy na litr, zatimco u RM-6HM
to bylo 10,25 g/l a pro RK-6HM dokonce 11,35 g/l. Na rozdil od ptfedchozich kment zde dochazi
k v&t$imu nardstu biomasy umédii s glycerolem, kdezto napiiklad ukmene Rhodotorula
kratochvilovae byl sledovan vétsi nartst pro média s glukozou. Ackoliv mnozstvi biomasy je stale vetsi
pro RT-6HM proti RT-5HM, u procentualniho zastoupeni lipidu v biomase lze pozorovat velky narist
pro médium RT-5HM. U kmene Rhodotorula kratochvilovae bylo pro RM-6HM zjisténo 7,8 % lipida
v biomase, tato hodnota odpovida ipro médium RT-6HM. Médium RM-5HM mélo procentudlni
zastoupeni lipidd 5,2%, UuRT-5HM je tojiz 10,7 %. Nejvys$si procentualni zastoupeni
bylo dosazeno u média RT-2GLY. Z dat lze tedy vycist, Ze niz§i mnozstvi glycerolu ma pozitivni
vliv jak na celkové mnozstvi biomasy, tak na procentualni zastoupeni lipida v biomase.
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Graf 7: grafické zndazornéni mnoZstvi produkované biomasy v gramech na litr a procentudlni zastoupeni lipidii v biomase
pro kmen Rhodotorula toruloides

Zatimco pro piedchozi kmeny (viz Graf 2 a Graf 5) byly pro produkéni média s oznacenim 1GLY,
2GLY aSHM pozorovany vyssi hodnoty PUFA nez pro ostatni média, u kmene Rhodotorula
toruloides (viz Graf 8) nebyl v zastoupeni PUFA sledovan signifikantni rozdil v ramci jednotlivych
médii. Nejvyssi hodnota MUFA byla pro RT-6HM 65 %, tedy doslo k mirnému poklesu zastoupeni
MUFA ve prospéch SFA ve srovnani s kmenem Rhodotorula mucilaginosa. Ve srovnani s kmenem
Rhodotorula kratochvilovae jsou vsak hodnoty MUFA vyssi. U produkéniho média RT-5HM byla
zjiSténa dosud nejvyssi hodnota procentualniho zastoupeni SFA, ktera odpovida 58 %.
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Graf 8: grafické zndzornéni procentudlIniho zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin (SFA), mononenasycenych mastnych
kyselin (MUFA) a polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) pro kmen Rhodotorula toruloides

Z hlediska celkového mnozstvi karotenoidi byl sledovan signifikantni pokles pro glukézova média
i média s hydrolyzatem mlata proti ptedchozim pouzitym kmentum (Graf 9). Pro kmen Rhodotorula
toruloides byly karotenoidy stanoveny pouze pro RT-6HM (0,1 mg/g) a média s glycerolem, pticemz
u RM-6HM bylo stanoveno 1,0 mg/g a pro RK-6HM 1,6 mg celkovych karotenoidti na gram biomasy.
Doslo v8ak nariistu mnozstvi ergosterolu u médii s obsahem hydrolyzatu mlata v porovnani s kKmenem
Rhodotorula mucilaginosa (RT-5HM obsahovaly 3,9 mg/g, RM-5HM 2,6 mg/g), avsSak
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mnozstvi ubichinonu proti kultivaci za pouziti kmene Rhodotorula mucilaginosa u médii s pfidavkem
hydrolyzatu mlata kleslo (pro RM-5HM 5,26 mg/g, pro RT-5HM 3,86 mg/g). Pro produkéni médium
RT-1GLY vsak bylo dosazeno dosud nejlepSich  vysledki v celkovém mnozstvi karotenoidt
(2,64 mg/g).
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Graf 9: grafické zndazornéni vybranych metabolitii v miligramech na gram biomasy pro kmen Rhodotorula toruloides

5.2.4 Kmen Cystofilobasidium infirmominiatum

Z grafického znazornéni nartstu biomasy pro kmen Cystofilobasidium infirmominiatum (Graf 10) je
ziejmé, ze glycerol neni vhodny uhlikaty zdroj pro tento kmen. Narist biomasy u CI-1GLY dosahoval
pouze 2,15 g/l. U CI-6HM bylo mnozZstvi biomasy11,9 g/1, coz je vétsi hodnota nez u RT-6HM i RM-
6HM. Pro tuto kultivaci se jednolo 0 nejvétsi nartst biomasy. Zaroven byl pro toto produkéni médium
zaznamenam nejVvetsi procentudlni podil lipida v biomase, ktery odpovidal 15,42 %. Nejen Ze se jedna
0 nejvyssi hodnotu z této kultivace, ale je to zaroven nejvyssi dosazena hodnota ze vSech dosavadnich
kultivaci
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Graf 10: grafické zndzornéni mnoZstvi produkované biomasy v gramech na litr a procentudini zastoupeni lipidii v biomase
pro kmen Cystofilobasidium infirmominiatum

Pro kultivace kment rodu Rhodotorula bylo typické vysoké zastoupeni MUFA. Jak vypovida Graf 11,
pro kmen Cystofilobasidium infirmominiatum bylo zjisténo spiSe vé&tsi zastoupeni SFA a PUFA.
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Nejvétsi zastoupeni SFA bylo u média CI-1GLY (56 %). Nejvétsi zastoupeni PUFA bylo u CI-5HM
(45 %), u média CI-6HM bylo naopak nejvice MUFA (37 %).
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Graf 11: grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin (SFA), mononenasycenych mastnych
kyselin (MUFA) a polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) pro kmen Cystofilobasidium infirmominiatum

Grafické znazornéni sledovanych metabolitd (viz Graf 12) jesté potvrzuje, ze na médiich s glycerolem
nejen, ze nedochazi k nartistu biomasy v takovém mnozstvi, jako je tomu u ostatnich produk¢nich médii
této Kultivace, ale také, ze biomasa obsahovala zanedbatelné mnozstvi karotenoidi a pouze malé
mnozstvi ergosterolu a ubichinonu. U ostatnich produkénich médii bylo dosazené mnozstvi celkovych
karotenoidit mensi, nejvyssi hodnota byla naméfena pro médium CI-4GLU a odpovidala 1,34 mg/g
biomasy, zatimco U pfedchozich kultivaci byly vzdy nejvyssi hodnoty vétsi nez 2 mg/g. Poprvé
vs§ak dochazi k zaznamenani tak vysokych hodnot pro ubichinon. Nejvyssi hodnota pro ubichinon
dosahuje 15,3 mg/g pro médium CI-6HM.
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Graf 12: grafické zndzornéni vybranych metaboliti v miligramech na gram biomasy prokmen Cystofilobasidium
infirmominiatum

5.2.5 Kmen Sporidiobolus salmonicolor
U kultivace kmene Sporibiobolus salmonicolor se poprvé ze vSech dosavadnich kultivaci objevuje

Tv v
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vysledky mnozstvi produkované biomasy byly naméfeny podobné jako u kmene Cystofilobasidium
infirmominiatum na  médiich  sglycerolem  jakouhlikatym  zdrojem. V porovnani
s glukézovymi médii byly vsak nizké vysledky naméfeny iu médii s hydrolyzatem mlata. Nehledé¢
vSak na vysledky mnozstvi produkované biomasy, procentualni zastoupeni lipidd Vv biomase
bylo v ramci této kultivace rozdilné jen malo. Nejniz$i vysledek byl naméfen u SSA-5HM
s hodnotu 5,6 %, u ostatnich medii byly vysledky v rozmezi 7,1 az 9,0 %.

16 -
14 -
12 -
10 -

8_
I —
6
I
4
2
O' T T T T T 1

SSA-1GLY SSA-2GLY SSA-3GLU SSA-4GLU SSA-5HM SSA-6HM
H Procentualni zastoupeni lipidii v biomase Biomasa [g/l]

Graf 13: grafické zndzornéni mnozstvi produkované biomasy v gramech na litr a procentudini zastoupeni lipidii v biomase
pro kmen Sporidiobolus salmonicolor

U procentualniho zastoupeni mastnych kyselin (Graf 14) lze sledovat podobné jako u kmenti
rodu Rhodotorula nejvétsi podil MUFA. Pro médium SSA-3GLU se jedna dokonce 0 vice nez 90 %.
U produk¢nich médii dosahuji hodnoty MUFA 70 % pro SSA-5HM, respektive 80 % pro SSA-6HM.
Zvyseni procentualniho zastoupeni MUFA bylo pfedev§im na ukor SFA, které dosahuji
nejvyssiho zastoupeni 15,6 % u média SSA-1GLY. Zastoupeni PUFA je proti kmenu Cystofilobasidium
infirmomoniatum  niz8i, vice se podoba spiSe  procentualnimu zastoupeni  u kment
rodu Rhodotorula.Zastoupeni PUFA je proti kmenu Cystofilobasidium infirmomoniatum nizsi,
s vyjimkou u glycerolovych médii, kde dosahuji srovnatelnych zastoupeni, vice se podoba spise
procentualnimu zastoupeni U kment rodu Rhodotorula.
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Graf 14: grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin (SFA), mononenasycenych mastnych
kyselin (MUFA) a polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) pro kmen Sporidiobolus salmonicolor

Celkové karotenoidy byly u kmene Sporidiobolus salmonicolor pozorovany jen v malém mnozstvi,
nejvice na médiich s glukézou (viz Graf 15). Je pozoruhodné, Ze ackoliv mnozstvi produkované
biomasy bylo umédii s glycerolem nizké, biomasa obsahovala nejvétsi mnozstvi ergosterolu
a ubichinonu ze vsech produkénich médii této kultivace. Produkéni média s glukézou a hydrolyzatem
mlata sice obsahuji malé mnozstvi karotenoidu, ergosterol a uchinon, v porovnani s médii u kmene
Cystofilobasidium infirmominiatum, jednda se ovSem o0malé vytézky. Umédia CI-6HM
bylo zméfeno 15,3 mg ubichinonu na gram biomasy, kdezto u SSA-6HM bylo naméfeno pouze
1,7 mg/g.
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Graf 15: grafické zndzornéni vybranych metabolitii v miligramech na gram biomasy pro kmen Sporidiobolus salmonicolor

5.2.6  Kmen Sporobolomyces shibatanus

Na médiich s hydrolyzatem mlata u kmene Sporobolomyces shibatanus bylo zaznamenano mnozstvi
biomasy shodné 5,8 g/l (Graf 16). Tyto vysledky se ze vSech kultivaci fadi K tém nejhor§im. Média
s glycerol i média s glukézou v tomto piipadé vykazovala vyssi vysledky. Procentudlni zastoupeni
lipida v biomase bylo nejvyssi u SSH-3GLU, kde bylo naméteno 11,7 %.
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Graf 16: grafické zndzornéni mnoZstvi produkované biomasy v gramech na litr a procentudini zastoupent lipidii v biomase
pro kmen Sporobolomyces shibatanus

Oproti ostatni kmenim muZzeme U kmenu Sporobolomyces shibatanus pozorovat velmi nizké
zastoupeni SFA u vSech produkénich médii kromé SSH-2GLY (viz Graf 17). Prevladaji MUFA, které
pro gluk6zova média a média s mlatem piedstavuji 70 az 87 %.
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Graf 17: grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin (SFA), mononenasycenych mastnych
kyselin (MUFA) a polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) pro kmen Sporobolomyces shibatanus

Podobné jako tomu bylo u kmene Cystofilobasidium infirmominatum a Sporidiobolus salmonicolor,
i u kmene Sporobolomyces shibatanus jsou vysledky celkovych karotenoidt nizké. Nejvyssi hodnota
(1 mg/g) byla naméfena u médii SSH-2GLY a SSH-5HM (viz Graf 18). Podobné jako u kmene
Sporidiobolus salmonicolor se hodnoty ubichinonu na glycerolovych médii pohybuji okolo 7 mg/g.
Nejvyssi hodnota ubichinonu byla naméfena umédia SSH-5HM, kde bylo stanoveno 12,8 mg/g
ubichinonu. Mnozstvi ubichinonu i ergosterolu je pro ob¢ média s hydrolyzatem mlata vétsi, nez
tomu bylo u kmene Sporidiobolus salmonicolor. Kmen Sporobolomyces shibatanus vykazuje také lepsi
vysledky umédia 5HM nez kmen Cystofilobasidium infirmominiatum. U CI-6HM
bylo zaznamenano vét$i mnozstvi ubichinonu, av§ak mnoZstvi ergosterolu bylo vétsi u SSH-6HM.
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Graf 18: grafické zndzornéni vybranych metabolitii v miligramech na gram biomasy pro kmen Sporobolomyces shibatanus

Pii kultivaci kmenti Rhodotorula kratochvilovae, Rhodotorula mucilaginosa a Rhodotorula
toruloides sice nebyly hodnoty ubichinonu a ergosterolu tak velké, jako u kment Cystofilobasidium
infirmominiatum, Sporidiobolus salmonicolor a Sporobolomyces shibatanus, zato v§ak byly naméfeny
lepsi vysledky pro celkové karotenoidy.

5.3 Priprava kvasni¢ného extraktu

Piiprava kvasni¢ného extraktu byla zahajena screeningem. Cerstvé kvasnice a granulované kvasnice se
rozsuspenodovaly v pufru o dvou rozdilnych hodnotach pH. Experiment probihal nejprve pfi teploté
50 °C. Pti této teploté byly odebirany vzorky pro analyzu metodou dle Kjeldahla. Zavislost mnoZstvi
dusiku na ¢ase experimentu je vynesena v grafunize (viz Graf 19). Cerstvé kvasnice mély na
zacatku experimentu rozdilné hodnoty celkového mnozstvi dusiku. Pro pH 5 byla hodnota vétsi nez
pro pH 6, tento stav byl dodrzen také pii analyze po 24 hodiniach experimentu. Pti analyze dalSich
vzorku bylo stanoveno stejné mnozstvi celkového dusiku pii obou hodnotach pH. Nejvétsi nartst
mnozstvi celkového dusiku byl sledovan v prvnich 24 hodinach experimentu, pfiristek za dalsich
24 hodin experimentu jiz nebyl tak patrny. Suspenze granulovanych kvasnic nevykazovala takovy
narust jako Cerstvé kvasnice, mnozstvi dusiku se pro pH 6 po ¢as experimentu ménilo jen velmi malo,
pro pH 5 celkové mnozstvi dusiku klesalo, coZ nebylo i¢elem experimentu.
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Graf 19: Zavislost mnoZstvi dusiku na dobé trvani experimentu piipravy kvasnicného extraktu pri teploté 50 °C, STB znaci
kvasnicny extrakt 7 Cerstvych kvasnic, gran. Znaci kvasnicnych extrakt pripraveny z granulovanych kvasnic

Graf 20 znazornuje zavislost mnozstvi dusiku na c¢ase experimentu pii laboratorni teploté.
Predpokladalo se, ze experiment bude mit pomalej$i pfirtstek, proto byl provadén déle nez
experiment pti teplot¢ 50 °C. Podobné jako u piedchozi zavislost izde jsou pocateéni hodnoty
pro Cerstvé kvasnice vétsi nez pro granulované kvasnice. U suspenze z Cerstvych kvasnic pozorujeme
pozvolny narist celkového mnozstvi dusiku. Po prvnich 24 hodinach byl vétsi ptirastek pozorovan u pH
6, dalsi hodnoty v8ak ukazuji vétsi vytézky pii pH 5. V ¢ase 168 hodin, tedy na konci experimentu, byly
vysledky celkového mnozstvi dusiku srovnatelné s hodnotami po 24 hodinach experimentu pfi teploté
50°C. Vysledky  pro suspenzi granulovanych  kvasnic  nebyly  konzistentni a mnoZstvi
celkového dusiku stanoveného v kapalném podilu kolisalo. Podobn¢ jako v experimentu pii teploté pii
50 °C ani zde, pii laboratorni teploté, neni patrny signifikantni pfirtistek na konci experimentu.
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Graf 20: Zavislost mnozstvi dusiku na dobé trvani experimentu pri laboratorni teploté, STB znaci kvasnicny extrakt 7 cerstvych
kvasnic, gran. Znaci kvasnic¢nych extrakt pripraveny z granulovanych kvasnic

Na zakladé screeningu bylo zjisténo, ze nejvétsi narist celkového mnozstvi dusiku je zaznamenavan
v piipadé teploté 50 °C a ¢ase 24 hodin. Rozdily mezi jednotlivymi pH nebyly pfili§ patrné. Graf 19
vykazuje stejnou smérnici pro pH 5 i 6 pro Cerstvé kvasnice V rozmezi 0 az 24 hodin, pro pH 6 je
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vsak v naslednych ¢asech zaznamenam jesté dalsi narust, proto bylo pro dalsi experiment vybrano pH
6. Progranulované kvasnice bylo vybrano pH 5. Vzhledem Kk velminizkym a nekonzistentnim
vysledkiim pro granulované kvasnice bylo pro piipravu kvasni¢ného extraktu pro kultivace
pouzito mnozstvi 20 hm. %. Vysledné mnozstvi dusiku v kvasni¢éném extraktu z cerstvych kvasnic
bylo 6,3 + 0 g/l, pro kvasni¢ny extrakt z granulovanych kvasnic to bylo 1,6 + 0,3 g/I.

5.4 Kultivace kmene Rhodotorula toruloides na produkénich médiich
s pfidavkem pripraveného kvasni¢ného extraktu

Pro screening kultivaci za pouziti kvasni¢ného extraktu byl vybran kmen kaortenogenni
kvasinky Rhodotorula toruloides, ktery je v soucasné dobé hojné pouzivan v celé fadé experimentd,
i v kultivacich za pouziti hydrolyzatu mlata vykazoval dobré vysledky z hlediska zkoumanych
parametri. Kultivace nésledujicich produkénich médii za pouziti pfipravenych kvasni¢nych extraktt
byla provedena za stejnych podminek, aby bylo mozné porovnat jednotlivé sledované ukazatele.

Jak je vsak vidét na grafu nize (viz Graf 21), ktery srovnava pouziti stejnych médii jako Graf 1
a klasického média s tfetinovym mnozstvi dusiku, vysledky celkové biomasy pro standardni médium se
standardnim mnozstvi dusiku (média s oznaenim KLAS) jsou vy$§i nez pii  pouziti
trojnasobného mnozstvi dusiku z vice rlznych zdroji. Zde jde vidét, Ze narGst biomasy pii
trojnasobném mnozstvi dusiku (oznaceni KONT v Graf 21) se pohybuje okolo 7 g/l, v Graf 1
bylo mnozstvi biomasy v rozmezi 7 az 12 g/l. Pti této kultivaci byl narozdil od prvni kultivace kmene
Rhodotorula toruloides zaznamenam vét§i procentualni zastoupeni lipidd Vv produkované biomase.
V médiu KONT1 bylo zaznamenano viibec nejvetsi zastoupeni lipida v biomase
z grafického znazornéni (viz Graf 21), kde hodnota dosahovala 27,55 %. Nejvétsi mnozstvi biomasy
bylo zaznamenano i média KLAS3, kde uhlikatym zdrojem byla glukoza (29,6 g/l) (viz Tabulka 4),
avSak i u média KLAS2, které mélo z médii oznacenych KLAS nejmensi nardst biomasy (13,45 g/l) 1ze
pozorovat lepsi vysledky, nez pro média KONT.
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Graf 21: grafické zndzornéni mnoZstvi produkované biomasy v gramech na litr a procentudini zastoupeni lipidii v biomase
pro srovnavaci médium a klasické médium

Na rozdil od prvni kultivace kmene Rhodotorula toruloides (viz Graf 2) je v nize uvedeném grafickém
srovnani (viz Graf 22) sledovan vétsi podil SFA na ukor niz§iho podilu MUFA u médii S oznacenim
KONT. Mezi médii uvedenymi v grafickém znazornéni je vidét rozdil médii srovnavacich (oznaceni
KONT), které maji podil SFA Vv rozmezi 40 az 52 %, zatimco standardni médium (oznaceni KL AS)
dosahuje procentudlniho zastoupeni SFA Vvrozmezi 23 az 44 %. Zastoupeni MUFA je
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v tomto grafu u vsech médii v rozmezi 38 az 53 %, zatimco v prvni kultivaci (viz Graf 2) v rozmezi 52
az 59 %.
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Graf 22: grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin (SFA), mononenasycenych mastnych
kyselin (MUFA) a polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) pro srovndvaci médium a klasické médium

Z hlediska sledovanych metaboliti (vit Graf 23) jsou vysledky pro klasické médium lepsi nez
pro srovnavaci médium. U srovnavaciho média nebyly zméfeny zadné karotenoidy, coz ovSem
neodpovida vysledkiim z grafického znazornéni metabolitl z prvni kultivace kmene Rhodotorula
toruloides (viz Graf 3), kde bylo v glycerolovych a glukézovych médiich naméfeno 1 az 2,6 mg/g
celkovych karotenoidi. Mnozstvi ubichinonu v porovnani S prvni kultivaci odpovida naméfenym
vysledkim v grafu nize (viz Graf 23). Proklasické médium, které bylo kultivovano za stejnych
podminek jako médium srovnavaci, byly naméfené vysledky sledovanych metabolitti vétsi. Nejvice
celkovych karotenoidii bylo naméteno pro médium KLAS4, kde hodnota byla 1,5 mg/g.
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Graf 23: grafické zndzornéni vybranych metabolitii v miligramech na gram biomasy pro srovndvaci médium a klasické médium

Glukéza jako uhlikaty zdroj vykazovala nejvétsi celkovou biomasu v nasledujicim grafickém
znazornéni (viz Graf 24), jelikoz nejvétsi hodnota 33 g/l byla zjisténa pro kultivaci za pouziti glukozy
a kvasni¢ného extraktu z granulovanych kvasnic (médium GR(KV)3) a pri pouziti
kvasni¢ného extraktu z Cerstvych ~ pivni  kvasnic  byla nejvétsi hodnota 299/l  taktéz
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pro glukozu (médium STB(KV)3). Médium GR(KV)3 tak vykazovalo vétsi mnozstvi biomasy nez
médium KILLAS3, které obsahovalo komer¢ni kvasni¢ny autolyzat. Médium STB(KV)3 také vykazuje
25,7 % lipida v biomase, coz je nejveétsi hodnota nize uvedeného grafického znazornéni. V médiu
GR(KV)3 byly lipidy zastoupeny pouze ve vysi 10,3%. Pfi pouziti kvasnicného
extraktu z granulovanych kvasnic jsou vysledky procentualniho zastoupeni lipidi vV biomase relativné
konzistentni nehled¢ na uhlikaty zdroj média. Pohybuji se vV rozmezi 10 az 14 %. U médii s kvasni¢nym
extraktem z Cerstvych pivnich kvasnic l1ze pozorovat, ze vétsi mnozstvi uhlikatého zdroje v médiu, coz
odpovida médiim oznacenych STB(KV)2 a STB(KV)4 vedle k niz§im vysledkiim V procentualnim
zastoupeni lipidd v biomase.
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Graf 24: grafické zndzornéni mnoZstvi produkované biomasy v gramech na litr a procentudini zastoupent lipidii v biomase
pro médium  obsahujici  kvasnicny  extrakt  z granulovanych  kvasnic,  respektive  z cerstvych  kvasnic
misto komercnihO kvasnicnéh0 autolyzatu

Médium GR(KV)3, které mélo relativné nizké zastoupeni lipidi v biomase, avsak nejvyssi mnozstvi
biomasy v gramech na litr, obsahovalo nejvice SFA ze sady médii obsahujicich pfipraveny kvasni¢ny
extrakt namisto komeréniho kvasni¢ného autolyzatu (67 %) (viz Graf 25). Nejvice MUFA obsahovalo
produkéni médium STB(KV)2 (64 %). Médium STB(KV)4 obsahovalo nejvice zastoupené PUFA
(19 %) z grafického znazornéni nize, avsak ne vice nez médium KLAS4 (23 %) (viz Graf 22).
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Graf 25: grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin (SFA), mononenasycenych mastnych
kyselin (MUFA) a polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) pro médium obsahujici kvasnicny extrakt z granulovanych
kvasnic, respektive z cerstvych kvasnic misto komercniho kvasnicného autolyzatu

Nejvice celkovych karotenoidti bylo stanoveno v médiu STB(KV)1, kde hodnota byla vice nez
2,2mg/g.  Vice celkovych  karotenoid, nez byly vmédiu KLAS4 (vizGraf 23)
bylo stanoveno v celkem 5 z nasledujicich 8 produkénich médii (viz Graf 26). Méné nez 1,5 mg/g
celkovych karotenoidii bylo stanoveno v médiich STB(KV)3, GR(KV)3 aGR(KV)4. Vsechna
tato média méla jako uhlikaty zdroj glukézu. Z téchto dat tedy lze vyvodit, Ze glycerol se jevi
v kombinaci s ptipravenymi kvasni¢nymi extrakty jako vhodné produkéni médium
pro produkci karotenoidt.  Z hlediska mnozstvi  ubichinonu bylo pouze médium GR(KV)3
vyhodnoceno lépe nez klasické médium. Mnozstvi stanoveného ubichinonu v médiu GR(KV)3
bylo 10,9 mg/g, =zatimco kmédia KLAS3 byla hodnota 5,9mg/g. Zhlediska mnozstvi
stanoveného ergosterolu v biomase si dobfe vedla média STB(KV)2 a GR(KV)4, kde mnoZstvi
ergosterolu bylo stanoveno na 7,2 respektive 6,4 mg/g. Obé tyto hodnoty byly vétsi nez mnozstvi
ergosterolu v médiu KLAS4, kde hodnota byla 6,1 mg/g a piedstavovala tak nejvétsi hodnotu mnozstvi
ergosterolu z grafického znazornéni vyse (viz Graf 23)
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Graf 26: grafické zndzornéni vybranych metaboliti v miligramech na gram biomasy pro médium obsahujici kvasnicny extrakt
z granulovanych kvasnic, respektive z Cerstvych kvasnic misto komercniho kvasnicného autolyzatu
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Grafické znazornéni niZze porovnava média S kvasni¢nym extraktem z Cerstvych pivnich kvasnic,
respektive  z granulovanych  pivnich  kvasnic, pfi  pouziti Vv mnozstvi odpovidajicim
celkovému dusiku v klasickém médiu. Nejvice produkované biomasy z Graf 27 bylo u média STB-N3,
kde uhlikatym zdrojem tedy byla glukoza (33 g/l). Glycerol i glukéza ve vyssich C/N pomérech, coz
odpovida médiim oznacenych N1 a N3 pro jednotlivé kvasni¢né extrakty, vedly K vétsim vytézkim
celkové biomasy. Také procentualni zastoupeni lipidi v biomase bylo nejvétsi pro STB-N3 a GRAN-
N3. Média STB-N3, GRAN-N3 a STB-N1 vedly Kk vétsimu mnozstvi produkované biomasy nez
médium klasické KLLAS3. Z hlediska procentudlniho zastoupeni lipidli vV biomase médium STB-N3 také
predc¢ilo médium klasické KLLAS3. Z téchto datlze vyvodit, Zze nahrazeni celkového dusiku pouze
pfipravenym  kvasniénym  extraktem vede kvysledkim lepSim nez pfi  pouziti
klasického produkéniho média. Vysledky celkové biomasy média STB-N3 byly spolu s médiem
GR(KV)3 nejvyssi dosud dosazené vysledky v ramci kultivaci v druhé ¢asti prace, tedy pii pouziti
kvasni¢nych extrakti. Procentudlni zastoupeni lipidi v biomase bylo po srovnani Graf 24 a Graf 27
nejveétsi u média STB(KV)3, kde byla hodnota 25,7 %, avsak médium STB-N3 dosahuje druhé nejvyssi
hodnoty 24,7 %.
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Graf 27: grafické zndzornéni mnozstvi produkované biomasy v gramech na litr a procentudini zastoupeni lipidii v biomase
pro kvasnicny extrakt z cerstvych, respektive granulovanych kvasnic Vv mnozstvi zastupujici vSechny uhlikaté zdroje

Graf 28 ukazuje procentualni zastoupeni mastnych kyselin Vv biomase. Nejvice SFA
bylo stanoveno u média GRAN-N3 (43 %), nejvice MUFA u média STB-N2 (61 %) a nejvice PUFA
u médei STB-N4 (18 %). Z dat vyplyva, ze pokud je uhlikatym zdrojem glukéza, dochazi zpravidla
k vétsi produkci SFA nez je tomu u glycerolovych médii. U vSech médii znazornénych nize je
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zastoupeni MUFA v rozmezi 53 az 60 %, avsak pfi pouziti glycerolovych produkénich médii dochazi
k vétsimu zastoupeni PUFA na tikor SFA.
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Graf 28: grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin (SFA), mononenasycenych mastnych
kyselin (MUFA) a polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) pro kvasnicny extrakt z Cerstvych, respektive granulovanych
kvasnic v mnozstvi zastupujici vSechny uhlikaté zdroje

Nejvice celkovych produkovanych karotenoidt (viz Graf 29) bylo mozné pozorovat u média GRAN-
N2 a GRAN-N4, které maji 2,5 mg/g. Z médii pii pouziti kvasniéného extraktu z ¢erstvych pivnich
kvasnic si nejlépe co do produkovanych metabolitt vedly média STB-N3 a STB-N1, pro STB-N3 to
bylo 1,8 mg/g a 1,7 mg/g pro STB-N1. Tedy zatimco ptidani kvasni¢ného extraktu z granulovanych
kvasnic vedlo k vétsimu zisku karotenoidd v kombinaci s men$im mnozstvim uhlikatého zdroje,
u kvasni¢ného extraktu z ¢erstvych pivnich kvasnic byly dosazeny vyssi vysledky celkovych
karotenoidi v kombinaci s vy$§im mnozstvim uhlikatého zdroje. Také pfi porovnani vysledka s Graf 26
1ze vyvodit, Ze média GRAN-N2 a GRAN-N4 dosahuji vyssi celkové produkce karotenoidii nez média
z grafu vySe. Z hlediska produkce ubichinonu si vedla média ozna¢ena GRAN Iépe nez média STB,
jelikoz dosazené mnozstvi bylo az 8,3 mg/g pro médium GRAN-N3. Naopak z hlediska ergosterolu se
zda médium STB-N4 nejvhodnéjsi z médii znazornénych v Graf 29, zde bylo stanoveno mnozstvi
9,2 mg ergosterolu na gram biomasy. Jedna se zaroveit o mnozstvi vétsi, neZz bylo zjisténo u médii
zGraf 26, kde bylo nejvétsi mnozstvi ergosterolu u STB(KV)3 (7,2 mg/g), mnozstvi
ubichinonu v médiu GRAN-N3 vsak neni vyssi nez hodnota 10,9 mg/g u média GR(KV)1.
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Graf 29: grafické zndazornéni vybranych metabolitii v miligramech na gram biomasy pro kvasnicny extrakt z erstvych,
respektive granulovanych kvasnic Vv mnoZstvi zastupujici viechny uhlikaté zdroje

V nasledujicim grafu (viz Graf 30) je vidét porovnani média, kde byl komeréni kvasni¢ny autolyzat
zmédia kontrolniho nahrazen pfipravenym kvasninym extraktem 2z Cerstvych pivnich kvasnic
(oznaceno jako STB(3KV)), amédia, kde byl veSkery dusik nahrazen ekvivalentnim mnoZstvim
kvasni¢ného extraktu z ¢erstvych pivnich kvasnic (oznaceno STB(3N)). Média STB(3KV) v porovnani
s médii STB(3N) vedly k niz§imu zisku biomasy, ktera dosahovala nejvyssi hodnoty 13 g/l u média
STB(3KV)1. Naopak u médii STB(3N) byly hodnoty Vv rozmezi 27,9 z 28,3 g/l. Avsak procentualni
zastoupeni lipida v biomase bylo nejvyssi u glycerolovych médii STB(3KV)l a STB(3KV)2.
Piesto tyto hodnoty nejsou vyssi nez hodnota 27,5 % u kontrolniho média s komerénim kvasni¢nym
autolyzatem KONTI. Vétsi mnozstvi kvasnicného extraktu, které odpovida vétSimu mnozstvi
celkového dusiku, dle vysledki nevede k vétsimu zisku celkové biomasy ani K vétsimu procentualnimu
zastoupeni lipidl v dané biomase.
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Graf 30: grafické zndzornéni mnoZstvi produkované biomasy v gramech na litr a procentudini zastoupeni lipidii v biomase
pro kvasnicny  extrakt  z cerstvych  pivovarskych — kvasnic  misto komercnih0 kvasnicného autolyzdatu za  pouziti
trojnasobnéh0 mnozstvi dusiku a misto vSech zdrojit dusiku pri pouZiti trojndasobného mnozstvi dusiku

Jak je zobrazeno v grafu nize, nejvétsi podil mastnych kyselin predstavuje MUFA. MUFA ptedstavuji
u médii zobrazenych v Graf 31 55 az 73 %, coz je vice nez bylo stanoveno u kontrolnich médii, kde se
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hodnoty MUFA pohybovaly v rozmezi 38 az 53 %. Vétsi zastoupeni MUFA v Graf 31 je na tikor SFA,
které dosahuji hodnot 10 az 42 %, zatimco U kontrolnich médii pfedstavuji 40 az 52 %.
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Graf 31 grafické zndazornéni procentudlniho zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin (SFA), mononenasycenych mastnych
kyselin (MUFA) a polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) pro kvasnicny extrakt z cerstvych pivovarskych kvasnic
misto komercnihO kvasnicného autolyzdtu za pouziti trojndsobnéh0 mnozstvi dusiku a mist0 vSech zdroju dusiku pri pouZiti
trojnasobnéh0 mnozstvi dusiku

Celkové karotenoidy se u medii STB(3KV)1, STB(3KV)2 a STB(3KV)3 nepodatilo stanovit (viz Graf
32), hodnota pro STB(3KV)4 je 0,03 mg/g, pticemz u medii STB(3N) byla nejnizsi naméfené hodnota
1 mg/g umédia STB(3N)3 a nejvyssi 2,4 mg/g u media STB(3N)2. U médii STB(3KV) se hodnoty
ubichinonu pohybovaly vrozmezi 1,3 az 2,1 mg/g, nejvy$8§i mnozstvi ubichinonu bylo
stanoveno v médiu STB(3N)3, které bylo rovno 4,5 mg/g. Ackoliv média STB(3N) obsahuji vetsi
mnozstvi celkovych karotenoidt i ubichinonu, u ergosterolu dosahuji maximalné hodnoty 3 mg/g,
médium STB(3KV)4 vsak dosahuje 4,3 mg ergosterolu na gram biomasy. Média STB(3N) maji
v porovnani s médii KONT vyssi vysledky celkovych karotenoidt. Z hlediska ubichinonu ptedci
kontrolni médium pouze médium STB(3N)3. Ergosterol je u vSech medii zobrazenych v Graf 32 vyssi
nez 1,9 mg/g, pticemz pouze kontrolni médium KONT2 dosahuje této hodnoty.
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Graf 32: grafické zndzornéni vybranych metabolitii v miligramech na gram biomasy pro kmen kvasnicny extrakt z cerstvych
pivovarskych kvasnic misto komercéniho kvasnicného autolyzdtu za pouZiti trojndsobného mnoZstvi dusiku a misto vSech zdrojit
dusiku pri pouziti trojnasobnéh0 mnozstvi dusiku
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Ze vsech vyse uvedenych médii v ramci kultivace druhé casti prace, tedy za pouziti kvasni¢nych
extraktu, si z hlediska produkce celkové biomasy nejlépe vedla média GR(KV)3, STB-N3 a GRAN-N3,
které dosahly vice nez 32 g/l. Nejveétsi vytéznost biomasy tedy byla pro kombinaci glukézy jako
uhlikatého zdroje spolus kvasnicnym extraktem. Z hlediska procentualniho zastoupeni lipidt
v biomase bylo nejlepsich vysledkii dosazeno u médii STB(KV)3 (25,7 %) a STB-N3 (24,7 %).
I vtomto pfipadé¢ se osvédcila kombinace vétsiho mnozstvi glukézy, z dat vychazi, ze pouziti
kvasni¢ného extraktu z Cerstvych Kkvasnic vede K vétsimu procentualnimu zastoupeni lipida
v produkované biomase. Celkové karotenoidy byly nejvice produkované médiem GRAN-N2, zde je
tedy patrny rozdil, ktery je zptisobem pouzitym uhlikatym zdrojem. Zatimco kombinace glukozy ve
veétsim mnozstvi a kvasniéného extraktu z granulovanych kvasnic vede Kk velkému mnozstvi biomasy,
ktera je také relativné bohata na lipidy, pfi pouziti glycerolu byly zjistény lepsi vysledky s ohledem na
produkci karotenoidtl, z nichz v nejvétsim mnozstvi byl produkovan lykopen, dale pak torularhodin,
torulen a beta-karoten. Mnozstvi ubichinonu bylo nejvétsi v biomase z média GR(KV)1, kde hodnota
ptesahovala 10,9 mg/g. Ubichinon tedy mél tendenci se objevovat spi§ v biomase z produkénich médii
s vétsim mnozstvi glycerolu ¢i glukozy, avsak ergosterol se vyskytoval ve vétSim mmnozstvi spise
u médii S men$im mnozstvi uhlikatého zdroje, nejvice pak u média STB-N4.
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6 ZAVER

Tato bakalafské prace byla zaméfena na nalezeni vhodné metody piedupravy vedlejSich produkti
pivovarl a zkoumani jejich vyuziti pti kultivaci karotenogennich kvasinek. Experimentalni ¢ast byla
rozdélena na dvé ¢asti. Prvni ¢ast byla zamétena na pfedtipravu pivovarského mlata a sledovani vyuziti
pivovarského mlata jako alternativniho uhlikatého zdroje. V ramci této ¢asti byly vyuzivany vybrané
druhy  karotenogennich  kvasinek:  Cystofilobasidium infirmominiatum CCY  17-18-4;
Sporidiobolus salmonicolor Ccy 19-4-25; Sporobolomyces shibatanus CCY 19-9-6;
Rhodotorula kratochvilovae ~ CCY  20-2-26; Rhodotorula  mucilaginosa CCY  20-7-31,;
Rhodotorula toruloides CCY 62-2-4. Zaroven se V této Casti experimentu vyuzivalo kultivaéni médium,
které nestandardné bylo slozené z vice rozdilnych zdrojii dusiku Vv trojndsobném mnozstvi, konkrétné
siranu amonného, dusi¢nanu sodného za ptidavku kvasni¢ného autolyzatu. Druhy oddil experimentalni
¢asti byl zaméten na piedupravu pivovarskych kvasnic a vytvoreni kvasniéného extraktu, ktery by mohl
slouzit jako ndhrada komer¢né dostupného kvasni¢ného autolyzatu. Kvasnicny extrakt byl pfipraven
z Cerstvych  pivovarskych kvasnic odebranych z mistniho pivovaru ataké z granulovanych
pivovarskych kvasnic. Oba pripravené kvasni¢né extrakty byly nasledné pridany do produkénich médii
jednak v mnozstvi misto kvasni¢ného autolyzatu tak, aby bylo produkéni médium
obohaceno o ekvivalentni mnozstvi dusiku, dale pak v mnozstvi odpovidajicimu celkovému klasickému
i trojnasobnému mnozstvi dusiku v mineralnim kultivaénim médiu. Kultivace byla provedena
s vyuzitim kmene karotenogenni kvasinky Rhodotorula toruloides. Pro vSechna produkéni média
bylo vyuzito stejné inokulum a stejné kultiva¢ni podminky, diky tomu bylo mozné porovnat vSechna
produkéni média piipravena Vv této ¢asti a srovnat sledované parametry se standardnimi médii.

V prvni c¢asti experimentu ze vSech vybranych kmenu prokazoval nejvyssi produkci biomasy na
produkénim médiu s obsahem hydrolyzatu mlata kmen Cystofilobasidium infirmominiatum. U média
CI-6HM, kde byl obsah hydrolyzatu mlata 46,02 g/l, bylo stanoveno mnozstvi produkované biomasy na
11,9 g/l, pticemz v produkénim médiu s glukézou v mnozstvi shodné 46,02 g/l bylo stanoveno 9,3 g/l
produkované biomasy. Nejvetsi mnozstvi produkované biomasy ze vSech produkénich médii v prvni
Casti experimentu bylo stanoveno u média SSA-3GLU, tedy pro kmen Sporidiobolus salmonicolor,
unéhoz byla hodnota ve vysi 14,9 g/l. Biomasa produkovana stejnym kmenem na produkénim
médiu s glycerolem v mnozstvi 46,02 g/l byla byla 2,05 g/l. Druhé nejvétsi stanovené mnozstvi biomasy
v produkénim  médiu s hydrolyzatem mlata bylo pro médiu RK-6HM, tedy pii pouziti kmene
Rhodotorula kratochvilovae. Zde vsak narozdil od produkénich médii kmene Cystofilobasidium
infirmominiatum pozorujeme, Ze srovnavaci médium s glukézou jako uhlikatym zdrojem vykazuje vetsi
produkci biomasy. Pro médium RK-6HM bylo stanoveno mnozstvi biomasy 11,35 g/l, pro médium
RK-3GLU vsak 12,45 g/l. Médium CI-6HM dosahuje také ze vSech produkénich médii z prvni
Casti experimentu nejvétsi podil lipida v biomase, konkrétné 15,42 %. Média CI-5HM a CI-6HM
vykazovaly ze vSech produkénich médii s obsahem hydrolyzatu mlata nejvétsi podil polynenasycenych
mastnych kyselin. Karotenoidy byly nejvice z médii s obsahem hydrolyzatu mlata vyprodukovany
u RK-5HM. Hodnota celkovych karotenoidd ptesahovala 2 mg na gram biomasy. V ramci této kultivace
vedlo i médium RK-6HM z hlediska mnozstvi karotenoidi v biomase k lepsim vysledkiim nez kontrolni
média s konvenénimi uhlikatymi zdroji. V médiu RK-5HM byl nejvice zastoupeny lykopen v mnozstvi
1,2 mg/g, dale torularhodin pfedstavoval 0,6 mg/g a torulen 0,2 mg/g. Ergosterol byl nejvice z médii
S hydrolyzatem mlata vyprodukovan uSSH-SHM, kde tvoril 5,1mg/g, avsak pii stejné
kultivaci bylo pti pouziti glycerolu dosazeno lepsiho vysledku, konkrétné umédia SSH-1GLY byl
stanovena hodnota ergosterolu na 7,2 mg/g. Ubichinon umédia CI-6HM tvotil 15,3 mg/g biomasy,
jedna se 0 vibec nejvetsi stanovené mnozstvi ubichinonu ze vSech produkénich médii v prvni ¢asti.
Z vyse uvedenych vysledkt vyplyva, ze pouziti hydrolyzatu mlata vykazuje lepsi vysledky, néz klasické
uhlikaté zdroje piedevsim pro kmen Cystofilobasidium infirmominiatum a to predevsim z hlediska
vytéznosti biomasy a také zisku ubichinonu. Dale vysledky naznacuji za vhodnou kombinaci pouziti
kmene Rhodotorula kratochvilovae na médiu SHM, tedy s pfidavkem hydrolyzatu mlata, jelikoz jak je
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zminénoO vyse, celkové mnozstvi stanovenych karotenoidi bylo vétsi pii pouziti hydrolyzatu mlata
jako uhlikatého zdroje nez pti vyuziti glycerolu ¢i glukozy.

Kvasni¢ny extrakt z erstvych i granulovanych kvasnic byl v ramci pilotniho experimentu pfipraven
010 hm. % a dvou rozdilnych teplotach, tedy pii 50 °C a laboratorni teploté. Na zaklad¢ vzorku
odebranych po ¢as experimentu a jejich analyzy metodou dle Kjeldahla pro stanoveni celkového obsahu
dusiku, byly stanoveny optimalni podminky pro pfipravu kvasni¢ného extraktu. Kvasni¢ny extrakt byl
pripraven pfi teplot¢ 50 °C acase 24 hodin. Jelikoz byly béhem pilotniho experimentu hodnoty
celkového mnozstvi dusiku pro kvasni¢ny extrakt z granulovanych kvasnic v porovnani s kvasni¢nym
extraktem z Cerstvych kvasnic malé, byl kvasni¢ny extrakt z granulovanych kvasnic pfipraven
0 20 hm. %.

V druhé casti experimentu probihala kultivace za pouziti komer¢niho kvasni¢ného autolyzatu ve
srovnani S ptipravenymi kvasniénymi extrakty jak z Cerstvych, tak z granulovanych kvasnic. Jiz
Zprvnich vysledkd  bylo ziejmé, ze pouziti mnozstvi dusiku odpovidajici trojnasobku
standardniho obsahu dusiku v kultiva¢nich médiich ma negativni vlivna celkové mnozstvi
produkované biomasy, coz miize byt nasledek vys$siho osmotického stresu, ktery je zptisoben zvysenou
koncentraci soli obsahujicich dusik. Umédii KONT lze pozorovat nardst piiblizné 7 g/l,
zatimco U KLAS3, kde bylo pouze tfetinové mnozstvi dusiku, bylo stanoveno 30 g/l. V ramci celé
kultivace vS8ech médii z druhé ¢asti experimentu bylo u ostatnich médii stanoveno vice biomasy nez
u médii srovnavacich oznac¢enych KONT. Kvasni¢ny extrakt z granulovanych kvasnic jevil v ptipadé
média GR(KV)3 nejvétsi mnozstvi produkované biomasy, konkrétné 33,3 g/l, tedy
v kombinaci s gluk6zou.  Vysokého mnozstvi ~ biomasy  bylotaké  dosaZzeno pfi  pouZiti
kvasni¢ného extraktu z Gerstvych ~ pivnich ~ kvasnic ~ umédia  STB-N3 ipfi  pouziti
kvasni¢ného extraktu granulovaného misto v§ech dusikatych zdroji umédia GRAN-N3. Celkem
bylo stanoveno 33,2 g/l pro STB-N3, respektive 32,0 g/l pro GRAN-N3. Z téchto vysledka lze tedy
vyvodit Zze oba pripravené kvasni¢né extrakty pii pouziti jako jediného zdroje dusiku vedou K vétsim
vytézkim biomasy, nez kdyz média obsahovala dusik z minerdlnich zdroji. Avsak z hlediska
procentualniho zastoupeni ~ lipida v biomase  Zadné  z produkénich  médii  nedosahuje
tak velkého zastoupeni lipidi jako médium srovnavaci KONTI1. Nejvétsi mnozstvi celkovych
karotenoidi bylo stanoveno u média GRAN-N2 a GRAN-N4, kde hodnoty dosahovaly 2,47 mg/g
respektive 2,44 mg/g, zatimco u média GRAN-N3, které prokazovalo nejvétsi produkci biomasy,
bylo stanoveno 0,9 mg/g. Vice nez 2,3 mg/g celkovych karotenoidi bylo také stanoveno u médii
s kvasniénym extraktem z Cerstvych pivnich kvasnic, tedy umédii STB(3N)2, STB(3N)1. Médium
GRAN-N3 také dosahovalo 8,3 mg ubichinonu na gram biomasy, coz je druhy nejlepsi vysledek celé
kultivace. Naopak vice ergosterolu bylo produkovaného pti pouziti kvasniéného extraktu z ¢erstvych
kvasnic, nejvice u STB-N4 9,2 mg/g. Lze tedy fici, ze pro dosazeni nejvétSich vytézka celkovych
karotenoidil 1ze pouzit nahrazeni veskerého mnozstvi dusiku kvasni¢nym extraktem z granulovanych
kvasnic. Celkové se pouziti kvasni¢ného extraktu z granulovanych kvasnic jevi jako lepsi alternativa
nez pouziti kvasni¢ného extraktu z Cerstvych pivovarskych kvasnic.

Pro budouci experimenty by bylo vhodné otestovat scale-up nejlepsich zjisténych produkénich
podminek do méfitek laboratorniho bioreaktoru, aby bylo mozné nastinit vyuziti téchto potravinatskych
odpadu karotenogennimi kvasinkami pro primyslové vyuZiti.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PUFA
MUFA
SFA
GC
HPLC
DAD
FID
C/N pomér
KLAS
KONT
STB
GRAN
CoA

polynenasycené mastné kyseliny

mononenasycené mastné kyseliny

nasycené mastné kyseliny

plynova chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie

detektor diodového pole

plamenove¢ ioniza¢ni detektor

pomér uhliku k dusiku

produkénim médium se standardnim mnozstvi dusiku
kontrolni médium s trojnasobnym mnozstvi dusiku
kvasni¢ny extrakt z ¢erstvych pivovarskych kvasnic
kvasni¢ny extrakt z granulovanych kvasnic
koenzym A
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