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ABSTRAKT

Ptredlozena diplomova prace se zabyva analyzou a produkci vybranych mikrobidlnich
metaboliti kvasinky Rhodotorula kratochvilovae v porovnani sriznymi druhy mikrofas.
V teoretické casti byly shrnuty poznatky o podminkdch pro optimalni rist a produkci
sekundarnich metabolitd. Dale byly popsany analytické metody, pomoci kterych byly
metabolity kvantifikovany a vyhodnoceny. V rdmci experimentalni Casti této prace bylo
studovano mnozstvi na akumulované biomasy, exoglykolipidl, intracelularnich lipidd,
fykobiliproteint a karotenoidti dle riznych zdroju zivin v kultivacnim médiu. Konkrétné byly
zkoumany vytézky téchto metabolitd pti utilizaci riznych zdroji dusiku (kvasni¢ny extrakt,
mocovina, siran amonny, chlorid amonny a dusi¢nan draselny), uhliku (glukoza, mandza,
xyloza, glycerol a laktdza) a pti variabilnich C/N pomérech (20; 40; 70; 100 a 120:1) idealné
vybranych zdroji sledovanych zivin v dilé¢ich experimentech. Posledni ¢ast experimentdlni
¢asti byla zaméfena na srovnani analyz metabolitd autotrofnich tas (chlorofyly,

fykobiliproteiny a lipidy).

KLICOVA SLOVA:
Rhodotorula kratochvilovae, mikrotasy, kultivace, karotenoidy, HPLC, GC

ABSTRACT
The presented diploma thesis deals with the analysis and production of selected microbial

metabolites of the yeast Rhodotorula kratochvilovae in comparison to various species
of microalgae. The theoretical part summarizes the knowledge about the conditions
for optimal growth and production of secondary metabolites. Analytical methods, by which
metabolites were quantified and evaluated, were also described. In the experimental part
of this thesis, the amount of accumulated biomass, exoglycolipids, intracellular lipids,
phycobiliproteins and carotenoids according to various nutrient sources in the culture medium
was studied. Specifically, the yields of these metabolites were investigated in the utilization
of various sources of nitrogen (yeast extract, urea, ammonium sulfate, ammonium chloride
and potassium nitrate), carbon (glucose, mannose, xylose, glycerol and lactose)
and at variable C / N ratios (20; 40; 70; 100 and 120: 1) ideally selected sources of observed
nutrients in partial experiments. The last part of the experiment was focused on comparison

of the analysis of metabolites of autotrophic algae (chlorophylls, phycobiliproteins and lipids).

KEYWORDS:
Rhodotorula kratochvilovae, microalgae, cultivation, carotenoids, HPLC, GC
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1 UvoD
Karotenoidy, a jiné mikrobidlni pigmenty, jako napfiklad chlorofyl, patii mezi

barev od zluté po cervenou (karotenoidy) a od zelené po hnédou (chlorofyly). Nékteré
karotenoidy jsou navic prekurzory vitaminu A. Producenty barevnych pigmenti mohou byt
napiiklad vy$$i i niz8i rostliny a také mikroorganismy (kvasinky, bakterie, mikrofasy
a sinice), u kterych je momentalné provadéna celd fada vyzkumui pro primyslové vyuziti,
jakozto producenti danych latek. Chemicky se jedna o lipofilni latky, z nichz vétSina tvoii
Ctyficeti-uhlikové terpenoidy, které pulsobi jako antioxidanty. U nefotosyntetickych
organismll jsou karotenoidy diilezité pii ochran¢ ptfed fotooxidacnim poskozenim. Zijem
0 karotenoidy zna¢né vzrostl, a to zejména v disledku jejich aplikaci v potravinaiském
a farmaceutickém prumyslu. Dal§im vyznamnym produktem mikroorganismu, ktery je zde
nutno zminit, jsou lipidy, produkovany oleogennimi mikroorganismy. Ty maji uplatnéni pfi
produkci biopaliv nebo jako potravinova aditiva. Nejcastéji zde hovoiime o nenasycenych
mastnych kyselindch akumulovanych nékterymi mikroorganismy v buiice za specifickych
kultiva¢nich podminek. Pro efektivni produkci danych latek je nutné optimalizovat kultivaéni

podminky a analytické metody pro jejich stanoveni.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biologické vlastnosti karotenoidi
Karotenoidy jsou terpenoidni pigmenty se 40-ti atomy uhliku odvozené biosynteticky

ze dvou jednotek isopentenyl-pyrofosfatu. V zavislosti na jejich chemické struktufe
rozliSujeme xantofyly (ve své molekule obsahuji kyslik, napf. astaxanthin) a bezkyslikaté
karoteny (p-karoten a torulen). Chemické struktury nékterych karotenti jsou znazornény
na Obr. 1 [1-5].
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Obr. 1: Molekuly karotenoidii: a) B-karoten, b) torulen; xantofyla: c¢) astaxanthin,
d) canthaxanthin [8]

Obvykle se karotenoidy interpretuji jako prekurzor vitaminu A, proto jsou znamy jako
nutricn€é vysoce hodnotné molekuly. Nizky pfijem vitaminu A je nutricnim problémem
v nerozvinutych oblastech svéta. V disledku jeho nedostatecného piijmu vznikaji onemocnéni
jako problémy s produkci slz, slepota (hlavné u déti) a také predcasna smrt. Vitamin A tedy
nejen ze udrzuje v dobrém stavu oéni epitel, ale ma dobry vliv i na systémové funkce jako
jsou rist a reprodukéni G¢innost. Molekula karotenoidii vykazuje antioxidaéni vlastnosti, diky

své cyklické struktufe, ktera je propojena s fetézcem uhliku [6-8].

2.1.1 Antioxida¢ni vlastnosti
Konjugovany polyenovy fetézec karotenoidii poskytuje chemickou reaktivitu proti

oxida¢nim ¢inidlim a volnym radikdltim, které by mohly poskodit esencidlni bunééné slozky.
Tato reaktivita ¢ini karotenoidy uc¢innymi chytaci singletového molekularniho kysliku
a peroxylovych radikalti a umoznuje rozptylit energii z fotosenzibilizatort. Rizné karotenoidy
maji rznou U€innost ke zhaseni singletového molekularniho kysliku a k interakci s volnymi

radikaly a mohou tak putsobit synergicky s jinymi antioxidanty pfitomnymi v bunkach.



Celkové jsou karotenoidy Siroce pfijimany jako ochrannad Cinidla proti oxidacnimu stresu
a rizna pozorovani podporuji tuto biologickou tilohu také u hub [9-13].

Oxidacni stres je také zpusoben reaktivnimi kyslikovymi formami (ROS), které vznikaji
normalnim bunéénym metabolismem, jako je superoxidovy anion (O2-7), peroxid vodiku
(H202) a hydroxylovy radikal (-OH). Expozice peroxidu vodiku zvySuje akumulaci
karotenoidi v ruznych houbach. Naptiklad, dochazi ke zvySeni obsahu [(-karotenu
u Blakeslea trispora, astaxanthinu u Phaffia rhodozyma a neurosporaxanthinu u Neurospora
crassa a Fusarium aquaeductuum [9-13].

Xantofyly obsahujici keto skupiny, jako jsou astaxanthin a canthaxanthin, vykazuji vyssi
antioxidacni u¢inky nez karoteny uhlovodikl. Proto riizné linie dikazi poukazuji, ze syntéza
xantofyli je pro houby vyhodnéjsi nez syntéza P-karotenu za zvySenych oxidacnich
podminek. Hladiny astaxantinu u P. rhodozyma se zvysily v pfitomnosti peroxidu vodiku
pfi sniZzeni obsahu B-karotenu. Zesilena aerace ziskana pouzitim odsazenych bangk, zvysila
kumulaci karotenoidd u Sporobolomyces roseus s vyznamnym zvySenim relativnich podilt
torularhodinu a jeho prekurzoru torulenu. Ptidani chemikalii generujicich singletovy kyslik,
superoxidové aniontové radikaly nebo peroxy-radikaly do kultur Rhodotorula kratochvilovae
vedly k vyraznému zvySeni hladin torulenu a torularhodinu, zatimco hladiny B-karotenu
nebyly v podstaté ovlivnény. V dusledku toho mutant s nadprodukci torularhodinu vykazoval
niz$i citlivost na inhibici rastu singletovym kyslikovym generatorem — methylenovou modii
ve srovnani s mutantem vysoceprodukujicim f-karoten. Navic torularhodin inhiboval v téchto
kvasinkach rozklad 2,5-difenyl-3,4-benzofranu (furan) singletovym kyslikem efektivngji
nez PB-karoten. Kone¢né, kmeny Mucor circinelloides produkujici canthaxanthin vytvotrené
heterologni expresi bakterialniho genu B-karoten ketolazy, byly schopny prezit pii vySsich
teplotach nez divoky typ. Navic ptidani H202 a CuSO2 zvysilo podil keto derivati f-karotenu
[14-21].

Antioxida¢ni vlastnosti karotenoidi mohou prodlouzit dobu pieziti hub v jejich
pfirozenych stanovistich. Konkurencéni experimenty mezi kmeny liSicimi se obsahem
karotenu ukazaly ochranny ucinek lykopenu a P-karotenu proti starnuti Phycomyces
blakesleeanus, zatimco stejny pfistup neprosel ochrannymi uc¢inky proti oxida¢nimu stresu
nebo poskozeni y-zatenim [10, 22-24].

Ptijem karotenoidi mliZze zabrénit starnuti vlivem UV zafeni a chrani k71 pred spalenim
pii pobytu na slunci, av§ak musi byt pozivan ve vy$§im mnozstvi, aby se zvysila jeho hladina

v Krvi a nasledn¢ se zvysila, jiz zminovand, ochrana. Pfirodni karotenoidy maji podobnou

vvvvv

9



produkce piirodnich karotenoidii mize byt provadéna biotechnologickymi procesy s pouzitim
vlaknitych mikroskopickych hub, kvasinek, bakterii, mikroskopickych fas nebo extrakci
pevna latka — kapalina z rostlin. Bylo popsano, Ze v celosvétové produkci B-karotenu tvori

pouze 2 % piirodni zdroje [7, 25-29].

2.2 Produkce mikrobialnich karotenoida

Komer¢ni karotenoidy se ziskavaji extrakci ze zeleniny a chemickou syntézou. V ptipadé
vyroby a uvadéni na trh nékolika barviv rostlinného piivodu vSak existuji urcité problémy
tykajici se sezonni a zemépisné variability, kterou nelze kontrolovat. Chemicka syntéza
vytvaii nebezpetné odpady, které mohou negativné ovlivnit zivotni prostiedi. Karotenoidy
jsou Siroce distribuovany v mikroorganismech, véetné bakterii, kvasinek, hub a fas. Komer¢ni
produkce mikrobidlnich karotenoidd je vysoce U¢inna, protoze mize byt béhem procest
fizena [30-33].

Papaioannou a Liakopolou-Kyriakides (2010) pouzili B. trispora k produkci B-karotenu.
Dalsi plisen, P. blakesleeanus, je také znama svou schopnosti produkovat p-karoten
Vv primyslovém méfitku, kterou studovali Almeida a Cerda-Olmedo (2008). Studie provedené
spole¢nosti Cerda-Olmedo prokazaly, Ze nejvice produktivni kmeny P. blakesleeanus
dosédhuji maximdlniho karotenogenniho potencidlu v systémech bez michani, na rozdil
od kmenu B. trispora. Produkce karotenoidi kvasinkami, jako je Rhodotorula spp., byla
popsana riznymi autory. Tato kvasinka, Siroce rozsifena v ptirodé, mize biosyntetizovat
specifické karotenoidy, jako je B-karoten, torulen a torularhodin, a to v riznych pomérech.
Produkce karotenoidi rodem Rhodotorula se mezi jednotlivymi druhy li§i a je ovlivnéna
slozkami ristového média a podminkami prostfedi. Bakterie jsou zejména znamymi
producenty cantaxanthinu, o ktery je zajem v dribezaistvi, rybafstvi, kosmetice, medicing,
farmacii a potravinaiském prumyslu. Mezi nejvyznamnéjsi bakterialni producenty patii
Corynebacterium michiganense, Micrococcus roseus, Brevibacterium spp., Bradyrhizobium
spp., Gordonia jacobaea a Dietzia natronolimnaea [8, 34-43].

Mikroskopické tasy pattici do skupiny Chlorophyaceae jsou nejuznavanéjsimi producenty
vyznamnych komer¢nich karotenoidd, pfi¢emz je tfeba zdlraznit zejména rody Chlorella,
Dunaliella a Haematococcus. Tyto mikroskopické tasy jsou schopny produkovat lutein,
B-karoten a astaxanthin. Konkrétné produkce astaxanthinu u Haematococcus pluvialis
vyzaduje ur€ité podminky béhem jeho kultivace, protoze beéhem ristovych fazi méni svou

strukturu [8, 44, 45].
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Obecné existuje obrovsky pocet mikroorganismi, které mohou biosyntetizovat
karotenoidy, stale vSak chybi informace o strategiich maximalizace produkce v primyslovém
meéfitku. Pfestoze existuje mnoho zplsobul pro stimulaci biosyntetickych drah karotenu v
kvasinkach, pozornost je stale zaméfena na neprozkoumané biotopy pro vybér
hyperprodukujicich kment, coz je dulezity krok smérem ke zpusobu a optimalizaci
biotechnologického procesu tvorby pigmentd. Syntéza dilezitého pfirodniho karotenoidu

kvasinkami vede k uvaze o jejich kultivaci v primyslovém méfitku [1, 46, 47].

2.2.1 Metabolicka draha syntézy karoteniodi (mevalonatova draha)
Velmi dulezité je také poznani metabolickych drah, a to kvuli jejich mozné manipulaci.

V roce 1964 byla popsana mozna draha syntézy karotenoidi. Pozdé&ji Goodwin (1980)
revidoval obecné cesty jejich biosyntézy kvasinkami a dospél k zavéru, ze obecné se sestava
z téchto tii kroku [48]:

1) Syntéza za¢ina konverzi acetyl-CoA na 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA),
katalyzovanou HMG-CoA-syntazou. Poté se HMG-CoA pievede na kyselinu mevalonovou
(MVA), coz je prvni prekurzor terpenoidni biosyntetické drahy. MV A je fosforylovana MVA-
kinazou a dekarboxylaci vznikne isopentenylpyrofosfat (IPP).

2) IPP je izomerizovan na dimethyllaylpyrofostit (DMAPP) pifidanim tii molekul IPP
k DMAPP, katalyzovanych prenyltransferazou, vznika geranyl-geranylpyrofosfat (GGPP).
Kondenzace dvou molekul GGPP produkuje fytoen (prvni karoten C40 drahy), ktery
se nasledné desaturuje za vzniku lykopenu.

3) Mnoho cyklickych karotenoidd je odvozeno od lykopenu, ktery prosel mnoha reakcemi,
konkrétné vznika B-karoten, y-karoten, torulen, torularhodin a astaxanthin.

Jak jiz bylo zminéno, P-karoten muze byt produkovan mnoha mikroorganismy.
Zamétujeme se na kvasinky rodu Rhodotorula konkrétné na druhy jako R. kratochvilovae, R.
minuta, R. mucilaginosa, R. acheniorum a R. graminis. Mezi dalsi studované karotenogenni

kvasinky patii Sporobolomyces roseus, S. salmonicolor a S. patagonicus [1, 8, 37, 49].

2.2.2 Metabolicka draha syntézy karoteniodi (non-mevalonatova draha)
Jedna se o alternativni drahu syntézy karotenoidi, ktera dominuje u fas. Draha zavisi na

osmi enzymech, nékolika kofaktorech a iontech kovi. Tzv. DOXP draha je alternativou
k MVA, shora uvedné, draze, ve které se ale nevyskytuje meziprodukt — kyselina mevalonova
[50].
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Tato draha probihd v osmi reakcich, a to:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

8)

Kondenzace pyruvatu a glyceraldehyd-3P na 1-deoxy-D-o-xyluloza-5P (DOXP),
katalyzovana 1-deoxy-D-0-xylul6za-5P-syntazou  (DXS), za  pfitomnosti
thiaminpyrofosfatu, jako kofaktoru. Enzym se sestava ze tii podjednotek.

V dal§im kroku je DOXP pieveden na 2-methyl-D-erythritol-4P (MEP) piisobenim
1-deoxy-D-0-xylul6za-5P isomeraza (IspC). Enzym patii to tiidy dehydrogenaz
s vyuzitim NADPH jako kofaktoru.

V této reakci jsou nukleotidové derivaty zavedeny jako substraty a pfimo se ucastni
reakce. MEP reaguje sCTP za vzniku 4-difosfocytidyl-2-methyl-D-erytritolu
(CDP-ME). Z reakce se uvoliuje pyrofosfat a reakce je katalytovana IspD.

V tomto stupni vznika 4-difosfocytidyl-2-methyl-D-erythritol-2P (CDP-ME2P) a ADP.
Katalytické centrum je umisténé hluboko v dutiné pobliz rozhrani jednotlivych domén
enzymu. IspE zavisly na ATP je soucasti 4-difosfocytidyl-2C-methyl-D-erythritol
kinaza (GHMP kinaza). Pouziti nehydrolyzovatelného derivatu ATP vytvaii komplex
slepého konce s IspE a CDP-ME.

Enzym 2-methyl-D-erythritol-2,4-cyklodifosfatsyntaza vyzaduje pro svou katalyzu dva
kationty Zn®*.

+ 7) Tyto dva kroky jsou nejméné popsanym mistem drahy. Cyklodifosfat podléha
redukci a eliminaci na 4-hydroxy-3-methyl-2-butenyl-4-difosfat a poté na IPP
a DMAPP. IspG (obsah Fe a S) transformuje redukci 2C-methyl-D-erythritol-2,4-
cyklodifosfat (MECP) na 2-methyl-2-butenyldifofsat. IspH (obsah Fe a S) pak
katalyzuje produkci IPP a DMAPP. Obsah Fe a S vysvétluje citlivost na kyslik.
Kofaktory reakce jsou NADPH, flavodoxin reduktaza a flavodoxin (ktery je zapojen do
drahy jako redoxni par pro oba enzymy — 1-hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-difosfat
syntaza a 4-hydroxy-3-methyl-2-butenyl-4-difosfat-reduktaza).

Izomeraci vazby IPP vznika DMAPP pusobenim isopentenyl-difosfat izomerazy.
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Obr. 2: Katalytické rekace prvnich tii krokii non-mevalonatové drahy, se zobrazenim

enzymu v sekundarni struktuie [50]

Regulace této drahy zavisi na hlading produktu, pfitomnosti potiebnych enzymti, kofaktorti
a iontl kovi, déale se jednd o kovalentni regulaci s ilustrovanou fosforylaci HMG-Coa
reduktazy. MVA draha pak probihd v cytosolu a mitochondriich rostlin, zatimco DOXP draha
probiha v chloroplastech [50].

2.3 Karotenogenni kvasinky
Karotenogenni kvasinky jsou jednobunécné heterotrofni organismy, nalezici do fise Fungi.

Nejsou sice schopny fotosyntézy, ale maji v buitkach aparat, ktery jim umozituje produkci
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karotenoidnich pigmentti za ptisobeni riznych enzymu. Pravé diky produkci téchto pigmentt,
jsou bunky téchto kvasinek charakteristicky zbarvené. Nabyvaji spektra barev od zluté az po
cervenou, a to diky akumulaci karotenoidnich pigmentl uvniti buniky. Jiny nazev pro tyto
kvasinky je tzv. ,,éervené kvasinky“. Nej¢astéji produkovanymi karotenoidy jsou lykopen,
B-karoten, astaxanthin, torulen ¢i torularhodin a pravé dle skladby téchto pigmenti v buiice
dan¢ho mikroorganismu se li§i jejich druh, vhodné Zivné médium, zdroj zivin ¢i doba
distribuce a intenzita svétla. Karotenogenni kvasinky patii mezi basidiomycety, konkrétné
druhy Rhodotorula, Sporobolomyces ¢i Cystophilobasidium. Tyto rody rovnéZz patii mezi
oleogenni mikroorganismy a jsou schopny nadprodukce lipida [51-54].

Rod Sporobolomyces tvofi tzv. balistokonidie, buiiky maji protahly az elipsoidni tvar
a tento rod nema kvasné schopnosti. Mezi nej¢astéji produkovanymi karotenoidy tohoto rodu
jsou B-karoten, torularhodin a torulen. Kolonie mivaji tmave ¢ervenou barvu a jsou hladké
[51, 52, 54, 55].

Rod Rhodotorula je imperfektni formou Rhodosporidium a ma silny pentézovy cyklus
(nezkvasuje cukry). Buiky jsou ovalné az protahlé, nesporulujici a nabyvaji Sirokého spektra
barev. Kvasinky rodu Rhodotorula jsou ubikvitin pozitivnimi mikroorganismy a bézné
se nachéazeji v pudnich a vodnich ekosystémech. Buiiky byvaji nenarocné na kultivaci
(zejména na zdroj dusiku). Charakteristicky rod produkuje -karoten, torularhodin a torulen a
velké mnozstvi lipida (PUFA). RozmnoZovani probiha puc¢enim [51, 52, 54, 56].

Rod Cystophilobasidium je podobny rodu Rhodotorula, akorat ma jiny typ basidia — typ
jednobunéény (holobasidium). Tvofi lesklé kolonie bunék s ovalnym tvarem. Bunécna sténa
tohoto rodu obsahuje xylozu a buriky jsou schopny utilizovat glukuronat [51, 52, 55].

Co se ty¢e nezjznamng&jSich druht mezi producenty karotenoidi, tak mezi ty patii zejména
Sporobolomyces roseus, S. salmonicolor, Rhodotorula mucilaginosa, R. kratochvilovae,

Cystophilobasidium capitatum, C. bisporidii, C. infirmominiatum.

2.4 Fotoautotrofni mikroorganismy

2.4.1 Sinice
Sinice neboli Cyanobacteria, jsou prokaryotni a fotosyntetizujici skoupinou, patfici mezi

gramnegativni bakterie. Rostou zpravidla fototrofn€, ale nckteré druhy dokézou zit
1 chemoheterotrofné. Obecné jsou sinice slepou vyvojovou vétvi. Bunécnd sténa sinic
je tvotena peptidoglykanovou vrstvou a nékdy pozorujeme i vyskyt dal§iho vnéjsiho obalu —
glykokalyxu, podle jehoz povahy jsou pak jednotlivé kultury oznacovany jako gelovité

az slizovité. Pomocnym fotosyntetickym barvivem sinic je zejména [-karoten. Na povrchu
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bunééné struktury thylakoidu se vyskytuji fykobilizomy tvoiené fykobiliproteiny. Sinice jsou
schopny tzv. chromatické adaptace, coz znamend, ze po zmén¢ sloZeni fykobiliproteinti dojde
k optimalnimu vyuziti ¢ereveného a zeleného spektra slune¢niho zafeni pro fotosyntézu.
U sinic lze identifikovat rizné formy vegetativnich bunék. Vytvotily si béhem vyvoje
struktury nazyvajici se heterocyty a akinety, kde heterocytni bunky jsou schopny vazat
vzdusny dusik (diky enzymu nitrogenéaze, ktery redukuje dusik do formy amonnych iontl) a
akinety jsou pak obranné formy bunék vytvafené za neptiznivych podminek. Sinice
se rozmnozuji nepohlavné. Mizeme je najit zejména v motskych i sladkych vodach na celém

svéte, kde tvoii tzv. plankton nebo jsou piisedlé na dné vod [57-60].

2.4.2 Mikrorasy
Karotenogenni mikrofasy jsou eukaryotnimi mikroorganismy, patfici mezi niz$i rostliny.

Jedna se o komplex nepiibuznych skupin organismi, které nemaji spole¢ného predka. Rasy
jsou schopny fotosyntézy a jejich chloroplasty vznikly pravdépodobné v symbidze se sinicemi
nebo s jinou fasou. Nékteré fasy jsou schopny zit i mixotrofn¢ (masozravé rostliny). Vyskyt

fas je detekovan na celém svété za predpokladu, ze se jedna o vodné prostiedi (zejména

vvvvvv

cey

Rod Chlorella ¢ita zelené jednobunééné tasy, patiici mezi Chlorophyta a zijici ve sladkych
vodach. Rozmnuzuji se vyhradné délenim, buniky jsou nepohyblivé a maji kulovity tvar.
Chlorella je schopna velmi rychlé reprodukce, diky efektivnimu fotosyntetickému aparatu. Je
pomeérn¢é nenarocnd na kultivacni podminky. Své vyuziti nachéazi jako potravinové aditivum
s vysokym obsahem mineralli, vitamind a bilkovin a také je schopna akumulace lipida
[60-63].

Rod Chlamydomonas jsou rovnéz zelené ftasy, kterych bunky jsou jednobunéénymi
bi¢ikovci, kteti obyvaji zejména stojaté vody. Velkou cCasti bunky je chloroplast, ktery
obsahuje neorganizované thylakoidy. Buriky Chlamydomonas obsahuji rhodopsinové kanaly,
které plni funkci senzort slune¢niho zateni. Rhodopsin obsahuje kofaktor — retinal, jakozto
jedna z forem vitaminu A. Excitace retinalu pak aktivuje rhodopsinovy inontovy kanal
[61-63].

Rod Desmodesmum je rodem nepohyblivych fas, které rostou jednotlivé, anebo tvofi
kolonie (cenobia). Za optimalnich podminek, co se svétla tyce, rostou samostatn¢, avSak
Vv pfipad¢ piitomnosti vnéjSiho stresu tvoii pravé zminovand cenobia. Bunky maji silnou

bunéénou sténu a slizky obal, ktery plni funkci ochrany, pted dravci (slizovity obal je pro né

15



nestravitelny). Tyto fasy jsou soucasti sladkovodniho planktonu a v kooperaci s bakteriemi

maji Cistici ¢inky [61, 63].

2.5 Faktory ovliviiujici produkci karotenoidi u karotenogennich kvasinek
V nedavné dobé¢ se védci zajimali o biotechnologické procesy, jejichz cilem bylo ziskat

metabolity s vysokou pfidanou hodnotou, jako jsou pravé karotenoidy. Jejich vyroba je
v pramyslovém méiitku realizovana prostiednictvim nizkonakladovych procesa s vysokymi
vynosy a Setrnosti k zivotnimu prostiedi. Nékteré z téchto dalezitych faktori, které ovliviuji
biosyntézu karotenoidu, jsou:

e Zdroj uhliku je nejvice studovanym parametrem. Glukdza, a dalsi fermentovatelné
cukry, jsou metabolizovany glykolytickou cestou a nasledné alkoholickou fermentaci.
Na druhé stran€, zdroje uhliku, které nejsou fermentovatelné, jako ethanol a sukcinat, se
aktivuji oxidaci na acetyl-CoA pro vstup do citratového cyklu [64-68].

e Svétlo (jeho intenzita a kvalita) je dilezitym faktorem. Buiikam obecné nesveédci
vysoka intenzita svétla, kterd mulze zpusobovat jejich poskozeni. Proto je
karotenogeneze oznacovana jako fotoprotektivni proces. Produkce karotenoidli je
pozitivné ovlivnéna bilym svétlem [8, 69-72].

e Teplota je dal§im parametrem, ktery je nutné zohlediiovat. Malisorn a Suntornsuk
(2008) optimalizovali teplotni vliv na produkci karotenoidi a biomasy u druhu
R. kratochvilovae, pti¢emz uvedli maximalni produkci pti 29 az 30 °C [66, 73-77].

¢ Provzdusiovani velmi pozitivné ovlivituje karotenogenezi, jelikoz se jedna o aerobni
proces. Saenge a kol. (2011) zkoumali vliv rychlosti provzdusiovani na rust bungk,

vytézek lipidd, produkcei karotenoidi a spotiebu glycerolu [64, 72, 78-89].

2.6 Faktory ovliviiujici produkci barevnych pigmenti u Haematococcus pluvialis
Mezi nejznaméjsi producenty karotenoidii jsou povaZovany mikrofasy Haematococcus

pluvialis (astaxanthin) a Dunaliella salina (B-karoten). Haematococcus pliuvalis je zelena
fasa, ktera je povazovana za jeden z biologickych zdroji astaxanthinu. Astaxanthin je
karotenoid, ktery se Siroce vyuZziva jako barvivo v potravinaistvi. Pocatek zjisténi akumulace
astaxanthinu u H. pluivalis se datuje do roku 2005, kdy bylo stanoveno, ze produkce probiha
zejména za stresovych podminek, jako je hladovéni dusikem, fosforem a pti zvysené salinité
média (octan sodny spolu se zelezem, solny stres a zvySena teplota). Studie mely zkoumat
vliv salinity béhem kultivace a fyziologicky stav kultury versus stres na produkci

astaxanthinu. Nize jsou uvedeny parametry ovliviiujici karotenogenezy u H. pluvialis [90, 91].
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e VIiv zdroje dusiku na rist a produkci astaxanthinu: Médium s obsahem KNOs,
NaNOsz a NHsNOs3, jakozto zdroji dusiku, byly nezavisle pifipraveny a inokulovany
s koncentraci 10 % v médiu. Vysledky ziskané pfti kultivaci na riznych zdrojich dusiku
ur¢ily jako nejlepsi zdroj dusiku dusi¢nan sodny pro nejvyssi produkci chlorofylu.
Celkova produktivita astaxanthinu byla nejvyssi v kulturach inkubovanych na médiu
s obsahem dusi¢nanu sodného, jakozto zdroje dusiku [90].

e VIliv salinity (stresu): Vysledky vytézka kultur kultivovanych bez stresu po dobu Sesti
a deviti dni nevykazovaly zasadni rozdily v obsahu karotenoidi. Naopak kultury
stresované pridavkem soli (0,25 a 0,5 % NaCl) vykazovaly vyrazné rozdily v obsahu
astaxanthinu. Pti ptidavku 1,0 % NaCl doslo k mirnému poklesu produkce a pfi
koncetraci 2,0 % NaCl byly kultury Gplné¢ vybéleny. Salinita vSak méla vyrazné
negativni vliv na produkci chlorofylu [90, 92].

e VIiv pH: Idealni pH pro pozadovanou produkci astaxanthinu je okolo 7,0. Pii pH 5,0 jiz
(buniky také zmeénily svou barvu). Vytézky biomasy v riznych médiich korelovaly

s hodnotou pH [90, 93].

2.7 Mikrobialni lipidy a glykolipidy

2.7.1 Lipidy
Mikroorganismy schopny akumulace lipidi patfi mezi kvasinky, bakterie, vlaknité

mikroskopické houby i mikrotasy. Mikroorganismy, které dokazou akumulovat obsah

nad 20 % lipidd v susin€ biomasy, jsou klasifikovany jako oleogenni (tabulka 1) [94].
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Tabulka 1: Obsah oleje v susiné nékterych oleogennich mikroorganismui [95, 96]

Mikroorganismus Obsah oleje (% v susing)
Botryococcus braunii 25-75
Cylindrotheca sp. 16-37
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina 20

Mikrorasy i

Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Arthrobacter sp. 40
) Acinetobacter calcoaceticus 27-38

Bakterie

Rhodococcus opacus 24-25
Bacillus alcalophilus 18-24

Candida curvata 58

) Cryptococcus albidus 65

Kvasinky _ i

Lipomyces starkeyi 64

Rhodotorula kratochvilovae 72

Aspergillus oryzae 57

Mortierella isabellina 86

Houby i i
Humicola lanuginosa 75
Mortierella vinacea 66

Mikrotasy jsou schopny obrovské produkce lipidd a jinych uhlovodikd za ptitomnosti
svétla a oxidu uhli¢itého. Mohou byt slibnou novou generaci pro produkci biopaliv. Béhem
exponencialni faze rastu, mohou fasy produkovat az dvojnasobné mozstvi lipidii. Rlst bun¢k
a akumulace lipidd fasami za fototrofnich podminek je ovlivnéno intenzitou svétla, pH,
koncentraci rozpusténého kysliku, frakci oxidu uhli¢itého a koncentraci zivin (N, P, Si, Fe

a pritomnost organického C). Omezeni dusiku a fosforu v médiu vede ke zvysené produkci
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lipidi. V odborné literatuie byl studovan rast péti kment zelené tasy Chlorella s nizkym
obsahem dusiku v médiu. Nejvétsi nartst akumulace lipida byl pozorovan u Ch. vulgaris,
ktery vzrostl az 0 18 %. Olejnaté kvasinky jsou takové, kterych biomasa je tvotena alesponi
220 % lipidy. Tyto kvasinky maji vysokou rychlost ristu a produkuji zejména
triacylglyceroly (TAG). Tyto organismy mohou rist na riznych zdrojich uhliku (glukodza,
xyléza, arabindza, mandza, glycerol aj.). VétSina oleogennich kvasinek dokaze akumulovat az
70 % lipida v susing€. Profil obsahu lipidii a mastnych kyselin se li§i druh od druhu. Mezi
oleogenni kvasinky patii Rhodotorula kratochvilovae, Cryptococcus albidus, Lipomyces
sarkeyi a Candida curvata. Hlavni podminkou pro nadprodukci lipidi je nadmérny pfisun
zdroje C a omezeni ostatnich zivin (nejéastéji dusiku). Dilezity je proto pomér C/N, aerace,
obsah anorganickych soli, pH a teplota [94, 95, 96].

Komeréni produkei mikrobidlnich lipidd zatim brani vysoké ndklady na substraty.
Momentalné intenzivné probihaji studie za pouziti nizkonakladovach substratl, jakoZzto

alternativnich surovin [94].

2.7.2 Glykolipidy
Glykolipidy, snejéastéjsim vyuzitim jako biosurfaktanty, jsou ampifilni slou¢eniny

S hydrofilnimi a hydrofobnimi skupinami vykazujici zna¢nou povrchovou aktivitu, kterd
mimo jiné pomahd mikroorganismiim solubilizovat hydrofobni substraty. V poslednich letech
byly biosurfaktanty zkoumany jako potencialni nahrazky syntetickych povrchové aktivnich
latek. Mohou mit potencial pro pramyslové a enviromentalni aplikace. Biosurfaktanty
pfedstavuji rodinu strukturné rozmanitych molekul s vysokkou molekulovou hmostnosti.
Zaméifime se na glykolipidy sestavajici se z uhlovodiku s pfipojenymi mastnymi kyselinami
nebo hydroxy-mastnymi kyselinami. Analyza téchto latek je hlavné proteomicka. Existuji
¢tyfi  skupiny glykolipidi — rhamnolipidy, sophorolipidy, lipidické trehalozy a
mannosylerythritolové lipidy [97].

Rhamnolipidy, produkovany Pseudomonas aeruginosa, jsou slozeny z jedné nebo dvou
nosnych jednotek, které jsou piipojeny k jednomu nebo dvéma fetézciim fB-hydroxy mastnych
kyselin o délce 8 — 12 uhlika (nejhojngjsi jsou 10 C kyseliny) [97, 98].

Sophorolipidy jsou sloZeny ze dvou hlavnich skupin, pficemZz kyselé sophorolipidy
obsahuji disacharid (vazany na subterminalni ¢i terminani uhlik mastné kyseliny) a lakton,
kde je na cvrtém uhliku vazana hydroxy-mastna kyselina. Nejcastéjsimi producenty

sophorolidii jsou druhy Candida bombicola a C. apicola [97, 99].
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Lipidické trehalozy jsou pak tvofeny disacharidem a trehalézou vazanou esterové
k a-vétvené-B-hydroxy mastné kyseliné. Lipidické trehalozy jsou produkovany druhy
Mycobacterium, Rhodococcus a Corynebacterium [97, 100].

Mannosylerythritolové lipidy (MEL) maji Ctyfi hlavni strukturni skupiny a obsahuji
4-0-P-D-mannopyranosyl-D-erythritol pfipojeny ke dvéma stfedné dlouhym fetézcim acylu
mastnych kyselin. MEL jsou produkovany druhy Pseudozyma rugulosa, P. aphidis
a P. antarctica [97, 101].

Chemicka a strukturni analyza mikrobialnich glykolipidi miZe byt provadéna Sirokym
spektrem metod a technik, od jednoduchych kolorimetrickych testli, az po sofistikovanou
hmotnostni spektrometrii (MS) a nuklearni magnetickou rezonanci (NMR) [97].

Kli¢ové kroky stanoveni glykolipidi jsou:

1) Extrakce glykolipidi z kultiva¢niho média

2) Detekce

3) Cisténi a separace surového produktu

4) Strukturni analyza (HPLC, MS, NMR)

Dukladna identifikace a kvantifikace glykolipidové molekuly by vyzadovala kombinaci,
nebo dokonce vyuziti v§ech zminénych analytickych metod. Uvedné metody jsou nejbéznéji

pouzivané [97].

2.8 Analytické metody

2.8.1 Analyza mikrobidlnich pigmenti
Karotenoidy produkované kvasinkami jako Rhodotorula sp. a P. rhodozyma jsou

intracelularni metabolity, proto jsou pro extrakci poZzadovaného produktu potiebné extrakcni
procesy, coz ma za nasledek vysoké vyrobni niklady. Idealni proces regenerace nesmi byt
¢asoveé narocny, musi generovat nizké naklady a vysoké vynosy [102].

Procesy dezintegrace bunck a naslednd extrakce vSak musi také zajistit stabilitu
karotenoidd. Torulen a torularhodin jsou vysoce nestabilni slou¢eniny a mély by byt chranény
pied svétlem, teplem a kyslikem. Karotenoidy ztraceji svou barvu pii vystaveni oxida¢nim
vlivim. Tento proces zahrnuje poruseni konjugovanych dvojnych vazeb [103].

Pro dezintegraci se tradicné pouzivaji mechanické techniky jako vysokotlaka
homogenizace a kulové mlyny. Pfi extrakci karotenoidii z mikrobialnich bunék se béZné
pouzivaji organickd rozpoustédla, jako aceton, petrolether, hexan, chloroform, ethanol

a methanol. Tato rozpoustédla se Castéji pouzivaji jako smési a vykazuji tak synergickou
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aktivitu, navic poskozuji bunécnou sténu, coz vede k vyznamné zvySenym vytézklim extrakce

karotenoida [102].

2.8.1.1 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie (HPLC)
HPLC patii mezi Casto vyuzivané separacni metody a své vyuziti nachdzi zejména pii

separaci smesi latek, které nemaji tékavy charakter. Jedna se o bézn¢ pouzivanou analytickou
metodu ke stanoveni kvantity a kvality mikrobialnich karotenoidi. Principem kapalinové
chromatografie je separace smési latek mezi mobilni a stacionarni fazi, kde tou mobilni se
rozumi kapalina, mezi které se analyt rozdéluje a interaguje s nimi béhem separace. Prostup
mobilni faze systémem je zabezpeCen vysokotlakymi cerpadly, coz vyzaduje odolnost
piistroje vysokym tlakim (cca 50 MPa). Mezi dalsi zakladni instrumentaci HPLC patii:
zasobniky mobilni faze, davkovaci zafizeni, kolona se stacionarni fazi, termostat, detektor
a vystupni zafizeni s exaktnim (grafickym) vystupem. Gradientova eluce, tzn. pouziti dvou
a vice mobilnich smési, se vyuziva k separaci smési, které maji slozky liSici se retenénimi

¢asy s konstantnim sloZzenim mobilni faze. Obecné schéma HPLC najdeme na Obr. 3. [104].

(I m smesovac
mobilnich nastrik
fazi vzorku
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detektor

Obr. 3: Obecné schéma HPLC [URL 1]

K detekci karotenoid mohou byt pouzity rizné metody, avSak nejbéznéji pouzivanou
metodou pro identifikaci a kvantifikaci je HPLC v kombinaci s UV-VIS detektorem. Provadi

se jak na normalni, tak na reverzni fazi, pfi¢emz mnohem vhodné;jsi je faze reverzni (normalni

faze je nevhodna pro separaci polarnich karotenoidit). HPLC na reverzni fazi ndm umoziiuje
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zvysit interakci analytu s nepoldrni stacionarni fazi. Nejvhodnéjsi kolonou pro stanoveni
karotenoidt je kolona C18 s izokratickym nebo gradientnim pritokem, nicméné ta neni
schopna rozliSit geometrické izomery, zejména lutein a zeaxanthin. Pro maximalni
chromatografické rozliSeni, byla vyvinuta specialni RP-HPLC kolona (C30), ktera je schopna
rozliSit 1 cis a trans izomery karotenoidi (oddéleni karotenti, xantofyl, ubichinona
a tokoferold v jednom méfeni). Nevyhodou této kolony je delsi separacni ¢as jednoho vzorku,
a to az 60 minut [102, 104].

Béhem optimalizacni faze extrakce bylo pouzito bindrni rozpoustédlo (methanol / voda
Vv poméru 95:5 obj./obj.) s piidavkem terc-methylbutyletheru (MTBE) [102, 104].

V posledni dobé se k analyze také vyuziva technika UHPLC na riiznych matricich. Tato
technologie nabizi vyhody oproti klasické HPLC, a to zejména zvySenou citlivost, vyssi
kapacitu piku nebo lepsi chromatografické rozliSeni. Kratsi separacni asy pak Setii mnozstvi
rozpoustédel a mobilni faze. Pro techniku UHPLC nejsou komeréné dostupné C30 kolony
se stacionarni fazi, a proto se vyuziva kolon C18 i navzdory nedostatecnému rozliSeni
izomeru karotenoidt [102].

Optimalizace separace karotenoidi vyzaduje kombinaci vhodného injektorového
rozpoustédla a mobilni faze, obecné by se mélo jednat o rozpoustédlo kompatibilni s mobilni
fazi. V pripadé, ze jsou karotenoidy rozpustnéjsi nez samotna mobilni faze, dojde
k precipitaci karotenoidid v injektoru a vysledky budou vykazovat pikové chvosty. Pfi
opacném extrému dojde k absolutnimu rozpusténi vzorku v mobilni fazi. Teplota béhem

separace, ktera se jevi jako kompromis, je &= 23 °C [104, 104].

2.8.2 Plynova chromatografie (GC)
Plynova chromatografie je dalsi z fady separacnich technik, ktera rovnéz vznikla v prabéhu

20. stoleti. Na rozdil od HPLC ndm plynova chromatografie vyplni chybéjici spektrum
moznych separaci, a to pro latky t€kavého charakteru, kde md HPLC zna¢né omezenou
funkci. GC mé dale vyuziti pfi stanovovani organickych latek a rezidui stopovych mnoZstvi
[105].

Zékladni uspotadani systému je tvotfeno kolonou s injektorovym systémem a detektorem,
kdy kolona je po celou dobu separace udrZzovana v urcité teploté a obklopena nosnym plynem.
Metoda je také zaloZena na interakci slozky s mobilni a staciondrni fazi, pfi¢emz mobilni faze
je nosny plyn a stacionarni faze je kapalina. Detektor, ktery je svym vyuZitim vyhodnocen pro

o 24

byva vodik nebo helium. Mezi zékladni instrumentaci GC patfi: mobilni faze (nosny plyn),
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davkovaci zafizeni, injektor, kolona, detektor a vystupni zafizeni s exaktnim (grafickym)

vystupem. Obecné schéma GC najdeme na Obr. 4 [105].

N\ U

Qﬁ ? | HERE |I'|

Obr. 4: Obecné schéma GC [URL 2]

2.8.2.1 Vyuziti plynové chromatografie pri analyze mastnych kyselin
Nejcastéji vyuzivané analytické metody pro stanoveni MK jsou plynova chromatografie

s hmotnostni spektrometrii (GC-MS), s plamenové ioniza¢ni detekci (GC-FID), anebo
Ve spojeni s kapalinovou chromatografii [106].

Ptiprava vzorki se pak sestava ze tfi zakladnich kroku:

1) Extrakce MK

2) Derivatizace MK

3) Samotna analyza

Existuje cel4 fada standardizovanych postupll pro extrakci MK, ale pro dosaZeni exaktnich
vysledkt je vhodna optimalizace té konkrétni extrakce pro dany analyt. Nejznaméjsi extrakei
MK na kapalné bazi jsou metody navrzené Folchem a kol. (1957) a Blighem a Dyerem
(1959). Folch a kol. (1959) pouzili jako rozpoustédlo chloroform / methanol v poméru 2:1
(obj./obj.). Pro oddéleni fazi pak ptidali solny roztok nebo vodu. Bligh a Dyer (1959) pouzili
chloform / methanol / vodu v poméru 2:2:1,8 (obj./obj./0bj.). Kvuli toxicité chloformu byla
navrzena nahrada tohoto rozpousStédla za MTBE, se kterym bylo dosazeno podobného
vysledku, jako u Folchovy metody. Liu a kol. (2006) optimalizovali extrakci MK pomoci
ultrazvukové extrakce (UAE) ze vzorkl tkané. Urcili parametry doby extrakce, extrakéni
Cinidla a uroven hlasitosti ultrazvuku. Dalsi z fady optimalizovanych extrakci je extrakce

mikrovinnd (MAE), kterd ma vyhody zejména v rychlosti a robustnosti, ¢imz je sniZena
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spotfeba rozpoustédla. MAE byla vyuzita zejména pro extrakcei lipida z biologickych vzorki.
Pro extrakci lipidi byla ovéfena metoda ze vzorka ryb. Vysledkem bylo stanoveni, Ze obsah
MK vici celkovému obsahu lipidi byl u obou biologickych materialti podobny. Vzhledem
k obavé o stabilitu lipida pfi mikrovinném zafeni, byl vysledek porovnani piekvapivy —
stanovil, Ze toto zafeni nema na obsah lipidd, resp. MK, zasadni vliv [105-108].

Derivatiza¢ni metody vedou ke vzniku methylestert MK. Bézné pouzivanymi ¢inidly jsou
kyselina chlorovodikova, acetylchlorid, kyselina sirova a fluorid bority. Uplné nejbézngjsi
je pouziti methanolické HCI, kdy se vzorek zahtiva po urcity €as. Je nutné dbat opatrnosti
u pouziti acetylchloridu, ktery davéa exotermickou reakci (vybublani obsahu ze zkumavky)
a problémem je také teplotni nestabilita nékterych polynenasycenych MK (PUFA).
U biologickych Vzorku se také Siroce vyuziva kyselina sirova, ale nedoporucuje se u analyzy
PUFA. Derivatizace pomoci fluoridu borit¢ého méa vyhodu zejména v rychlém reakénim case,

cca 10 min [105, 106].
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3 CiL PRACE

Cilem diplomové prace je optimalizace metod stanoveni vybranych metabolita a aplikace

na analyzu v bunkach karotenogennich kvasinek a mikrofas.

V ramci prace byly feSeny nasledujici dil¢i ukoly:
1. ReSerse zamétena na biologicky aktivni latky kvasinek a fas.
2. Optimalizace metod stanoveni karotenoidii, sterolii lipidii a dalSich metaboliti;
kultivace.
3. Aplikace optimalizovanych metod na stanoveni vybranych metaboliti v biomase
karotenogennich kvasinek a mikrofas.

4. Vyhodnoceni a diskuse vysledkd.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a chemikalie
Chloroform p.a., (Lach-Ner Ltd. Ceska republika)

Methanol p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)

Kyselina sirova 96 %, (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)

Ethylacetat HPLC ¢istota (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)
Acetonitril HPLC ¢&istota (Lach-Ner Ltd., Ceské republika)

Methanol HPLC ¢&istota (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)

Hexan HPLC G&istota (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)

Analyticky standard kyseliny heptadekanové (Sigma-Aldrich, Némecko)
Analyticky standard smési karotenoidli (Sigma-Aldrich, Némecko)
Analyticky standard ergosterolu (Sigma-Aldrich, Némecko)
Analyticky standard chlorofylu A (Sigma-Aldrich, Némecko)
Analyticky standard chlorofylu B (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dusiénan sodny p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)

Kvasni¢ny extrakt, HiMedia

Pepton, HiMedia

Glukoza, Lachner

Manodza, Lachner

Xyloza, Lachner

Dihydrat chloridu vapenatého p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)
Kyselina citrénova p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)
Naz-EDTA.2H20 p.a., (Sigma-Aldrich, Némecko)

(NHas)sFe (CsH40O7)2 p.a., (Sigma-Aldrich, Némecko)

Uhli¢itan sodny p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)
Hydrogenfosfore¢nan draselny p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)
Hexahydrat chloridu Zelezitého p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)
Heptahydrat siranu Zeleznatého p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)
Kyselina borita p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)

Tetrahydrat chloridu manganatého p.a., (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dihydrat molybdenanu sodného p.a., (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hexahydrat dusi¢nanu kobaltnatého p.a., (Sigma-Aldrich, Némecko)
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Chlorid zine¢naty p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)

Hexahydrat chloridu kobaltnatého p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)
Chlorid sodny p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)

Siran amonny p.a. (Lachema, Ceska republika)

Mocovina p.a., (Lach-Ner Ltd., Ceska republika)

4.2 Pristroje a pomiicky
Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer (USA)
Termoblok VWR, (CR)
Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
HPLC/PDA sestava: Sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
e Termostat — LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
e Detektor PDA — PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
e Pumpa— MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
e Vyhodnocovaci systém Xcalibur
e Kolona Kinetex Core Shell C18, 150 mm délka, 5,0 um ¢astice, Phenomenex
e Drzak pfedkolony — KJO — 4282, ECOM (CR)
e Predkolona — C18, AJO — 4287, Phenomenex
e Filtry pro HPLC, PRE — CUT, Alltech (GB)
e Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)
e Thermo Scientific TRACETM 1300 Gas Chromatograph, (Thermo Fischer Scientific,
USA)
e Detektor FID (Thermo Fischer Scientific, USA)
e Thermo Scientific Al 1310 Autosampler
e Kolona Zebron ZB-FAME, 30 m x 0,25 mm x 0,20 pum, Phenomenex

4.3 Mikroorganismy

Kmen Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26 byl zakoupen ze Sbirky kultur kvasinek
(CCY, Bratislava, Slovensko). Kmeny tas a sinic byly ziskany ze Sbirky kultur autotrofnich
organismii (CCALA, Tieboti, Ceskd republika). Seznam mikroorganismii je uveden

v tabulce 2.
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Tabulka 2: Seznam pouzitych kmenti fas a sinic

Cislo Mikroorganismus Sbirkové ¢islo kmene (CCALA)
1 Botryococcus braunii 777
2 Chlorella vulgaris 924
3 Botryococcus braunii 260
4 Scenedesmus acutus 437
5 Desmodesmus quadricauda 463
6 Scenedesmus dimorfus 443
7 Scenedesmus obliqus 455
8 Chlamydomonas reinhardtii 928
9 Porphyridium cruentum 415
10 Porphyridium purpureum 416
11 Porphyridium areuginosum 419
12 Rhodella violacea 925
13 Euglena gracilis 349

4.4 Kultivace mikroorganismu

4.4.1 Kultivace kvasinek

Kultivace kvasinek byla vzdy nejprve provedena na agarovém médiu YPD (slozeni:
kvasni¢ny extrakt — 10,0 g/l, pepton — 20,0 g/1, gluké6za 20,0 g/1, agar — 20,0 g/l), kdy pomoci
sterilni klicky byl zaockovan kvasinkovy kmen z kryozkumavky. Po inkubaci misek pii
laboratorni teploté¢ po dobu 72 hod bylo pouzito tekuté YPD médium pro piipravu inokula.
Inokulum bylo pfipraveno ptenesenim kvasinkovych bunék sterilni klickou z YPD agaru do
50 ml sterilniho YPD tekutého média (kvasni¢ny extrakt — 10,0 g/l, pepton — 20,0 g/,
glukéza — 20,0 g/l) do Erlenmeyerovy baiky (250 ml) a kultivovano po dobu 24 hodin,
pii teploté¢ 25 °C, za neustalého tfepani na tfepacce (100 rpm, 50 mm). Pro zajiSténi
odstranéni zbytkového média po kultivaci, byla biomasa inokula promyta destilovanou vodou
a resuspendovana do pavodniho objemu produkéniho média a to vpoméru 1:5

(inokulum:produkéni médium). SloZeni produkénich médii jsou uvedeny v Tabulkach 3 a 4.
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Tabulka 3: SloZeni kultiva¢nich médii s riznymi zdroji dusiku o C/N poméru 70:1

Zaklad Mnozstvi [g/1]
Gluko6za monohydrat 40,42

KH2PO,4 4,0

MgS0Os-7 H20 0,7

Zdroje dusiku Mnozstvi [g/1]
Kvasni¢ny extrakt 2,0

KNOs 1,52

NH4CI 0,80
(NH2)2S04 0,9906
Mocovina 0,45

Tabulka 4: Slozeni kultivaénich médii S riznymi zdroji uhliku o C/N poméru 70:1

Zaklad 1 [g/1] Zaklad 2 [g/l]
Mocovina — 0,45 KNO3 - 1,52
KH2PO4—4,0 KH2PO4 - 4,0
MgSQO4-7 HO - 0,7 MgSO4-7 H.O - 0,7
Zdroje uhliku MnozZstvi [g/l]
Manoza 40,42

Laktoza 34,94

Glycerol 37,57

Xyléza 36,75

Pro nésledny experiment bylo zvoleno médium s manoézou jako zdrojem uhliku a
dusi¢nanem draselnym jako zdrojem dusiku. Byly zkoumany C/N poméry 20; 40; 100 a
120:1, kde bylo zachovano celkové mnozstvi dusiku (0,21 g) a mé€néno mnozstvi manozy

V médiu.

4.4.2 Kultivace mikroras
Zasobni kultury fasovych kmenu byly prockovavany kazdych 20 dni do nového BBM

(Bold-Basal/Bristol medium) média (zelené tasy), ASW (artificial seawater medium) média

(pro Cervené fasy) a Euglena média (pro Euglenu gracilis).
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SloZeni jednotlivych médii — viz tabulka 5 a 6. Pro zaoCkovani jednotlivych kmenti byly
pouzity 20 denni kultury, které byly nafedény na OD (optickd hustota) 0,1 (680 nm) Cerstvym
médiem do Erlenmeyerovych ban€k. Mikrofasy rostly autofototrofné za stalého osvétleni
a teploté 25 °C. Po 14 dnech byla biomasa centrifugovana (9 500 rpm/10 min), promyta

destilovanou vodou a uchovana pii -80 °C do nasledné analyzy.

Tabulka 5: Slozeni médii pro kultivaci mikrotas

Chemické latky Koncetrace [ofl]
BBM ASW Euglena medium

NaNOs; 0,75 - -
MgSO,-7 H0 0,075 6,6 -
CaClz-2 H,O 0,025 1,5 0,01
Na;EDTA-2 H>O 4,5-10° - -
NaCl 0,01 27,0 -
KoHPO4 0,075 - -
KoHPO, 0,175 0,07 -
FeClz -6 H.0 5,82-10% - -
MnCl: -4 H20 2,46-10* - -
Na:MoO4-2 H,0O 2.4-10° - -
ZnCl, 3-10° - -
CoClz 6 H,0 1,2:10° - -
Kvasni¢ny extrakt - - 2
Acetat sodny - - 1
Beef extrakt - - 1
Trypton - - 2
MgCl,-6 H.O - 5,6

KNO3 - 1,0 -
NaHCO3 - 0,04 -

Chemické latky Objem [ml]

1M Tris-HCI; pH 7,6 - 20 ml -
Trace Metal - 1ml -
Chelated Iron - 1ml -

30




Tabulka 6: SloZeni médii pro kultivaci mikrofas — mikronutrienty

Trace metal solution [mg; ml] Chelated Iron solution [mg; mi]
ZnCl; 4,0 mg FeCls-4 H.0 240 mg
H3BO3 60,0 mg 0,05M EDTA, pH 7,6 100 ml
CICI;-6 H.O 1,5mg
CuCl;-2 H,O 4,0 mg
MnCl;-4 H,0O 40,0 mg -
(NH1)6M07024-4 H,O 37,0mg
Destilovana voda 100,0 mli

4.5 Zpracovani biomasy

Po kultivaci fas byl vzorek biomasy centrifugovan pii 4500 rpm po dobu 5 minut
a prii teploté¢ 4 °C. Biomasa byla poté tiikrat promyta 0,1 % roztokem NaCl. Poté byla
biomasa lyofilizovana po dobu 48 hodin a zvazena pro stanoveni. Nasledné byly vzorky

uchovany v mrazéku pii teploté - 80 °C az do doby analyzy.

4.6 I1zolace a analyza karotenoidi

Do plastovych extrakénich zkumavek bylo navdZzeno 1543 mg lyofilizované biomasy,
ktera pak byla rehydratovana ptidavkem 1 ml destilované vody. Takto pfipraveny vzorek byl
ponechan na 20 minut ve tmé. Voda byla odstranéna centrifugaci pii 10 000 rpm/5 min/10 °C.
Po odliti pfebytecné vody bylo k biomase ptidano 300 + 20 mg sklenénych kulicek (primér
250-500 pum, Roth, Némecko) a 1 ml methanolu. Ruptura bunék kvasinkové biomasy byla
zajisténa aktivnim tfepanim vzorku na vortexu po dobu 10 minut. Poté byl obsah zkumavky
pteveden do sklenéné reakéni zkumavky se Sroubovacim vickem a maléa extrakéni zkumavka
byla proplachnuta 2 x 1 ml chloroformu. Sklenéna zkumavka byla vortexovana po dobu
10 minut, poéemz byl znovu ptidan 1 ml destilované vody pro oddéleni fazi. Po dal$im
odstfedéni (3 000 rpm/5 min/4 °C), byla oddélena spodni chloroformova faze s extrahovanymi
pigmenty a nasledné odpaifena pod dusikem pfi teploté 25 °C. Kone¢né byl pak ptidan 1 ml
finalniho rozpoustédla ethylacetat:acetonitril (20:60). Finalni rozpoustédlo s obsahem
extrahovanych pigmenti bylo piefiltrovano ptes injekéni filtr (0,45 pm, PTFE membrana,

13 mm) a pfeneseno do sklenéné vialky pro HPLC analyzu.
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Podminky separace jsou uvedeny v tabulkiach 7 a 8. Obsah jednotlivych pigmenta byl
vypocten podle Kalibra¢nich kiivek (B-karoten, astaxanthin, lykopen, lutein, neoxanthin,

chlorofyl a, chlorofyl b, ergosterol) z regresnich rovnic.

Tabulka 7: Podminky separace

Kolona Kinetex, EVO 150 x 4,6 mm, 2,6 um
Objem vzorku 20 pl

0-13 min: od 100 % A po 100 % B linearné
13-19 min: 100 % B

19-20 min: od 100 % B po 100 % A linearné
20-25 min: 100 % A

Gradientova eluce

PDA 285, 435, 450 a 680 nm
Teplota 25°C
Cas analyzy 25 min

Tabulka 8: SloZeni mobilnich fazi

A B
Rozpoustédlo MnoZstvi Rozpoustédlo MnoZstvi
Acetonitril 840 ml Methanol 680 ml
Methanol 20 ml Ethylacetat 320 ml
0,1 M Tris-HCI (pH=8) 140 ml - -

4.7 1zolace a analyza fykobiliproteini

Jeden ml kultury byl centrifugovan pfi 10 000 rpm, a pak byl suspendovan v 1 ml
extrakéniho pufru (0,1 M Tris-HCIl, pH=7) sobsahem 0,002 M azidu sodného.
Fykobiliproteiny byly extrahovany opakovanym zmrzenim (-80 °C) a rozmrazenim (30 °C),
dokud bunéénd biomasa nezezelenala. Bunééné zbytky byly odstranény centrifugaci
(13000 rpm/5 min) a extrakt byl zfiltrovan ptfes 0,45 um nylonovy filtr. Mnozstvi
fykobiliproteinti bylo méfeno spektrofotometricky pomoci rovnice Bennett a Borogad (1973)
[109].

4.8 Analyza lipidi

Do krymplovaci vialky s objemem 2 ml bylo navazeno 10 + 2 mg lyofilizované biomasy
a piidano 1,8 ml transesterifika¢niho rozpoustédla (15 % (v/v) H2SO4 v methanolu (HPLC
Cistoty), 0,5 mg/ml C17 jako standard) a vzorek byl inkubovan po dobu 2 hodin v termobloku
nastaveném na teplotu 85 °C. Po ochlazeni na pokojovou teplotu byl plny objem vialky
preveden do 4 ml vialky se Sroubovacim vickem a ptidan 0,5 ml 0,05 M NaOH a 1 ml hexanu
(GC cistoty). Vzorek byl vortexovan po dobu 5 minut a po oddé€leni fazi se 0,1 ml

hexanového extraktu z vrchni vrstvy a 0,9 ml ¢istého hexanu napitetoval do sklenéné vialky
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se Sroubovacim vickem pro dalsi GC analyzu. Celkovy obsah lipidd (hm. % celkovych
methylesterit MK v su$in¢) a profil obsazenych mastnych kyselin byl stanoven pomoci
plynového chromatografu Thermo Scientific TRACE™ 1300, vybaven kolonou Zebron
ZB-FAME kolona, 30 m x 0,25 mm x 0,20 um S plamenovym ioniza¢nim detektorem (FID).
Teplotni gradient je uveden v tabulce 9. Jeden pl vzorku byl vstiiknut ve split médu do vstupu
vytemperovaného na 260 °C. Pro identifikaci methylestert MK byla pouZita standardni smés
methylestert MK (C4 — C24; Sigma Aldrich, Némecko) rozpusténych v hexanu. Kvantifikace
byla zaloZzena na internim standadru C17:0 a faktorech relativni odezvy (RRF) vypoctenych

Z 5-bodovych kalibra¢nich kiivek jednotlivych methylesteri MK piitomnych ve standardni

smesi.
Tabulka 9: Teplotni program analyzy
Reten¢ni ¢as [min] | Gradient [°C/min] Cilova teplota [°C] Cas zdrZeni teploty [min]
0 - - -
1 0 80 1
5 15 140 0
21,7 3 190 0
25,5 25 260 1
25,5 STOP - -

4.9 Izolace a analyza exoglykolipidi
Dvacet ml kultiva¢niho média bylo odstiedéno (6500 rpm/5 min), supernatant byl oddélen

a promyt ethylacetitem (5 ml) pomoci tfepani vzorku na tfepacce po dobu 2 hodin.
Exoglykolipidy obsahujici biomasa byla promyta 5 ml ethylacetatu a centrifugovana
(6500 rpm/5 min). Ethylacetatové frakce byly slou¢eny dohromady, odpafeny pod proudem
dusiku a lyofilizovany. Hmotnost ethylacetatového extraktu byla poté zvazena za Ucelem

prepoctu mnozstvi gramti extracelularnich glykolipidd na litr kultury.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace kultiva¢nich podminek pro produkci exoglykolipida a
intracelularnich metaboliti u karotenogennich kvasinek

Pro optimalizaci kultivacnich podminek pro produkci exoglykolipidi byl vybran
karotenogenni kmen kvasinky Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26, u néhoz byla
tato produkce prokazana predchozimi experimenty (neni zahrnuto v této praci) a rovnéz byla
prokazana produkce intracelularnich metaboliti. ZvySend produkce exoglykolipida
je charakteristickd pfitomnosti ,,olejovych® kapek na povrchu produkéniho média

(viz. Obr. 5).

Obr. 5: Ptitomnost olejovych kapek na hladin€ kultury (¢erné Sipky) kmene kvasinky
Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26

5.1.1 Vliv zdroje dusiku na produkci vybranych metaboliti
V prnim kroku byly provedeny kultivace za ptitomnosti riznych zdroji dusiku, jako jsou

dusi¢nan draselny, kvasni¢ny extrakt, siran amonny, chlorid amonny a moc¢ovina. Jako zdroj
uhliku byla pouzita gluk6za. Podminky a slozeni kultiva¢nich médii jsou uvedeny v kapitole
44.1.

V grafu na obrazku 6 je uvedena produkce biomasy Vv pribéhu ¢asu a s riznymi zdroji
dusiku. Jako nejlepsi zdroj dusiku se jevi dusi¢nan draselny, kvasniény extrakt a mocovina.
Pro dals$i experimenty, pak byly vybrany jako nejvhodnéjsi zdroje dusiku dusi¢nan draselny
a mocovina. Vytézky se pak pro tyto zdroje dostaly az na hodnotu okolo 9,0 g/l biomasy pti

submerzni kultivaci. Uplné nejvyssiho vytézku biomasy bylo dosazeno za pouziti dusi¢nanu
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draselného, jakozto zdroje dusiku, ve 144. hoding kultivace, a to konkrétné 9,5 g/l biomasy.
Naopak jako nejhorsi zdroje dusiku byly vyhodnoceny siran amonny a chlorid amonny, proto
pak tyto zdroje dale nebyly v experimentech pouzity. Obecné Gplné nejhor$im zdrojem byl
siran amonny, napii¢ celym Casovym spektrem, avSak konkrétné ve 48. hodiné kultivace,
hodnota biomasy piesahovala pouze hodnotu 4,0 g/l biomasy.

Co se tyce celkového casového horizontu, tak nejvyss$i produkce biomasy byly
zaznamenany po 96 a 144 hodinach. Od 96. hodiny se pravdépodobné kultura dostala
do stacionarni faze, vzhledem k tomu, Ze vytéZky biomasy byly konstatni pro jednotlivé
zdroje dusiku.

Jiru a kol. (2017) uvadgji jako nejlepsi zdroj dusiku siran amonny v kombinaci
s kvasnicnym extraktem a peptonem. Pfi kultivaci v bioreaktorech dosahovalo mnozstvi
biomasy hodnot okolo 17,0 g/l, coz je hodnota vys§i nez naSe, avSak moznou pfi¢inou
je rozdilny zpusob kultivace. Jako dalsi zdroje dusiku také Juri a kol. (2017) pouzili chlorid
amonny opét v kombinaci s kvasniénym extraktem a peptonem, tam vSak byly vytézky
biomasy o néco nizsi, okolo 15,0 g/l. Stejné jako v nasem experimentu byl chlorid amonny

méné vhodnym zdrojem dusiku [110].
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Obr. 6: Produkce biomasy v zavislosti na ¢ase a riznych pouzitych zdrojich dusiku (dusi¢nan
draselny — KNO3, kvasni¢ny extrakt — YE, siran amonny — SA, chlorid amonny — NH4Cl

a moc¢ovina — Urea)

Graf na obrazku 7 znézorfiuje biosyntézu exoglykolipidd, kde rovnéZz nejlepSimi zdroji
dusiku byli dusi¢nan amonny, kvasni¢ny extrakt a mocovina, naopak nejhorsimi zdroji byli

opét siran amonny a chlorid amonny. Amplitudy bylo dosazeno ve 144. hodiné€ za pouziti
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byl pozorovan v 72. a 144. hodin¢ kultivace s pouzitim siranu amonného, a to pouze 0,1 g/1.

U dusi¢nanu draselného pak byl pozorovan mirny pokles mnozstvi exoglykolipidi
mezi 72. a 144. hodinou, a tedy v 96. hodiné kultivace hodnota vytézku poklesla. U chloridu
amonného také Kultura dosahla nejvy$s$i hodnoty v 96. hodiné kultivace, a to 0,3 g/l,
ve 144. hodin¢ pak jiz byla hodnota niz§i. Vytézky pifi pouziti mocoviny pak rostly
Vv zavislosti na ¢ase od hodnoty 0,6 g/l ve 48. hodin¢ kultivace, po 1,6 g/l ve 144. hoding.
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Obr. 7: Biosyntéza exoglykolipidii v pribéhu ¢asu a riznych pouzitych zdrojich dusiku
(dusi¢nan draselny — KNO3, kvasni¢ny extrakt — YE, siran amonny — SA, chlorid amonny —

NH4Cl a moc¢ovina — Urea)

Graf na obrazku 8 pak ukazuje produkci intracelularnich lipidd béhem kultivace
na raznych zdrojich dusiku. Vysledky obécné vykazuji vysoké vytézky obsahu
intracelularnich lipidt, a to téméf 60 % lipida v susiné. Nejvyssich hodnot bylo dosazeno
v 96. hoding kultivace, pak uz mnozstvi kumulovanych lipida spiSe stagnovalo nebo klesalo,
pravdépodobné se tedy kultura dostala do stacionarni faze ristu.

Kvasni¢ny extrakt, jako zdroj dusiku, vykazoval takikra nejvys$S§i hodnotu vytézku,
59 % v 96. hodin¢ kultivace. Nejnizsi akumulace lipidi pak byla pozorovéana na zacatku
kultivace (okolo 37 %).

Nejhors§im zdrojem dusiku, v tomto experimentu, byl siram anonny S mnozstvim okolo
25 % lipidi. Ackoli 1 tento zdroj vykazoval béhem kultivace pomérné vysoké procento
akumulace lipidi, a to az hodnoty blizké 40 %, celkové se jednalo o nejhorsi zdroj. O néco

leps$im zdrojem nez siran amonny, byl chlorid amonny, ktery vykazoval vytéznost nad 40 %
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lipidi. AvSak upln¢ nejleps$im zdrojem byl vyhodnocen dusi¢nan draselny (coz Ize pozorovat
I v predeslych experimentech). Dusi¢nan draselny vykazoval hodnotu 60 % akumulace
intracelularnich lipidd, coz je relativné vysoka hodnota. V zavéru je pozorovana mocovina,
kterd dosdhla maximaln€ hodnot nad 55 % akumulace lipida.

Pokud bude porovnana produkce intracelularnich lipida s odbornou literaturou, tak lze
vychazet zexperimentu kultivace R. kratochvilovae, kde byla jako zdroj uhliku rovnéz
pouzita glukoza, ale zdroje dusiku byly ménény. Konkrétné se jednalo o tyto zdroje: siran
amonny s kvasni¢nym extraktem nebo mocovinou nebo s piidavkem peptonu ¢&i chlorid
amonny s kvasni¢nym extraktem nebo mocovinou nebo s pifidavkem peptonu. Z experimentu
vychazi jako nejlepsi zdroj dusiku siran amonny v kombinaci s kvasniénym extraktem,
kde akumulace lipidi dosahovala hodnoty 47 % v suSiné biomasy. AvSak v nasem
experimentu bylo dosazeno hodnot vysSich, a to blizkych 60 %. Je tedy ziejmé,
7e vhodnéj$im zdrojem je dusi¢nan draselny, ktery byl pouzit v naSem experimentu nez siran
amonny s piidavkem kvasni¢ného extraktu, ktery je uveden v literatute [110].

Jestlize budou porovnany hodnoty pro samotny siran amonny, v naSem experimentu,
bude zavérem, Ze nase hodnoty byly nizsi nez ty, které jsou uvedeny v literatute, a tedy lze
usoudit, ze ptidavek kvasnicného extraktu pravdépodobné pomohl vytézky zvysit.

Pokud tedy kone¢né budou zhodnoceny vsechny aspekty pouzitelnosti nejvhodnéjsiho
zdroje dusiku, vychazi, ze nejlepsi volbou bude pro pouziti dusi¢nan draselny a mocovina,

a to i vzhledem k dostupnosti a cené.
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Obr. 8: Produkce intracelularnich lipida
(kvasni¢ny extrakt — YE, siran amonny — SA, chlorid amonny — NH4Cl, dusi¢nan draselny —

KNO3 a moc¢ovina — Urea)
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Dalsim vhodnym literarnim experimentem pro porovnani je kultivace R. kratochvilovae,
kde bylo pozorovano mnozstvi biomasy a procentudlni obsah intracelularnich lipida
v ¢asovém horizontu az do 168 hodin. Jako médium byla pouzita Zivna puda, kde zdrojem
dusiku byl siran amonny s piidavkem kvasni¢ného extraktu a jako zdroj uhliku poslouzila
melasa. Kone¢né slozeni média, co se tyCe uhlikatych zdroju, bylo: fruktéza — 21,05 %,
glukéza 15,94 % a rezidud sacharozy — 1,29 %.

V samotném experimentu bylo dosazeno maximalni hodnoty koncetrace biomasy 13,0 g/l
ve 120. hodin¢ kultivace. Zde byla kultura pravdépodobné ve stacionarni fazi, protoze v
pozdéjsim Casovém horizontu se vytézek snizil na hodnotu pod 12,0 g/l a nastala tedy faze
odumirani. Co se ty¢e akumulace intracelularnich lipidd, tak tam bylo maxima dosazeno ve
144. hodin¢ kultivace, takika 40 % obsahu lipidd v susin¢ [111].

Bude-li srovnan tento experiment snami provedenym, je zfejmé, Ze s dusi¢nanem
draselnym a mocovinou bylo dosazeno lepSich vysledkii nez se zde uvedenym siranem
amonnym, byt v kombinaci s kvasniénym extraktem, ktery se jevi také jako vhodny zdroj,
ovsem ziejmé jako Cisty, a ne v kombinanci s ¢imkoli jinym [111].

Konkrétné¢ bylo v naSem experimentu dosaZzeno pro siran amonny (bez kvasni¢ného
extraktu) ve stejném case hodnoty okolo 6,0 g/, tedy vyrazn€ niz§i nez v experimentu
z literatury. Co se pak tyc¢e akumulace lipidi, maxima bylo v naSem experimentu dosazeno
v 96. hoding, a to 37 % lipida v susing, avsak ve 144. hodin¢ bylo dosazeno pouhych 27 %
obsahu lipidii, kdezto Vv literatufe je uvedena hodnota ve 144. hodiné€ okolo 40 % akumulace
lipidl v susin¢ biomasy. Je tedy zfejmé, Ze melasa, kterd obsahuje nejen glukézu (jak tomu
bylo v nasem experimentu), ale i fruktozu a rezidua sachardzy, se jevi byt vhodnéj$im
zdrojem uhliku nez samotna glukéza [111].

Posledni graf této kapitoly (Obrazek 9) zobrazuje celkové mnozstvi vyprodukovanych
karotenoidd kvasinkami v médiu s riznymi zdroji dusiku — kvasni¢ny extrakt, siran amonny,
chlorid amonny, dusi¢nan draselny a mocovina. Jako zdroj uhlik byla pouzita glukoza.

NejlepSim zdrojem pro produkei karotenoidi je dle vysledki mocovina, kde bylo dosazeno
hodnoty ptes 2,8 mg/g karotenoidii na gram biomasy. Avsak tohoto vysledku bylo dosazeno
az v posledni fazi kultivace, ve 144. hodin¢, diive patiila mocovina spiSe mezi ty horsi zdroje
dusiku pro syntézu karotenoidi. Béhem kultivace od 48. po 96. hodinu byla hodnota pro
Nasledujicim vhodnym zdrojem dusiku se jevi dusi¢nan draselny, ktery ale také zvysil

produkci na své maximum az ve 144. hodin¢ kultivace, a to konkrétné na hodnotu 2,5 mg/g.
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V prvnich 96 hodinach kultivace rostly hodnoty vytézki karotenoidii viceméné linearné
od hodnoty 1,0 mg/g az po 1,3 mg/g, az ve 144. hoding je pozorovan rapidni narast.

Primérné horsimi zdroji dusiku pro biosyntézu karotenoidt jsou kvasni¢ny extrakt, chlorid
amonny a siran amonny. Nejniz$i hodnota byla pozorovéna v 72. hodin€ pro kvasni¢ny
extrakt, a to téméf 1,1 mg/g. Maximem pro tento zdroj byla hodnota dosazena v 96. hodiné
kultivace, a to 1,25 mg/g. Pro siran amonny bylo nejvyssi hodnoty dosazeno v 96. hoding,
svym maximem v 72. hoding, a to takika 1,6 mg/g a minimem ve 48. hodiné — 1,34 mg/g.

Nejcasteji se mezi karotenoidy vyskytoval B-karoten, torulen a malé mnozsvi lykopenu.
Tyto karotenoidy byly stanoveny dle bézné standardizace a porovnanim se znamymi
standardy.
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Obr. 9: Produkce celkovych karotenoidtl (kvasni¢ny extrakt — YE, siran amonny — SA,

chlorid amonny — NH4Cl, dusi¢nan draselny — KNO3 a moc¢ovina — Urea)

5.1.2 Vliv zdroje uhliku na produkci vybranych metaboliti
Dalsim krokem experimentu byl vybér uhlikatych zdroja, které byly zvoleny podle drop

testll z experimentl diplomové prace Ing. Moniky Roubalové, kdy tento kmen vykazoval
nejlepsi riist na mandze, laktoze, glycerolu a xyléze. U jinych monosacharidii byl riist ptili§
inhibovan, a proto nebyly v této praci zahrnuty [112].

Jako zdroj dusiku byl vybran dusi¢nan draselny a mocovina, jelikoz tyto dva zdroje
vykazovaly v piedchozim experimentu (viz. Kap. 5.1.1) nejvys$§i vytézZky biomasy,

intracelularnich lipidd a hlavné exoglykolipidi. Vysoké vytézky byly rovnéz sledovany
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u kvasni¢ného extraktu, ktery je vSak narocnym zdrojem vzhledem ke své cen¢ v porovnani
se dvéma vyse vybranymi.

Na obrazku 10 pak mizeme pozorovat graf, ktery hodnoti produkci biomasy v zavisloti
na Case a s pouzitim riznych zdroja uhliku, jako je laktdéza, mandza, glycerol a xyldza. Jako
zdroj dusiku byla pouzita mocovina.

Uplné nejhorsim zdrojem v experimentu byla laktoza, ktera je tedy pro kvasinku nejménd
vhodnym zdrojem uhliku, pravdépodobné kvuli absenci, ¢i nedostatku, laktdzy k rozstépeni
disacharidu na vyuzitelné monosacharidy. VytéZek biomasy byl maximalné jen okolo
1,0 — 1,5 g/l. Po laktéze nasledoval, také jako méné vhodny zdroj uhliku, glycerol, ktery
vykazoval hodnoty lehce nad 2,0 g/l biomasy a tyto hodnoty byly velmi podobné i napfic
celym ¢asovym horizontem. Velmi podobné jako glycerol se jevi i xyloza, ktera vykazovala
mirné lepsi vysledky, a to nejvice asi v 72. a 144. hodiné, kdy bylo dosazeno hodnot okolo
3,0 g/l

Jako nejlepsi zdroj uhliku byla bezkonkure¢né mandza, kterd na pocatku experimentu
vykazovala hodnoty okolo 6,0 g/l, az po 10,0 g/l biomasy ve 144. hodiné¢ kultivace.
Je evidentni, Ze tento zdroj byl uplné nejvhodnéjsi a kvasinkam tedy nejvice vyhovoval.

Lze tedy zhodnotit, ze jako nejlepsi zdroj uhliku a dusiku pro produkci biomasy
Vv zavislosti na ¢ase, se jevi mocovina a manoza.

V piedchozim experimentu, pifi vyuziti mocoviny, jako zdroje dusiku, byl ziskén
maximalni vytézek okolo 9,0 g/l, kdy zdrojem uhliku byla glukoza. Zde lze pozorovat,
ze pfi stejném zdroji dusiku a mandze, jako zdroji uhliku, byly ziskany jesté o néco lepsi
vysledky (10,0 g/). Je tedy ziejmé, Ze mandza je pro tento experiment jesté lepSim zdrojem

uhliku nez glukéza, byt rozdil neni nijak zasadni.
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Obr. 10: Produkce biomasy v prib&hu ¢asu a riznych pouzitych zdrojich uhliku a moc¢oving

jako zdroji dusiku (laktoéza — Lakt, mandza — Man, glycerol — Gly a xyloza — Xyl)

Nize vykresleny graf pak vypovidd o produkci exoglykolipidii v zavislosti na Case
S pouzitim rdznych zdroji uhliku a jediného zdroje dusiku — mocoviny. Situace se analogicky
opakuje, stejné jako u produkce biomasy s riznymi zdroji uhliku. A tedy nejvhodnéjSim
zdrojem uhliku pro produkci exoglykolipidii je mandza a zbylé zdroje nechava daleko
za sebou. S pouzitim manozy bylo dosazeno hodnot az 1,4 g/l exoglykolipidu.

Druhym nejlepS§im zdrojem se jevi glycerol, kde bylo dosazeno maximalniho vytézku
v 96. hodin¢ kultivace, a to lehce nad 0,2 g/l exoglykolipidt. Ostatni zdroje vykazovaly velmi
nizké hodnoty v porovnani s manozou, a to ptiblizné okolo 0,1 g/I.

Bude-li porovnavana produkce exoglykolipidu s pfedchozim experimentem, zavérem bude,
Ze koncentrace exoglykolipidii byla v tomto experimentu o néco nizsi (diive 1,8 g/l, nyni
1,4 g/1). Glukoza v kombinaci s mo¢ovinou se tedy jevi, pro produkci exoglykolipidu,

jako mirné vhodnéjsi zdroj.
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Obr. 11: Biosyntéza exoglykolipidi v prub&hu ¢asu a riznych pouzitych zdrojich uhliku a

mocoviné jako zdroji dusiku (laktoza — Lakt, mandza — Man, glycerol — Gly a xyloza — Xyl)

Na dalsim grafickém zobrazeni, na obrazku 12, je mozné vidét procentudlni obsah
intracelularnich lipidd v susing€. Zde byly opét pouzity rizné zdroje uhliku (mandza, glycerol,
Xyloza a lakt6za) a jako zdroj dusiku byla opét pouzita mocovina.

| na tomto grafu je ziejmé, ze nejvhodnéjsim zdrojem uhliku byla znovu mandza.
Avsak celkové nebylo dosazeno tak vysokych hodnot jako pii kultivaci s dusi¢nanem
draselnym a glukozou (viz. kap. 5.1.1).

Pfi pouziti mandzy bylo dosaZzeno maximalni hodnoty v 96. hodiné, a to asi 55 %
intracelularnich lipidd v susiné. Ve 144. hodiné se kultura pravdépodobné dostala do faze
odumirani a vytézek se zacal sniZovat.

Co se tyce glycerolu a xylozy, tak tam byly vytézky napfi¢ spektrem pomérné podobné.
Maxima doséahl glycerol v 72. a 144. hoding, a to pfiblizné 17 % obsahu intracelularnich
lipidii. U xylézy bylo dosazeno maxima ve 144. hoding, a to 20 % obsahu. Nejméné vhodnym

zdrojem je zde evidentné laktoza, ktera celkové nevedla k produkci vyssi nez 8 %.
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Obr. 12: Biosyntéza intracelularnich lipid v prubéhu ¢asu a riznych pouzitych zdrojich
uhliku a moc¢oving jako zdroji dusiku (laktéza — Lakt, man6za — Man, glycerol — Gly a xyl6za
- Xyl)

Obrazek 13 graficky zobrazuje celkovou produkci karotenoidi R. kratochvilovae,
kdy zivné médium obsahovalo mocovinu jako jediny zdroj dusiku a rGzné zdroje
uhliku — glycerol, manéza, xyldza a laktoza.

Evidentné nejlepsi zdroj v tomto experimentu je xyldza, coz tedy zna¢né narusuje analogii
predeslych experimentiim, kde prvenstvi patfilo zejména mandze, kdy ta je zde pfesunuta
az na druhé misto, snejvyssi produkci ve 144. hodiné¢ kultivace s hodnotou 1,4 mg/g
karotenoidd. Xyloza dosahla svého maxima rovnéz ve 144. hodin¢ kultivace, a to 1,5 mg/g
a s touto hodnotou si zasluhuje post nejvhodnéjsiho zdroje produkce karotenoidi kvasinkami.
Co se ty¢e minimalnich hodnot pro tyto zdroje uhliku, tak pro man6zu bylo minima dosazeno
ve 48. hoding, 1,0 mg/g a pro xylozu také ve 48. hoding, a to hodnoty jen 0,9 mg/g
karotenoidd.

Zajimavy je i pokles hodnot produkce karotenoidi pro xylozu v 96. hodiné (pad z 1,4 mg/g
na 1,1 mg/g a opétovny narast na 1,5 mg/g na sklonku kultivace), kdy kultura nejspise
stradala na zakladnich zivinach, a proto doslo K poklesu biosyntézy sekundarnich metabolita,
jako jsou, zde zmiflované, karotenoidy.

Nejhor$im zdrojem byla urcité laktdza, ktera syntetizovala v maximu pouze 0,87 mg/g
karotenoidu. Avsak z pocatku kultivace byla situace jesté horsi a nejnizsi hodnota pro laktozu,

i pro cely experiment, byla dosazena ve 48. hoding, at to 0,3 mg/g.
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Mezi primérné zdroje lze zatadit glycerol, ktery dosahl své amplitudy ve 144. hoding,
a to 1,2 mg/g. Obecné, béhem celé kultivace, hodnoty pro glycerol kolisaly okolo hodnoty
1,1 mg/g.

V porovnani s pfedchozim experimentem produkce karotenoidi na médiu s riznymi zdroji
dusiku a glukézou, jako jediném zdroji uhliku, doslo k zasadnimu poklesu hodnot celkovych
karotenoidu. A to nasledovné: diive byla hodnota celkovych karotenoidi pro mocovinu, jako
zdroj dusiku a glukézu, jako zdroj uhilku, az okolo 2,8 mg/g karotenoidd, kdezto zde bylo
dosazeno maxima (pro xylozu) 1,5 mg/g, a to ve stejném kultivaénim €ase (144 hodina).

Pak je tedy zfejmé, Ze pro produkci karotenoidii je vhodngj$i kombinace mocoviny

s glukdzou nez s jinymi zdroji sacharidu.
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Obr. 13: Biosyntéza karotenoidu v prub¢hu ¢asu a riznych pouzitych zdrojich uhliku a

mocoving jako zdroji dusiku (laktéza — Lakt, mandza — Man, glycerol — Gly a xyl6za — Xyl)

Graf na obrazku 14, pak znazorniuje produkci biomasy v pribéhu ¢asu s pouzitim riznych
zdrojt uhliku a dusi¢nanu draselného, jako jediného zdroje dusiku.

Evidentn€ nejlepsim zdrojem uhliku je v tomto experimentu opét mandza, a to konkrétné
ve 144. hodingé, kdy je mozné pozorovat vytézky az okolo 9,5 g/l biomasy. V ¢asovém
horizontu od pocatku kultivace, kdy byla hodnota pro manézu po 48. hodiné 7,2 g/l, vytézky
postupné rostly, avSak ne tak rapidné, jako na samém zacatku kultivace. Tento fakt vypovida
o tom, ze mandza je pro kvasinky opravdu vhodnym zdrojem uhliku v kombinaci s KNOs,
kdy i pii kratké expozici studovaného kmene takto sestavenému médiu, dochazi nejspise

k nejrychlejsi adaptaci na zvolené substraty v porovnani s predchozimi vysledky.

44



Obecné lze fict, ze dusi¢nan draselny je méné vhodnym zdrojem dusiku nez mocovina,
protoze v predeslém experimentu, bylo pro manézu dosazeno hodnoty az okolo 10,0 g/l,
coZ je pro biomasu maximum napii¢ spektrem vSemi z vykonanych experimentid. OvSem
srovnatelné hodnoty biomasy, tedy okolo 9,5 g/l, bylo dosazeno v experimentu, kdy byla
zdrojem uhliku glukéza a zdrojem dusiku, jiz zminovany, dusi¢nan draselny.

Druhym nejvhodnéj$im zdrojem uhliku byla xyléza, ktera na sklonku kultivace dosahovala
hodnot okolo 6,2 g/l. NejnizSich hodnot pro xylézu bylo dosazeno na pocatku kultivace,
asi 1,3 g/l, kde pak hodnota béhem kultivace de facto linearn¢€ rostla, az ke zminénému
maximul.

I zde je mozné porovnat mnozstvi biomasy s experimentem s vyuzitim mocoviny
a xylozy — hodnoty byly pro tuto kombinaci naopak nizsi, jen okolo 3,5 g/l, nez pro
kombinaci mocoviny a manodzy. Lze tedy vyvodit, Ze kombinace mocoviny s mandzou
vykazuje lepsi vysledky nez manoza s dusi¢énanem draselnym, ale naopak xyloza, jako zdroj
uhliku, 1épe funguje v kombinaci s dusi¢nanem draselnym nez s mocovinou.

Upozadénymi zdroji uhliku zde jsou glycerol a hlavné laktoéza. Zatimco glycerol se béhem
kultivace dostal alespofi k hodnoté 3,38 g/l, laktoza vykazovala vysledky mnohem horsi,
maximalné 0,61 g/l a nelze prehlédnout, ze v ¢asovém horizontu vytézky takika nerostly, coz

opétovné potvrzuje, ze laktéza vhodnym zdrojem opravdu neni.
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Obr. 14: Produkce biomasy v prubéhu ¢asu a riznych pouzitych zdrojich uhliku a dusi¢nanu

draselném jako zdroji dusiku (lakt6za — Lakt, manoza — Man, glycerol — Gly a xyloza — Xyl)
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Gaficky vystup dal§iho experimentu (obr. 15) vypovida o mnozstvi biosyntetizovanych
exoglykolipidii pfi kultivaci na médiu s riznymi zdroji uhliku a jedinym zdrojem dusiku —
dusi¢énem draselnym, v zévislosti na Case.

Opét je zde bezkonkurencné nejlepSim zdrojem uhliku mandza, ktera dosahla nejvyssich
vytézkil, a to az okolo 2,0 g/l ve 144. hodin¢ kultivace. Na grafu lze vidét takika vystavni
linearni rist biosyntézy exoglykolipidli pro manozu, béhem celé doby kultivace.

Pokud bude znovu porovnana koncentrace exoglykolipidi s pfedeslym experimentem
(mocovina, jako zdroj dusiku), vysledkem bude, ze vhodnéjSim zdrojem pro biosyntézu
exoglykolipidi se jevi dusi¢nan draselny, vzhledem k tomu, Ze Vv pfedchozim experimentu
bylo dosazeno maximalnich hodnot jen okolo 1,4 g/l exoglykolipidi.

Jako nasledujici nejvhodnéjsi zdroj, vychazi laktoza, coz je ale vzhledem k celku velmi
nahodily vysledek, ktery bude nejspiSe zatiZzen jistou chybou, byt vykazuje velmi malou
odchylku méfeni. Pro laktozu, a to pouze ve druhém dni kultivace, bylo dosazeno hodnoty
0,5 g/l, ktera ale s Casem razantn¢ klesla az k hodnoté okolo 0,1 g/I. Primérné se tedy druhym
nejlepsim zdrojem jevi xyloza s vytézkem okolo 0,3 g/l od 72. az po 144. hodinu kultivace.

Ve srovnani s mandzou jsou vSak vSechny ostatni zdroje pomérné nevhodné a na samém

dné 1ze vyhodnotit pravdépodobné glycerol s pouhymi 0,05 — 0,13 g/I.
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Obr. 15: Biosyntéza exoglykolipida v prub&hu ¢asu a riznych pouzitych zdrojich uhliku
a dusi¢nanu draselném jako zdroji dusiku (laktoza — Lakt, man6za — Man, glycerol — Gly
a xyloza — Xyl)
Na dalsim obrazku je graficky vyobrazena biosyntéza intracelularnich lipida ve stejném
¢asovém horizontu, jako u ptedchozich experimenti, s riznymi zdroji uhliku a s KNO3 jako

jedinym zdrojem dusiku.

46



Nejvyssi procento intracelularnich lipidi v suSin€, konkrétné 57 %, bylo kumulovéno
u mandzy, jakozto pouzitého zdroje dusiku, a to ve 144. hodin¢ kultivace. U experimentu
s mocovinou, jako zdroji dusiku, a mandzy, jako zdroji uhliku, byly hodnoty obsahu lipida
V susiné o néco niz8i (asi 57 %), rozdil je vSak pomérné¢ maly. Jedinym rozdilem bylo,
ze v experimentu s mocovinou a mano6zou bylo maxima dosazeno v 96. hodiné kultivace
a zde az ve 144. hodiné.

Druhym nejadekvatnéjsim zdrojem uhliku byla xyldza, kterd dosahovala hodnoty asi 35 %
nakumulovanych lipidi v suSiné ve 144. hodin¢ kultivace a tento trend byl zachovan jiz
z predchoziho experimentu s mocovinou, akorat maximalni hodnota ¢itala 20 %, tedy byla asi
0 15 % nizsi nez zde.

V zapéti za xylozou byl nejvhodnéjsim zdrojem glycerol, ktery se dostal k hodnotam okolo
27 %, také ve 144. hodin¢ kultivace. Nejméné vhodnym zdrojem byla opét laktoza, ktera byla
schopna vyprodukovat pouze 20 % intracelularnich lipida v susing.

Trend potadi vhodnosti zminénych zdroji uhliku byl zachovan i v experimentu, kde byla
zdrojem dusiku mocovina, avsak celkové bylo dosazeno o néco nizsich nebo srovnatelnych
hodnot, snad jen kromé& kombinace mocoviny s mandézou ve druhém dni Kultivace,
kdy hodnota byla okolo 47 % a zde (dusi¢nan draselny a manoza) je ptiblizné o 12 % niZsi.

Obecné vsak lze konstatovat, ze ve vSech experimentech, kde byla sledovana kumulace
intracelularnich lipidi v suSin¢ biomasy, bylo dosazeno pomémné vysokych vytézki.
U kombinace glukézy s dusi¢nanem draselnym, jako zdroji uhliku a dusiku, bylo maximalni
hodnoty dosazeno v 96. hoding, a to 60 % lipidi. Pokud zhodnotime, jako zdroje uhliku
a dusiku, mandzu a mocovinu, nejvyssi vytézek byl rovnéz dosazen v 96. hodin¢ kultivace,
a to 55 %. A kone¢né pro kombinaci zdroji uhliku a dusiku — manéza a dusi¢nan draselny —

bylo maxima dosazeno ve 144. hoding, a to hodnoty 58 % intracelularnich lipidd v suSiné.
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Obr. 16: Biosyntéza intracelularnich lipidt v prubéhu ¢asu a riznych pouzitych zdrojich
uhliku a dusi¢nanu draselném jako zdroji dusiku (laktoza — Lakt, mandza — Man, glycerol —

Gly a xyloza — Xyl)

Co se ty¢e odbornych ¢lankli ohledné kultivace kvasinek na zivném médiu s riznymi
zdroji uhliku, bylo komplikované najit publikace, kde by se jako zdroj uhliku vyskytovala
manéza a jako zdroj dusiku mocovina nebo dusi¢nan draselny, jako tomu bylo v naSich
experimentech. Vétsina odbornych publikaci uvadi vyuziti jako zdroj uhliku spise glukozu,
eventualné xylézu ¢i glycerol, které jsou lépe dostupnymi zdroji neZ napiiklad mandza
nebo laktdza [113].

Galafassi a kol. (2012) vsak uvadéji ve svém experimentu hodnoty vytézkt biomasy
a lipidi za vyuziti riznych zdroji uhliku (glukoéza, xyloza, galaktdza, manodza, celobidza
a glycerol) a siranu amonného a kvasni¢ného extraktu, jako zdroje dusiku. Vysledky tohoto
experimentu pro kultivaci u Rhodotorula graminis jsou uvedeny v tabulce 10. Kultura
dosahovala nejvyssich vytézk ve 140. hodin¢ kultivace, ktera probihala v Erlenmyerovych
bankach po dobu 6-ti dni [113].
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Tabulka 10: Vytézky biomasy a lipida u Rhodotorula graminis s riznymi zdroji uhliku
[113]

Zdroj

Glukéza Xyloza Galaktéza | Manoza | Celobioza | Glycerol
uhliku

Cas
[hod.]

140 140 190 140 140 140 140

Biomasa
[o/1]

Vytézky

lipidu v
4042 17+1 2141 2442 24+1 16+1 2241

Z tabulky 10 je zifejmé, Ze nejvhodnéjsim zdrojem uhliku pro produkci biomasy byla
gluko6za, avSak manoza je hned na druhém misté. Mnozstvi biomasy pro kultivaci s man6zou
je pouze o cca 1,5 g/l niz§i nez pii pouziti glukozy. Ostatni uhlikaté zdroje vykazovaly
pomérné podobné hodnoty koncentrace biomasy (okolo 12,0 — 13,0 g/l), avsak o néco nizsi
nez glukdza a mandza [113].

V nasich experimentech, kde byl sice pouzity jiny zdroj dusiku (dusi¢nan draselny
nebo mocovina) jsme nejvysSi hodnoty dosahli ve 144. hodiné kultivace, pfi kombinaci
mocoviny s manoézou (10,0 g/l), hned zahy byla nejvyssi koncentrace pro glukézu a dusi¢nan
draselny a stejna hodnota i pro mané6zu a dusi¢nan draselny (9,5 g/l).

Co se tyCe vytézku lipidt, tak tam jsou vysledky uvedené v odborné publikaci hluboko
pod vysledky, které byly dosazeny v naSich experimentech. V publikaci byl nejvyssi vytézek
lipidd dosazen pro glukozu, jako zdroj uhliku, a to 40 % lipidi v susiné biomasy. V nasem
experimentu, kde byla rovnéz glukéza zdroj uhliku a siran amonny zdroj dusiku, bylo
maximalni hodnoty dosaZeno v 72. hodiné kultivace, a to hodnoty blizké 35 % avSak
pii pouziti kvasni€ného extraktu, byla maximalni hodnota blizka 60 %, cili o 20 % vySsi.
Totéz plati pro dusi¢nan draselny, pro ktery bylo také dosaZeno v 96. hodiné hodnoty 60 %
akumulace intracelulérnich lipidt. Pokud ale bude porovnana hodnota pro jiné zdroje uhliku,
pak také bylo v nasich experimentech obecné dosazeno vyssich hodnot, zejména co se tyce
mandzy. Nase biomasa obsahovala v suSiné¢ okolo 50 % lipidi ve stejném case, avSak
v ¢lanku bylo dosazeno hodnot pouze okolo 24 %, coz je podstatné méne. Rozdilnym

faktorem je zde zdroj dusiku, kde v naSem experimentu byla pouzita mocovina, piipadné
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dusi¢nan draselny (maximalni hodnota az okolo 60 %) a v ¢lanku byl pouZity siran amonny
s ptidavkem kvasni¢ného extraktu. Pro xylézu a glycerol, které byly pouzity i v nasem
experimentu, jako alternativni zdroje uhliku, bylo dosazeno hodnot podobnych, jako
Vv publikaci, hovotime-li 0 experimentu s mocovinou, jakozto zdrojem dusiku. Pokud budou
porovnany hodnoty zexperimentu s dusi¢nanem draselnym, jako zdrojem dusiku, bylo
v naSich podminkach dosazeno hodnot vyssich, a to pro xylézu az 35 % a pro glycerol az 28
% [113].

Rozdilné hodnoty vytézki mezi naSim experimentem a experimentem z publikace bude
vyprodukovanému niz§imu mnozstvi biomasy nase prace poskytuje vyrazné vyssi akumulaci
lipidt, nez-li v uvedenych publikacich.

Graf na obrazku 17 znazoriiuje vysledky hodnot biosyntézy celkovych karotenoida
na riznych zdrojich uhliku (laktéza, mandza, glycerol a xyldza) a dusi¢nanu draselném, jako
jediném zdroji dusiku. Na rozdil od experimentu s mocovinou je zde jako nejlepsi zdroj
vyhodnocen glycerol, pro kterého bylo dosafeno maxima ve 144. hodin¢ kultivace,
a to 2,7 mg/g karotenoidi. Béhem prvnich fazi kultivace vSak hodnoty pro glycerol byly
podstatné nizsi (0,6 mg/g ve 48. hoding, az po 1,3 mg/g v 96. hoding), coz muze byt
zpusobeno upozadénim syntézy a stimulace produkce karotenoidu, jako, v této fazi, méné
vhodného metabolitu.

Dalsim nejvhodnéjs$im zdrojem v tomto experimentu byla mandza, které hodnoty v prvnich
96 hodinach oscilovaly okolo hodnoty 1,2 mg/g, teprve ve 144. hodiné byl pozorovan
nejvyssi vytézek, a to 2,2 mg/g karotenoidi.

Mezi méné vhodné zdroje lze zafadit xylozu (ktera byla v experimentu s mocovinou
vitézem), kterd nedosdhla hodnot vyssich nez 1,97 mg/g ve 144. hodiné¢ a minimum je pak
mozné vidét na zaCatku kultivace, ve 48. hodiné, a to 0,7 mg/g. Ve vétsin¢ naSich
experimentll je mozné pozorOvat nejniz$i vytézky v uvodu kultivace a tato analogie
je zachovana i zde. Kultura se z pocatku pfizptisobuje podminkam, které médium nabizi
a jak je vSeobecné znamo, sekundarni metabolity jsou metabilozovany az ve stacionarni fazi,
kdy na zacatku kultivace se kultura nachazi spiSe ve fazi exponencialni.

Nejhor§im zdrojem pro produkci karotenoidi byla laktéza, kterda maximalné
vyprodukovala 0,7 mg/g a minimalné¢ 0,4 mg/g, paradoxné¢ az na konci Kkultivace,
ve 144. hodiné. Kultura pravdépodobné prosla stacionarni fazi mezi 72. a 96. hodinou

a na konci kultivace se jiz dostala do faze odumirani.
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V experimentu, ktery probihal za stejnych podminek jako tento, s tim rozdilem, Ze zdrojem
dusiku byla mocovina, si lze povSimnout, Ze v tomto experimentu bylo dosazeno vysSich
vytézkl, byt to neni nijak zasadni. Pro mocovinu, jakozto zdroj dusiku, bylo maxima
dosazeno ve 144. hodin¢ pro xylozu, a to 1,5 mg/g, zatimco zde byl vitézem glycerol,
ve stejném kultiva¢nim ¢ase, ale s hodnotou 2,7 mg/g celkovych karotenoidi. U laktozy

muzeme propad na konci kultivace pozorovat v ptipadé obou experimentt.
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Obr. 17: Biosyntéza karotenoidt v prib¢hu ¢asu a riznych pouzitych zdrojich uhliku a
dusi¢nanu draselném jako zdroji dusiku (laktoza — Lakt, mandza — Man, glycerol — Gly a

xyloza — Xyl)

Pokud budou nase experimenty pro biosyntézu karotenoidti porovnany s témi, které byly
uvedeny v odbornych publikacich, tak obecné v nasem méfitku bylo dosazeno vysledki
lepsich. Dle vysledka (tabulka 11) z publikace Saenge a kol. (2011) je ziejmé, ze jak vytézky
biomasy, tak lipidu i karotenoidd, jsou niz$i nez ty naméfené v nasich experimentech [46].

Zvyraznéné hodnoty v tabulce 11 jsou nejvyssi napfi¢ uvedenym experimentem z odborné
publikace, a to pro kultivaci kvasinky R. kratochvilovae v bioreaktoru na médiu s glukozou,
jako zdrojem uhliku a kvasni¢nym extraktem, jako zdrojem dusiku. Hodnota biomasy ¢itala
maximalné 6,33 g/l, kumulace lipidii byla ve vysi takika 33 % a biosyntéza karotenoidii
dosahovala hodnoty okolo 130 mg/l [46].

V naSem experimentu bylo pro kvasinku téhoz druhu a za stejnych kultivaénich podminek
dosazeno hodnot okolo 9,0 g/l biomasy a 60 % kumulace lipid. Karotenoidy na tomto zdroji

dusiku nebyly stanoveny, nebot’ vzhledem k dostupnosti a cené kvasni¢ného extraktu, byl
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tento zdroj vyhodocen jako nevhodny. Lze vSak porovnat vytézek karotenoida pro kultivaci
s glukézou a mocovinou, kde v publikaci hodnota citala ptiblizné 110 mg/l celkovych
karotenoidd, kdezto v nasem experimentu byla hodnota rovna 2,8 mg/g (2 800 mg/l),

tedy mnohonasobn¢ vyssi.

Tabulka 11: Vliv variability dusikového zdroje na produkci biomasy, lipida a karotenoidi

[46]
Zdroj dusiku Biomasa Vytézek lipida Vytézek
[o/1] Vv suSiné [%0] karotenoida [mg/l]
Kvasni¢ny extrakt 6,33+0,01 32,63+0,08 129,94+1,68
Mocovina 5,44+0,01 29,11+1,41 109,11+1,55
Pepton 4,46+0,03 26,89+2,04 99,55+1,09
Siran amonny 6,29+0,16 29,15+1,41 115,76+2,49
Dusi¢nan amonny 4,80+0,11 27,77+0,01 105,85+1,57
Chlorid amonny 4,19+0,04 26,82+1,27 92,74+1,24

5.1.3 Vliv riiznych C/N pomérii na produkci vybranych metaboliti
C/N pomér vypovidd o pomérovém =zastoupeni uhliku a dusiku v zivném médiu.

Tento aspekt je velmi dulezitym kritériem pro dosazeni maximalni produkce vybranych
metaboliti a hraje v téchto procesech klicovou roli. Je vSeobecné znamo, ze pfi nizkych
koncentracich dusikatého zdroje (pomér C/N je 20:1), dochazi k pomalejsi utilizaci uhlikatého
zdroje, ale 1 pfesto byva zdroj vyCerpan pomérné rychle, a tedy kultura nemd dostatecny
Casovy prostor pro produkci pozadovanych metaboliti. Co se ty¢e vlivu C/N poméru
na produkci biomasy, tak lze fict, ze ¢im vétsi C/N pomér je, tim vétSich vytézkt biomasy
jsme schopni dosahnout [114].

Obecné plati, ze klepsi produkci nekterych metaboliti oleogennimi mikroorganismy,
dochézi v ptipad¢, Ze kultura postrada (hladovi 0) dusik. Proto je logicka pozitivni korelace
mezi C/N pomérem a produkci metabolitl ¢i vytézky biomasy [114].

Graf na obrazku 18 popisuje zavislost produkce biomasy na ¢ase a riznych koncentracich
manozy, jakozto zdroje uhliku. Jako zdroj dusiku byl zvolen, dfive experimentalné provéteny,
dusi¢nan draselny. Pouzity byly poméry C/N = 20; 40; 100; 120:1 (C/N = 70:1 byl pouzit
Vv predchozich experimentech).

Z grafu je ziejmé, Ze nejvyssich vytézkt biomasy bylo dosazeno pti nejvyssi koncentraci

manozy, a to ve 168. a 192. hodiné kultivace, konkrétné okolo 15,0 g/l. Pomérné piivétiva
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je situace 1 u C/N poméru 100:1, kde bylo nejvysSiho vytézku dosazeno ve 168. hodiné
kultivace, a to s hodnotou piesahujici 14,0 g/l biomasy.

koncentrace biomasy na zacatku kultivace, a to pouhé 4,0 g/l. Tato koncentrace
pak s ¢asovym horizontem jiz nerostla, spiSe mirn¢ poklesla ke konstatni hodnoté okolo
3,8 g/l. Co se tyce poméru 40:1, tak zde bylo také nejvyssiho vytézku dosazeno ve 48. hodiné
kultivace (7,0 g/1), dale hodnota spise klesala a pohybovala se okolo 6,0 — 6,5 g/l.

Ve srovnani produkce biomasy v riznych C/N pomérech, bylo dosazeno vyssich vysledkt
nez v predeslych experimentech. V experimentu, kde byla zdrojem uhliku mano6za a zdrojem
dusiku dusi¢nan draselny, bylo dosazeno maximalnich hodnot okolo 9,5 g/,
a to ve 144. hodiné kultivace. Zde bylo dosazeno ve 144. hodiné, pro nejvyssi C/N pomér,
ptiblizné o vice nez 4,0 g/l vyssiho vytézku, ktery s ¢asem jesté rostl, az k maximdalni hodnoté
15,0 g/l. C/N pomér ma tedy na vysledné mnozstvi biomasy zasadni vliv.

Braunwald a kol. (2013) zkoumali vytézky biomasy u Rhodotorula sp. v zavislosti na C/N
pomérech a Case. Jako zdroj uhliku byla pouzita gluk6za a jako zdroj dusiku siran amonny.
Pii poméru 20:1 bylo maximalniho vytézku dosazeno v 96. hoding, a to okolo 6,0 g/l,
pro pomér 70:1 bylo maxima dosaZeno az ve 216. hodin¢ kultivace, a to 11,0 g/l a konecné
u poméru 120:1 bylo dosazeno maxima také ve 216. hodiné kultivace, a to az 12,0 g/l.
Z uvedného tedy vyplyva, ze pro maximalni vytézky biomasy byl nejvhodnéjsi C/N pomér
120:1. Kultivace probihala submerzné v Erlenmeyerovych bankach [114].

Pokud bychom tedy tyto situace porovnali, zda se, Ze bylo v nasem experimentu dosazeno
vyssich hodnot pfi stejném zptisobu kultivace, a tedy manoza a dusi¢nan draselny, jako zdroje
uhliku a dusiku, se jevi jako vhodnéj$i. Hodnoty vytézku dosahovaly cca v maximech

0 3,0 g/l vyssi koncentrace biomasy pro C/N pomér 120:1.
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Obr. 18: Produkce biomasy v prubéhu ¢asu a pro rizné C/N poméry

Na nasledujicim obrazku 19 je mozné vidét graficky zndzornénou biosyntézu
exoglykolipidii v osmi denni kultivaci s riznymi C/N poméry (manoza a dusi¢nan draselny).
Jak bylo zminéno jiz dfive, kultury, které maji nedostatecné mnozstvi dusiku, mnohem 1épe
produkuji metabolity, jako jsou, zde uvedené, exoglykolipidy. Proto je zfejmy rozdil mezi
nizkymi a vysokymi C/N poméry, a to az 12-ti nasobn¢ je produkce vyssi u C/N poméru
120:1 nez u poméru 20:1.

Nejvy$si hodnoty pro C/N pomér 120:1 bylo dosazeno ve 192. hodiné kultivace
(2,42 mg/g), byt rozdil zjistény o dva dny diive byl maly, a to 2,36 g/l. Naopak nejnizsi
hodnota, pro tentyZz pomér, byla pozorovana ve 48. hodin¢, a to 0,9 g/l. Velmi podobna
situace je vidét u C/N poméru 100:1, kde dokonce na pocatku kultivace (48. hodina),
byla produkce mirné vyssi nez pro vyse zminény pomér. Nejvyssi hodnota pro pomér 100:1
byla dosazena rovnéz ve 192. hoding, a to 2,3 g/I.

Situace mnohonéasobné horsi byla pro nizké C/N poméry (20:1 a 40:1), kde bylo dosazeno
a to 0,05 g/l. Nejvyssi produkce pro nizké poméry, byla vyhodnocena ve 168. hoding,
pro pomér 40:1, a to 0,5 g/l. Obecné hodnoty pro nizké poméry moc nekolisaly, ale byly spiSe
podobné napti¢ celym ¢asovym horizontem. Pro pomér 20:1 od hodnoty 0,1 g/l na pocatku
kultivace, pfes mirny propad, az po hodnotu 0,15 g/l v zavéru kultivace. U poméru 40:1 byla
situace analogicka, akorat start byl na hodnoté 0,3 g/l az po 0,5 g/l na konci.

Ve srovnani s predeslym naSim experimentem, bylo zde dosazeno hodnot vyssich piiblizné
0 0,4 g/l. V experimentu se zdrojem uhliku — mandézou a zdrojem dusiku — dusi¢énanem
draselnym ve standardnim C/N poméru (70:1), bylo dosaZzeno maximalni hodnoty

ve 144. hoding, a to 2,0 g/l, zde bylo dosazeno u C/N poméru 120:1 hodnoty o 0,4 g/l vyssi.
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| v tomto piipad¢ tedy C/N pomér sehral pomérné dulezitou roli v produkei exoglykolipidii,

zejména v jejim zvyseni.
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Obr. 19: Biosyntéza exoglykolipidu vV prub&hu ¢asu a pro rizné C/N poméry

Dalsi graf na obrazku 20, vyjadtuje grafickou zavislost mezi rizné zvolenymi C/N poméry
a biosyntézou intracelularnich lipidii v susiné biomasy kvasinky.

Hodnoty jsou obecné velmi vysoké, zejména opé&t pro vysoké C/N poméry. Ve 168. hodiné
kultivace bylo pro pomér 120:1 dosazeno bezmdala 67 % kumulace lipidi v bunce,
coZ je Uzasna hodnota.

Préave selekci vSech vhodnych kultiva¢nich podminek bylo dosaZeno takto vysoké hodnoty.
Po predeslych experimentech a vhodné eliminaci nevhodnych zdrojt uhliku a dusiku, byl zde
optimalizovan C/N pom¢ér tak, Ze bylo dosazeno nejvysSich hodnot syntézy lipidl v ramci
celé prace.

Pro vysoké C/N poméry bylo dosazeno hodnot blizkych 70 % akumulace lipida.
Konkrétn€ pro pomér 120:1 to bylo ve 168. hodiné¢ 68 %, ve 144. hodin€ o 2 % méné.
Pro pomér 100:1 byla sledovana nejvyssi akumulace ve 168. hodin¢ kultivace, a to 62 %.
kde do tietiho dne nastal strmy narGst hodnot. Rovnéz v tomto experimentu pozorujeme
zfejmou pozitivni korelaci mezi C/N poméry a kumulaci intracelularnich lipidd, znovu
je potvrzen fakt, Ze nedostatek dusiku produkci téchto metabolitl zasadné stimuluje.

Pro niz§i C/N poméry, bylo maximalni hodnoty dosaZeno v 96. hoding, pro pomér 40:1,

a to 40 %. S nariistajicim casem, byla biosyntéza inhibovana nadmérnym mnozstvim dusiku
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bylo dosazeno ve 144. hodin€, pro nejnizsi zvoleny pomér, a to pouhych 14 %.

V piedeslém experimentu bylo maxima dosazeno ve 144. hodiné kultivace s mandzou
a dusicnanem draselnym, jakozto zdroji uhliku a dusiku (C/N pomér byl roven 70:1).
Hodnota dosahovala 60 % akumulaci, kde v tomto experimentu byla takika o 10 % navysena
po zvySeni C/N poméru. V experimentu s manézou a mocovinou byla maximalni hodnota
rovna 55 %, coz je ¢islo o néco nizsi nez v experimentu s dusi¢nanem draselnym a zasadné
niz§i nez zde. Proto pro tento pokus byl jako zdroj dusiku zvolen dusi¢nan draselny
misto mocoviny. Obecné ale lze fict, ze hodnoty vytézki jsou uctyhodné ve vsSech

experimentech.
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Obr. 20: Biosyntéza intracelularnich lipidd v prubéhu ¢asu a pro rizné C/N poméry

Braunwald a kol. (2013) pozorovali vytézky lipida u Rhodotorula sp. v zavislosti na C/N
pomérech a Case. Jako zdroj uhliku byla pouzita glukéza a jako zdroj dusiku siran amonny.
Pro porovnani s na$im experimentem lze zhodnotit, Ze v publikaci bylo dosaZeno niz$ich
vytézku. Co se tyce konkrétnich hodnot, pak bylo v publikaci dosazeno pii C/N poméru 120:1
maximaln¢ 0,48 g/ lipidi, o kousek lepsi vysledky byly prokaziny pro pomér 70:1,
a to 0,52 g/l. Je tedy zifejmé, Ze naS experiment poskytl mnohem piinosnéjsi vysledky,
co se tyCe biomasy i lipidické biosyntézy [114].

V poslednim grafu této kapitoly (obr. 21) byla stanovena vytéznost biosyntézy celkovych

karotenoidi v zavisloti na Case a riznych C/N pomérech. Jako zdroj uhliku byla pouzita
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mandza a jako zdroj dusiku dusi¢nan draselny, ve sledovanych pomérech 20; 40; 100 a 120:1.
Vhodnost vybranych zdroji uhliku a dusiku byla experimentalné stanovena jiz drive.

Zde se jevi jako nejvhodnéjsi pomér zminovanych zivin 100:1, coz Gplné nekoresponduje
s predeslymi experimenty pro stanoveni vytézka biomasy, exoglykolipidl a intracelularnich
lipidi. Dtivod tohoto faktu lze jen téZko odhadnout. Pravdépodobné kultufe vyhovovalo
pro syntézu karotenoidi mirné¢ vyss$i mnozstvi dusiku, nez pro syntézu jinych metabolitii
¢i biomasy. Diive byl jako nevhodnéj$i pomér stanoven pomér 120:1 a v drtivé vétSing
az na konci kultivace.

Maxima tohoto experimentu bylo dosazeno pro pomér 100:1 ve 144. hodiné kultivace,
a to hodnoty 1,57 mg/g karotenoidl, minimum pro tento pomér bylo pozorovano
v 72. hoding, 0,96 mg/g, kdy vSak odrazovym mustkem byla hodnota 1,08 mg/g, a to na
samém zacatku kultivace. Lze zde tedy zhodnotit mirny pokles béhem ¢asového horizontu
probihajici kultivace.

Druhym nejvhodnéjsim zdrojem zde vychazi pomér 120:1, ktery paradoxné nejvyssi
hodnoty doséhl na zacatku kultivace, ve 48. hoding, a to hodnty 1,41 mg/g. Tento trend neni
v naSich experimentech uplné casty, ale zde je jasné viditelny. Po pocatku kultivace
s maximalni hodnotou, lze pozorovat pomérné rapidni propad v 72. hodiné kultivace
na hodnotu 0,76 mg/g. A poté pomérné linéarni rist az k hodnoté 1,35 mg/g ve 144. hodiné
kultivace. Coz znovu svéd¢i o tom, Ze mirné vyssi mnozstvi dusiku podpotilo, v tomto
ptipadé, biosyntézu karotenoidi.

Nejhorsim C/N pomérem zde vySel pomér 20:1, kde jisté velky nadbytek dusiku inhiboval
syntézu, minimum bylo pozorovano v 72. hoding, a to 0,72 mg/g celkovych karotenoidi.
Nutno si ale pov§imnout, zZe na poc¢atku kultivace byla hodna pro C/N poméry 20; 40 a 100:1
relativné podobna, okolo hodnoty 1,05 mg/g a pomér 120:1 mirné svou hodnotou odsko¢il
vyse.

Nékde v prostiedni linii vhodnosti C/N pomért lze vidét pomér 40:1, ktery svého maxima
dosahl v 96. hodiné kultivace, a to 1,1 mg/g a minima pak v 72. hoding, a to 0,9 mg/g.

V porovnani s pifedchozimi experimenty, kde byla sledovana produkce karotenoidl
pfi riznych zdrojich uhliku (glycerol, mandza, laktoza a xyloza), respektive dusiku (dusi¢nan
draselny, mocovina, kvasni¢ny extrakt, chlorid amonny a siran amonny) a stalém zdroji
uhliku (glukéza) respektive dusiku (mocovina nebo dusi¢nan draselny), bylo vyhodnoceno
mnozstvi obecné vyssi. Hodnota pro kombinaci glukézy (zdroj uhliku) a mocoviny (zdroj
dusiku) byla nejvyse 2,82 mg/g (nejvyssi vytézek karotenoidi v nasich experimentech vibec).
Pro mocovinu a xylézu bylo maximum tohoto experimentu 1,52 mg/g, pro mocovinu
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a manozu to bylo 1,39 mg/g. V experimentu s dusi¢nanem draselnym a manoézou, bylo
maximum pozorovano na hodnoté 2,2 mg/g — coz je naprosta analogie pouzitych zdroju
zakladnich zivin, jako zde a hodnota byla vyssi nez zde (1,56 mg/g), coz vypovida o tom,
ze C/N pomér 70:1 byl pro tuto biosyntézu vhodnéjsi. Av§ak maximalni produkce celkovych
karotenoidu s dusi¢nanem draselnym byla pozorovana v kombinaci s glycerolem, a to hodnota
rovna 2,72 mg/g. VSechna maxima napii¢ veSkerymi experimenty byla pozorovana

ve 144. hodiné kultivace.
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Obr. 21: Biosyntéza karotenoidl v pribéhu ¢asu a pro rizné C/N poméry

V odborném ¢lanku, pak lze najit srovnani naseho experimentu pro celkovy vytézek
karotenoidi u kvasinek Rhodotorula sp. v zavislosti na C/N pomérech a case. Jako zdroj
uhliku byla v publikaci pouzita glukdéza a jako zdroj dusiku siran amonny. Celkové bylo
v odborném ¢lanku dosazeno hodnot nizsich napii¢ vS§emi zvolenymi C/N poméry. Kultivace
maximalné 0,45 mg/l, pro pomér 70:1 to bylo 1,0 mg/l a pro nejvyssi pomér (120:1) —
1,3 mg/l celkovych karotenoidi. Druhové zastoupeni stanovenych karotenoidl je sloZeno
z B-karotenu, y-karotenu, torulenu a torularhodinu [114].

Je tedy evidentni, Ze na$ experiment poskytl mnohem piinosnéjsi vysledky, co se tyce
mnozstvi synetizovanych karotenoidii, byt’ byly zvoleny jiné zdroje dusiku a uhliku (dusi¢nan

draselny a manoza) a kultivace probihala krat$i dobu (144 hodin).
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5.2 Screening produkce vybranych metabolitii u Fas a sinic
Nize vtabulce 12 jsou vyobrazeny vytézky biomasy a lipidi u fotoautotrofnich

mikroorganismu, tedy sinic a mikrofas. Zvyraznény jsou pak nejvyssi hodnoty stanovené
koncentrace biomasy a procentualniho obsahu lipidi v suSiné¢ bunky. Nejvyssi produkce
biomasy bylo dosazeno u Porphyrium cruentum, a to hodnoty okolo 1,0 g/l biomasy, naopak

Dosazené hodnoty vytézku biomasy u autotrofnich mikroorganismu jsou tedy podstatné
niz§i nez u kvasinek (kde se hodotnoty dostaly az k 15,0 g/l), ale je potfeba vzit v potaz,
ze kultivace autotrofnich mikroorganismti probihd bez ptidavku jakychkoli zivin, kromé
anorganickych soli a zdroje svétla potiebného pro fotosyntézu. Produkce biomasy
a biosyntéza ostatnich cennych metabolitd je tak mnohem efektivnéjsi a financné méné
naro¢na, byt’ nehovotime o takovych vytézcich jako u kvasinek.

Co se tyce procentudlnich vytézka lipidi v susin€ biomasy u fas a sinic, pak nejvyssi
hodnoty bylo dosazeno u Scenedesmus obliqus, a to hodnoty blizké 14 %. Naopak nejnizsi
hodnotu Ize pozorovat u Chlamydomonas reinhardtii, a to pouze okolo 4 %. | zde je tedy

ziejmé, ze u kvasinek bylo dosazeno vytézku mnohonasobné vyssich (az okolo 70 %).

Tabulka 12: Vytézky biomasy a lipidii u fotoautotrofnich mikroorganismit

] | | | Vlf;f;';y SAT : MUFA :
Cislo Mikroorganismus CCALA | Biomasa [g/l] ey PUFA
V susine [%]
[%]
1 Botryococcus braunii 7 0,467+0,012 6,47+0,11 19,11: 22,82 : 58,07
2 | Chlorella vulgaris 924 0,436+0,007 8,10+0,62 17,66 : 9,10 : 73,24
3 Botryococcus braunii 260 0,377+0,011 5,60+0,27 19,05: 17,57 : 63,38
4 Scenedesmus acutus 437 0,829+0,012 11,56+0,84 19,68 : 18,98 : 61,35
5 Desmodesmus quadricauda 463 0,520+0,023 8,96+0,91 20,99:10,81: 68,19
6 | Scenedesmus dimorfus 443 0,720+0,009 10,44+0,76 | 22,02 :19,00 : 58,98
7 Scenedesmus obliqus 455 0,655+0,013 13,71+1,05 | 36,68:12,94:50,38
8 Chlamydomonas reinhardtii 928 0,683+0,005 4,34+0,93 58,50 : 6,91 : 34,58
9 Porphyridium cruentum 415 1,037+0,021 6,17+0,29 32,99 : 12,36 : 54,65
10 | Porphyridium purpureum 416 0,671+0,014 7,33+0,81 29,66 : 3,76 : 66,58
11 | Porphyridium areuginosum 419 0,299+0,022 7,88+0,36 29,82:6,79: 63,39
12 | Rhodella violacea 925 0,607+0,007 5,76+0,15 30,16 : 9,43 : 60,42
13 | Euglena gracilis 349 0,442+0,003 10,34+0,44 | 24,94 :11,30 : 63,76
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Co se pak tyCe biosyntézy cennych produkti, jako jsou chlorofyly, karotenoidy
a fykobiliproteiny u fas a sinic, tak numerické a grafické vyhodoceni lze vidét v tabulce 13
a 14 a v grafech na obrazcich 22, 23.

V tabulce 13 jsou uvedeny celkové hodnoty vytézka pro chlorofyl (kdezto v grafu
jsou vyhodnoceny zvlast’ chlorofyl a, b a jiné zméfené chlorofyly), pro karotenoidy (stejné
tak 1 na grafickém zobrazeni) a celkové fykobiliproteiny (v grafu opét zndzornén zvlast
fykocyanin, allofykocyanin a fykoerythrin). Fykobiliproteiny byly vSak naméfeny pouze
u téchto mikrobialnich druhti: Porphyridium cruentum, Porphyridium purpureum,
Porphyridium areuginosum a Rhodella violacea, u zbylych druhti mikroorganismi nebyly
fykobiliproteiny viibec zjistény.

Nejvyssi celkovy vytézek chlorofyld byl zjistén u Euglena gracilis, kde hodnota
je ziejmy u Rhodella violacea, a to “pouze” 2,72 mg/g. Hodnoty napfi¢ spektrem pouzitych
mikroorganismi jsou velmi rozliéné, druhy nejvyssi vytézek je pozorovan u Chlorella
vulgaris (15,12 mg/g), coz vypovida o velkém rozdilu hodnot mezi nejlepSim a druhym
nejlep$im producentem.

Porovnéni vytézkl chlorofylii s biosyntézou u kvasinek neni mozné, nebot’ tyto nejsou
schopny fotosyntézy, a proto je zde misto pro cennou kompenzaci nizkych vytézki biomasy
a lipidd oproti kvasinkam, vici vytézkim cennych sekundarnich metabolitd. Je evidentni,
ze mikrofasy a sinice jsou obecné schopny u¢inngjsi akumulace sekundarnich metabolitd,
jako jsou napfiklad karotenoidy ¢i chlorofyly, vzhledem k relativné nizkym vytézkim
biomasy, zatimco trend u kvasinek je pfesné opacny (vice biomasy, méné metabolitl).
Na obranu kvasinek vsak lze zminit schopnost ristu na nizkonakladovych substratech, jako
jsou nekteré odpadni materidly (melasa, kdvovy hydrolyzat, pefi, aj.), coZ zase neni mozZné
aplikovat v pfipadé mikrofas ¢i sinic, které jsou pomé&mé naro¢né na kultivaéni podminky,
Zejména na svétlo a aeraci.

Dals§i méfenou komoditou jsou karotenoidy, konkrétné celkové karotenoidy. Naméiené
spektrum, fasami a sinicemi produkovanych, karotenoidi obsahovalo zejména lutein,
violaxanthin a neoxanthin a nékolik nezndmych. Kvantifikace mtize tedy byt mirné zkreslena
absenci standardu.

Nejvyssi vytézek celkovych karoteniodi byl rovnéz pozorovan u Euglena gracilis,
a to 9,86 mg/g. Zde je tedy také ziejmé, ze tasy a sinice jsou efektivnéj$imi producenty
karotenoidl nez kvasinky, konkrétné¢ vice nez trojnasobné (naméfené maximum celkovych

karotenoidl u kvasinek bylo 2,8 mg/g — obr 9).
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Naopak samé dno syntézy karotenoidt osidluje Desmodesmus quadricauda s hodnotou
pouhych 0,85 mg/g. Zbyli producenti syntetyzuji koncetraci karotenoidd v biomase V rozpéti
1,0 — 3,0 mg/g. Vyjimky vyssi (respektive stiedni) produkce jsou Botryococcus braunii
(5,64 resp. 6,12 mg/g), Scenedesmus acutus (8,61 mg/g), Scenedesmus dimorfus (4,07 mg/g)
a Chlamydomonas reinhardtii (7,95 mg/qg).

Posledni sledovany metabolit byly fykobiliproteiny, které byly kvantifikovany pouze u
Porphyridium areuginosum, a to skoro 111 mg/g. Zbyli producenti se v porovnani s
P. areuginosum pohybovali pod polovi¢nim mnozstvi produkovanych fykobiliproteini
(nejvice pak 65,51 mg/g u Porphyridium cruentum). Ani zde neni mozno porovnat vytézky s

kvasinkami, nebot’ ani tento metabolit neni jimi syntetizovan.

Tabulka 13: Celkova produkce karotenoidu, chlorofylt a fykobiliproteint

Cislo Mikroorganismus CCALA Chlorofyly | Karotenoidy | Fykobiliproteiny

[mg/g] [mg/g] [mg/g]

1 Botryococcus braunii 777 13,80 5,64 -

2 Chlorella vulgaris 924 15,12 1,26 -

3 Botryococcus braunii 260 11,39 6,12 -

4 Scenedesmus acutus 437 13,77 8,61 -

5 Desmodesmus quadricauda 463 5,42 0,85 -

6 Scenedesmus dimorfus 443 7,37 8,16 -

7 Scenedesmus obliqus 455 5,20 4,07 -

8 Chlamydomonas reinhardtii 928 10,44 7,95 -

9 Porphyridium cruentum 415 3,68 2,67 65,51

10 | Porphyridium purpureum 416 8,85 2,10 54,72

11 | Porphyridium areuginosum 419 3,94 1,54 110,97

12 | Rhodella violacea 925 2,72 1,64 53,69

13 | Euglena gracilis 349 28,20 9,86 -

Jak bylo zminéno vySe, tak graf na obrazku 22 znazornuje produkci chlorofyli vyse
jmenovanymi mikrofasami a sinicemi. Celkov€ nejvyssi kumulace byla pro standardizovany
chlorofyl a, ktery byl syntetizovan v nejvysSich koncentracich (produkce schazi pouze u
druhu ¢islo 7). Konkrétné pro druh ¢islo 13 zde biosyntéza dosahuje hodnoty az 22,28 mg/g
(z celkovych 28,20 mg/g). Chlorofyl a dominuje uplné u vSech zminénych druht, kteti tento

cvwr

(2,46 mg/Qg).
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Co se ty€e chloroylu b tak ten je naopak minoritnim produktem mezi t€émito pigmenty a u
druhti ¢islo 9, 10, 11 a 12 uplné€ chybi. Nejvyssi produkce je pozorovana u druhu ¢islo 1

Zbylé jiné chlorofyly (pravdépodobné smési ruznych) nebyly standardizovany vzhledem
k chybgjicim standardim pro porovnani a byly detekovany tplné u vSech druhii, n€kde vsak
ve velmi nizkych koncentracich. Nejvice tzv. jinych chlorofyld se vyskytuje u druhu cislo 4
(4,04 mg/g), naopak nejmén¢ u druhu ¢islo 12 (0,25 mg/qg).

25

20

mg/g

10

5
I I I I
i I Nl i [ i i
- 5 _ =
0 — i i i | [ [ -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

H Chlorofyl a B Chlorofyl b m Jiné
Obr. 22: Produkce chlorofyli riznymi druhy mikrofas

Komentai k celkové produkci karotenoidi (graf na obr. 23) je uveden vyse, zde tedy lze
pouze vidét grafické znazornéni zastoupeni koncentrace celkovych karotenoida pro sledované

mikrofasy a sinice.
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Obr. 23: Produkce karotenoidi riiznymi druhy mikrofas
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V tabulce 14 lze vidét vysledky biosyntézy fykobiliproteint, kdy celkova produkce
pro jednotlivé druhy byla komentovana jiz vyse a bylo rovnéz zminéno, ze produkce
fykobiliproteind nebyla pozorovana u vSech druht, ale pouze u ¢tyt vyse jmenovanych.

Zde, vtabulce 14, je pichledn¢ znazornénd konkrétni produkce zastoupenych

a detekovanych fykobiliproteint — fykocyanin, allofykocyanin a fykoerythrin.

Tabulka 14: Mnozstevni zastoupeni jednotlivych fykobiliproteini vyprodukovanych

mikrofasami
. ] ] Fykocyanin Allofykocyanin Fykoerythrin
Cislo Mikroorganismus
[mg/g] [mg/g] [mg/g]

9 Porphyridium cruentum 9,20 - 56,31

10 | Porphyridium purpureum 16,41 11,67 26,64

11 | Porphyridium areuginosum 61,93 39,62 9,42

12 | Rhodella violacea 6,36 2,97 44,36

Zvyraznéné hodnoty Vv tabulce 14 jsou nejvyssimi vytézky pro jednotlivé fykobiliproteiny.
Nejvyssi kumulaci fykocyaninu vykazuje P. areuginosum (61,93 mg/g), naopak nejnizsi je
u R. violacea (6,36 mg/g). Co se tyce allofykocyaninu, tak tam patii prvenstvi rovnéz
P. areuginosum (39,62 mg/g) a nejniz§i mnozstvi, stejné jako pro fykocyanin, je pozrovano
u R. violacea (2,97 mg/g). Konetné fykoerythrin byl nejvice produkovan P. cruentum
(56,31 mg/g), ktery vSak produkci fykocyaninu vykazuje na nizké trovni a allofykocyanin
nebyl u né& stanoven vibec. A nejhorsi vytézek pro fykoerythrin byl u P. areuginosum

(9,42 mg/g), ktery ale dominoval pro produkci pfedchozich dvou fykobiliproteind.
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6 ZAVER

Cilem diplomové prace byla optimalizace metod stanoveni vybranych metaboliti a
aplikace na analyzu v bunkéach karotenogennich kvasinek a mikrofas. Pro tyto ucely byl
pouzity kmen Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26 zakoupen ze Sbirky kultur kvasinek
(CCY, Bratislava, Slovensko) a kmeny fas a sinic ze Sbirky kultur autotrofnich organismi
(CCALA, Tieboti, Ceska republika). Seznam mikrofas a sinic je uveden v tabulce 2 (kap.
4.3).

Na zacatku experimentalni Casti byla optimalizovana extrakce karotenoidi z biomasy
kvasinek. Z rozpoustédel byl testovan aceton a methanol v kombinaci s hexanem,
petroletherem a chloroformem, avSak po extrakci nebyla biomasa dostate¢né odbarvena.
Proto jako nejvhodngjsi extrakéni metoda byla zvolena izolace karotenoidi Folshovou
metodou (viz kap. 4.6).

Analyza pigment pomoci kapalinové a plynové chromatografie je jiz zavedenou metodou,
a proto byla vyuzita i v této praci [115].

Dalsim optimaliza¢nim krokem bylo stanoveni fykobiliproteind, kdy byly testovany tyto
pufry: fosfatovy, Tris-HCL (pH = 7), dale pak CaCl, a voda. Rovnéz byl optimalizovan krok
izolace (mrazeni a rozmrazovani, ultrazvuk a kombinace téchto dvou metod), kdy se jako
nejvhodnéjsi jevi izolace pomoci pufru Tris-HCI a nasledné zmrazovani a rozmrazovani
biomasy (viz kap. 4.7).

Mikroorganismy byly kultivovany za vySe popsanych podminek na riznych kultivacnich
médiich o uvedém sloZeni.

V pribehu experimentalni Casti byly zjiStény nasledujici vysledky:

e Produkce metaboliti béhem kultivace R. krachvilovae na médiu s gluk6zou, jako
zdrojem uhliku a riznymi zdroji dusiku (kvasni¢ny extrakt, dusi¢nan draselny,
siran amonny, chlorid amonny a mo¢ovina) byla nasledujici:

o Biomasa — nejlepsi byla kombinace gluk6zy a dusi¢nanu draselného nebo
glukézy a kvasnicného extraktu — 9,5 g/l. DalSim nejvhodnéj$Sim zdrojem
byla mocovina (9,0 g/l)

o Exoglykolipidy — nejlepsi byla kombinace glukézy a dusi¢nanu
draselného — 1,8 g/l
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o Intracelularni lipidy — nejlepSi byla kombinace glukézy a dusi¢nanu

©)

draselného — takika 60 %. Uchazejici byl i vysledek pro kvasni¢ny
extrakt — 59 %
Celkové  karotenoidy — nejlepsi  byla  kombinace  glukodzy

a mocoviny — 2,8 mg/g karotenoidl

e Produkce metabolitii béhem kultivace R. krachvilovae na médiu s mocovinou, jako

zdrojem dusiku a riznymi zdroji uhliku (glycerol, manoza, xyloza a laktoza) byla

nasledujici:

O

©)

o

o

Biomasa — nejlepsi byla kombinace mocoviny a manézy — 10,0 g/l
Exoglykolipidy — nejlepsi byla kombinace mocoviny a mandzy — 1,4 g/l
Intracelularni lipidy — nejlepsi byla kombinace mocoviny a mandzy — 55 %
Celkové  karotenoidy — nejlep§i byla kombinace mocoviny

a xylozy — 1,52 mg/g

e Produkce metaboliti béhem kultivace R. krachvilovae na médiu s dusi¢nanem

draselnym, jako zdrojem dusiku a riiznymi zdroji uhliku (glycerol, manéza, xyloza

a laktoza) byla nasledujici:

o

Biomasa — nejlepsi byla kombinace  dusi¢nanu  draselného
a mandzy — 9,5 g/l
Exoglykolipidy — nejlepsi byla kombinace dusi¢nanu draselného
a mandzy — 2,0 g/l
Intracelularni lipidy — nejlepsi byla kombinace dusi¢nanu draselného
a manozy — 57,5 %
Celkové karotenoidy — nejlep$i byla kombinace dusi¢nanu draselné¢ho

a glycerolu — 2,72 mg/g

e Produkce metaboliti béhem kultivace R. krachvilovae na médiu s dusi¢nanem

draselnym, jako zdrojem dusiku a mano6zou, jako zdrojem uliku v rozliénych C/N

pomeérech (20; 40; 100 a 120:1) byla nasleduyjici:

o

o

o

Biomasa — nejlepsi byl C/N pomér 120:1 — 15,2 g/l
Exoglykolipidy — nejlepsi byl C/N pomér 120:1 — 2,4 ¢/l
Intracelularni lipidy — nejlepsi byl C/N pomér 120:1 — 66 %
Celkové karotenoidy — nejlepsi byl C/N pomér 100:1 — 1,57 mg/g
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e Nejvyssi vytéznost produkce metaboliti béhem kultivace riznych druhti mikrotas
a sinic na BBM médiu v piipadé zelenych fas, ASW médiu v piipadé ¢ervenych
fas a na Euglena médiu v ptipadé kultivace Euglena gracilis byla nasledujici:

o Biomasa - 1,037+0,021, druh: Porphyrydium cruentum

o Vytézky lipida — 13,71+1,05, druh: Scenedesmus obliqus

o Celkové chlorofyly — 28,20 mg/g, druh: Euglena gracilis

o Celkové karotenoidy — 9,86, druh: Euglena gracilis

o Celkové fykobiliproteiny — 110,97 mg/g, druh: Porphyridium areuginosum

Dle vySe uvedenych vysledki je zfejmé, ze kultivaéni podminky pro dany
mikroorganismus jsou velmi dulezitym aspektem produkce cennych primarnich
1 sekundarnich metabolitl. Vhodné zvoleny zdroj dusiku, uhliku a jejich pfipadné idealni
zpomérovani, muaze vést ke znacné¢ vys$im vysledkim, nez je uvedeno v odbornych
publikacich.

Zasadni rozdily mezi produkci mikrofas a kvasinek jsou vlastné paradoxem — fasy jsou
akumulovat vysSi koncentrace sledovanych metabolitti, zatimco kvasinky jsou méné
nachylnym mikroorganismem ke zméndm v kultiva¢nich podminkéach, produkuji vyssi
mnozstvi biomasy, ale pomérové niz§i mnozstvi sledovanych metabolitii.

Z pohledu biotechnologie a produkce v primyslovém méftitku se jevi byt vhodnym
zdrojem produkce lipidil a karotenoidii kvasinkami, médium s obsahem dusi¢nanu draselného
a manozy ve vysokém C/N poméru. Nutna je vSak jesté dalsi optimalizac extrakénich metod
téchto metaboliti pro dal$i stanoveni, vzhledem k Zivotnimu prostiedi. PouZité, relativné
agresivni, chemikalie by v primyslovém méfitku znané zhorSovaly Cistotu ekosystému.

Budoucnosti biotechnologie se tak jevi byt kultivace mikroorganismii na odpadnich

substratech, hovoifime-li 0 kvasinkach. V ptipad¢ kultivace fas je tento material nevyuzitelny.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Acetyl-CoA
ADP

APCI

ASW

ATP

BHT

BBM
CCALA
CDP - ME
CDP — ME2P
CPE

CTP
DMAPP
DMSO
DOXP
DXS
GC-FID
GC - MS
GC

GGPP
GHMP
GRAS
HMG-CoA
HPLC — DAD

HPLC
IPP
MAE
MECP
MEL
MEP
MK

acetyl koenzym A

adenosindifosfat

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
artificial seawater medium

adenosintrifosfat

buthylhydroxytoluen

Bold-Basal/Bristol medium

sbirkové ¢islo kmene
4-difosfocytidyl-2-methyl-D-erytritol
4-difosfocytidyl-2-methyl-D-erythritol-2P
extrakce odstfedivym délenim
cytosintrifosfat

dimethyllaylpyrofosfat

dimethylsulfoxid

1-deoxy-D-0-xylul6za-5P
1-deoxy-D-0-xyluloza-5P-syntaza

plynova chromatografie s indukcéené vazanou plazmou
plynova chromatografie s hmotnostni detekci
plynové chromatografie
geranyl-geranylpyrofosfat
4-difosfocytidyl-2C-methyl-D-erythritol kinaza
vSeobecné akceptované jako bezpecné
3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A
vysokoucinna kapalinova chromatografie s detektorem
s diodovym polem

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
isopentenylpyrofosfat

mikrovlnna extrakce
2-methyl-D-erythritol-2,4-cyklodifosfat
mannosylerythritolové lipidy
2-methyl-D-erythritol-4P

mastna kyselina
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MS
MTBE
MVA
NADPH
NMR
PBP
PTFE
PUFA
ROS
RRF
SOD
TAG
TFA
UAE
UV - VIS

hmotnostni spektrometrie
terc-methylbutylether

kyselina mevalonova
niktoinamidadenindinukleotidfosfat
nuklerani magneticka rezonance
fykobiliproteiny
polytetrafluorethylen
polynenasycena mastna kyselina
reaktivni formy kysliku

faktory relativni odezvy
superoxid dismutasa
triacylglycerol

kyselina trifluoroctova

ultrazvukova extrakce

ultrafialovo — viditelna spektroskopie
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Obr. 24: Ukazkovy chromatogram z plynové chromatografie
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Obr. 25: Ukazkovy chromatogram z kapalinové chromatografie
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