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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zaoberd produkciou mikrobidlnej biomasy pomocou vybranych
kmenov oleogénnych kvasiniek Rhodotorula kratochvilovae (CCY 20-2-26), Rhodotorula
toruloides (CCY 62-2-4), Metschnikowia pulcherrima clade (CCY 029-002-149)
kultivovanych na vedlajSich proteinovych produktoch potravinarskej vyroby, ako su srvatka,
pivovarské drozdie, l'anové vylisky a kuracie perie. Hlavnym ciel'om prace bolo optimalizovat’
podmienky kultivacie so zameranim na zvySenie obsahu dusikatych latok v kvasinkovej
biomase a zaroven sledovat’ schopnost’ jednotlivych kmenov syntetizovat’ vybrané bioaktivne
metabolity — lipidy, karotenoidy, B-glukany, ergosterol a ubichinon. Teoreticka ¢ast’ poskytuje
prehl’ad biologickych vlastnosti vybranych kmeniov kvasiniek, opisuje vyznamné metabolity
aich metabolické drdhy a obsahuje charakterizaciu pouzitych vedlajSich proteinovych
produktov. V experimentalnej ¢asti boli odpadné substraty hydrolyzované a pouzité ako zdroj
dusika pre kultivaciu zvolenych kvasiniek s naslednou analyzou a zhodnotenim ziskanej
biomasy. V zavislosti od typu odpadného substratu sa preukazala rozdielna schopnost
jednotlivych kmenov akumulovat’ dusik, s najvy$sou akumulaciou dusikatych latok — hrubej
bielkoviny v biomase kvasinky Rhodotorula toruloides s 40,94 g/100 g biomasy, ktora bola
kultivovana na hydrolyzate 'anu a Metschnikowia pulcherrima clade s 39,27 g/100 g biomasy
kultivovanej na hydrolyzéate srvatkového proteinu. VyuZzitie potravinarskych odpadov ako
alternativnych surovin predstavujte ekonomicky prinosné rieSenie v sulade s principmi
cirkularnej ekonomiky.

KLEUCOVE SLOVA
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ABSTRACT

This Diploma Thesis focuses on the production of microbial biomass using selected strains of
oleaginous yeasts Rhodotorula kratochvilovae (CCY 20-2-26), Rhodotorula toruloides (CCY
62-2-4), and Metschnikowia pulcherrima clade (CCY 029-002-149), cultivated on protein-rich
by-products from the food industry such as whey, brewer’s yeast, flaxseed press meal, and
chicken feathers. The main objective was to optimize cultivation conditions with an emphasis
on increasing the nitrogen content in the yeast biomass, while also monitoring the ability of
individual strains to synthesize selected bioactive metabolites—Ilipids, carotenoids, B-glucans,
ergosterol, and ubiquinone. The theoretical part provides an overview of the biological
characteristics of the selected yeast strains, describes the studied metabolites and their
metabolic pathways, and characterizes the utilized protein-rich waste substrates. In the
experimental section, the waste substrates were hydrolyzed and used as nitrogen sources for the
cultivation of selected yeasts, followed by analysis and evaluation of the enriched biomass.
epending on the type of waste substrate, the ability of individual yeast strains to accumulate
nitrogen varied, with the highest accumulation of nitrogenous compounds — crude protein —
observed in the biomass of Rhodotorula toruloides, reaching 40.94 g/100 g of biomass when
cultivated on flaxseed hydrolysate, and Metschnikowia pulcherrima clade, with 39.27 g/100 g
of biomass when cultivated on whey protein hydrolysate.The use of food industry by-products
as alternative raw materials represents an economically beneficial approach aligned with the
principles of circular economy.

KEY WORDS
yeast, waste substrate, proteins, lipids, ergosterol, ubiquinone, carotenoids, -glucans
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1 UvVOoD

Vzhl'adom na rastlci tlak na environmentalnu zataz a maximalizaciu vyuzitia odpadnych
surovin sa zvySuje zdujem o mikrobidlne technolégie, ktoré umoziuji efektivne zhodnocovanie
vedlajsich produktov potravindrskeho priemyslu. Oleogénne kvasinky predstavuju sl'ubné
mikroorganizmy s vysokou schopnostou akumulovat’ lipidy, proteiny a d’alS$ie hodnotné
bioaktivne latky. V tejto praci boli skimané kmene: Rhodotorula kratochvilovae
(CCY 20- 2- 26), Rhodotorula toruloides (CCY 62-2-4), Metschnikowia pulcherrima clade
(CCY 029-002-149), ktoré patria medzi perspektivne druhy schopné vyuzit’ odpadné substraty
bohaté na dusik a uhlik.

Tieto kvasinky st zname svojou metabolickou prisposobivostou, vd’aka ktorej dokazu rast’
na Sirokej skale vedl'ajSich pol'nohospodarskych a potravinarskych produktoch, medzi ktoré
patri srvatka, pivovarské kvasnice, lanové vylisky ¢i perie. Tieto substraty su casto povazované
za odpad a predstavuju zataz pre zivotné prostredie, avsak su¢asne mozu sluzit' ako vyzivné
médium pre mikroorganizmy. Biotransforméciou tychto materidlov je mozné produkovat
hodnotni mikrobialnu biomasu s bioaktivnymi zlozkami, ¢o prispieva K udrzatelnosti
biologickych zdrojov.

Olejotvorné kvasinky maju  schopnost’ syntetizovat a hromadit’ lipidy v podobe
triacylglycerolov, ktoré mézu tvorit’ zna¢nu ¢ast’ ich bunkovej hmoty. Tieto lipidy, ¢asto bohaté
na mono- a polynenasytené mastné kyseliny su vyuzitené ako funkéné zlozky s pozitivnym
ucinkom na zdravie. Okrem lipidov produkuju tieto kvasinky aj d’alsie latky, ako su karotenoidy
s antioxida¢nymi vlastnostami, f-glukany s imunitne podporujucimi vlastnostami, ergosterol
ako prekurzor vitaminu Dz aubichinén (koenzym Q10), ktory hrda dolezita ulohu
vV mitochondridlnom dychani a ochrane buniek pred oxida¢nym stresom.

Vyroba biomasy bohatSej na dusikaté latky je d’al$im aspektom s vysokou pridanou hodnotou,
najmi v oblasti krmiv a Vv potravinovych doplnkoch. Kultivaciou kvasiniek na vhodne
upravenych proteinovych odpadnych substratoch je mozné ziskat proteinmi obohatent
biomasu, ktora predstavuje potencionalnu nadhradu konvenénych zdrojov ZivociSnych bielkovin.

Oleogénne kvasinky predstavuju sl'ubnu alternativu ku tradiénym technol6gidm spracovania
odpadov vd’aka ich schopnosti premieniat’ odpadné vedl'ajSie produkty na hodnotné produkty,
ktoré maju potencial Sirokého uplatnenia v r6znych odvetviach potravinarskeho, krmivarskeho
i kozmetického priemyslu a tym prispievaji Kk udrzatelnej cirkula¢nej ekonomike znizovat’
odpad a enviromentalny dopad vyrobnych procesov.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kvasinky

Kvasinky st jednobunkové eukaryotické mikroorganizmy, patriace do rise Fungi. Existuje
cez 350 roznych rodov kvasiniek z viac ako 2000 druhov ,,pravych® kvasiniek, pri¢om tieto
Cisla neustéle rastii. Kvasinky su klasifikované ako heterotrofné organizmy, o znamena, ze
vyuzivaju ako zdroj energie organicky material. Tieto organické materialy Stiepia a nasledne
travia produkovanim roznych lipolytickych, glykolytickych alebo proteolytickych enzymov,
alebo priamym absorbovanim aminokyselin a jednoduchych sacharidov cez bunkovl stenu.
Lisia sa bunkovou morfolégiou, reprodukénymi procesmi aj enzymatickou vybavenostou
[1, 2, 3].

2.1.1 Fyzioldégia kvasiniek

Velkost kvasiniek sa pohybuje od 3 do 6 pum. Tvar tela je znacne ovplyvneny ich vegetativnym
rozmnoZovanim — pu¢anim alebo delenim. Dal§imi vyznamnymi faktormi st vek a kultivaéné
podmienky. Medzi naj€astejSie tvary tela kvasiniek patria elipsovité, vajcovité a gul’até. Medzi
menej Casté patria dlho pretiahnuté, citonovité alebo trojuholnikovité¢ tvary. Vplyvom
prostredia maja tendenciu vytvarat’ zhluky a klesat’ na dno nadoby média [2, 4].

Na povrchu kvasinkovej bunky sa nachddza bunkova stena. T4 chrani bunku pred mechanickym
poskodenim a osmotickym tlakom. Hlavnou zlozkou bunkovej steny tvoria polysacharidy
V majoritnom zastupeni glukéany, ktoré tvoria spletita Strukturu, ktora je vyplnena bielkovinami.
V menSom mnozstve sa tu nachadzaji aj lipidy, fosfolipidy a fosfore¢nany. Pod bunkovou
stenou sa nachédza cytoplazmatickd membréana, ktora vytvara osmotické rozhranie medzi
bunkou a vonkajsim prostredim a je sidlom transportnych mechanizmov. Vol'ne priepustna je
len pre nenabité malé molekuly. Je zloZzena primarne z lipidov a proteinov a vytvara Clenité
vybezky do cytoplazmy. Cytoplazma v mladych bunkach sa javi ako homogénna priehl'adna
hmota. V starSich bunkach sa objavuji zrniecka a vyznaCuju sa zvySenou vakuolizaciou.
V cytoplazme sa nachadzaju vSetky bunkové organely aj zrniecka rezervnych latok [4].

2.1.2 Vyziva kvasiniek

Zivotna ¢innost’ mikroorganizmov zavisi od vonkajsieho prostredia. Toto prostredie musi
obsahovat’ vSetky nevyhnutné makro a mikro ziviny nutné pre syntézu bunkovej hmoty
a dostatocné mnozstvo vyuzitelného zdroja energie. Napriek tomu, mikroorganizmy su
schopné adaptacie na rozne podmienky a dokaZu prisposobit’ do urcitej miery enzymatické
vybavenie, zloZenie a tvar svojich buniek [2].

Voda tvori prostredie pre vSetky metabolické reakcie a zohrdva dolezitu tlohu pri spravnom
fungovani fyziologickych procesov v bunke. Na zabezpecenie optimalnej ¢innosti musi bunka
udrziavat’ dostatocny obsah vody, ktora tvori az 85 % jej objemu — ¢i uz vo vol'nej, alebo
viazanej forme. ZniZenie obsahu vody méze fyziologicky narusit’ fungovanie bunky. Kvasinky
nie su schopné prijimat’ kyslik priamo zo vzduchu. Kyslik musi byt’ rozpusteny v médiu, aby
ho mohli prijimat’ a vyuzit na metabolické procesy [2, 5].
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Kvasinky patria medzi chemoogranotrofné organizmy. Ziskavaju potrebny uhlik a dusik
najcastejSie vo forme organickych zlucCenin. Najvyznamnej$im zdrojom uhliku st sacharidy,
najméa hexozy, ako je D-glukdza, D-fruktdza, D-mandza. Okrem nich mozu kvasinky vyuzivat
aj alkoholy alebo organické kyseliny. Tieto latky sluzia ako energeticky substrat na tvorbu ATP,
ktory je nevyhnutny pre bunkové procesy a rast mikroorganizmu [2, 5].

Dusik moze byt pre mikroorganizmy dostupny vo forme organickych alebo anorganickych
zliCenin. Medzi organické zdroje patria napriklad pepton ¢i kvasnicny autolyzat, ktoré
poskytuju dusik vo forme aminokyselin a peptidov. Kvasinky nevyuzivaji vsetky
aminokyseliny rovnako dobre. Spotreba réznych aminokyselin zéalezi od druhu kvasinky.
Z anorganickych zluc¢enin sa Casto vyuzivaju amonne soli, ako napriklad fosfore¢nan aménny,
ktory dodava dusik bez vyraznej zmeny pH prostredia [5].

Pomer uhlika k dusiku je klI'icovym faktorom pre rast a vyvoj heterotrofnej mikrobialnej
kultary. Molarny pomer uhlika k dusiku v organickej hmote znamena mnozstvo uhlika
v pomere k mnozstvu pritomného dusika. V organickej hmote je vzdy viac uhlika ako dusika.
Pomer uhlika k dusiku sa zapisuje ako C:N a zvyc€ajne ide o jedno ¢islo, ktoré oznacuje, Ze
na kazdy 1 mol dusika v tejto organickej hmote pripada dané molarne mnozstvo uhliku [6, 7].

Fosfor je nevyhnutnou stcastou viacerych bunkovych zlicenin, ako st fosfoproteiny,
fosfolipidy, nukleoproteiny a nukleové kyseliny. Jeho tulohou je vdzba s organickymi
zluCeninami, ¢im vznikaju latky s makroergickymi vdzbami, napriklad pyrofosfore¢nanové
zIlG¢eniny, ktorych Stiepenim sa uvolfiuje energia potrebna pre bunkové procesy. Ako zdroj
fosforu sa v zivnych médiach ¢asto pouziva KH2PO4 alebo kombinécia s K2HPO4 na udrzanie
stabilného pH prostredia [5].

Hor¢ik tvori priblizne 0,4 % suSiny kvasiniek. Pdsobi ako stimulator viacerych enzymatickych
procesov a zohrava doélezitu tllohu pri aktivite fosfataz. Do kultivaénych médii sa najCastejSie
pridava vo forme siranu hore¢natého (MgSO.). Okrem hor¢ika st pre spravny rast a funkciu
kvasiniek nevyhnutné aj d’alSie kationy ako draslik (K*), sodik (Na*), mangan (Mn?*), vapnik
(Ca?"), Zelezo (Fe*"), kobalt (Co*"), med’ (Cu?") a zinok (Zn?*), ktoré st nevyhnutné na spravne
fungovanie enzymatickych reakcii a bunkovych procesov [2, 5].

Niektoré kvasinky moézu vyzadovat’ aj Specifické organické zlt¢eniny, tzv. rastové latky. Tieto
latky si kvasinky nedokazu syntetizovat’ samé, no st nevyhnutné pre fungovanie bunkovej
Struktary a metabolizmu. Medzi rastové latky patria vitaminy ako biotin, thiamin, alebo urcité
aminokyseliny. Koncentracia tychto vitaminov, potrebna pre optimalny rast, sa moze liSit’
v zavislosti od konkrétneho druhu kvasinky [2].

2.1.3 Rast kvasni¢nej kultury

Priebeh rastu mikrobidlne; kultiry je mozné sledovat’ stanovenim prirastkov buniek
v pravidelnych casovych intervalov od zaockovania média. Grafickym vyjadrenim tohto
priebehu je rastova krivka. Této krivka mé niekol’ko Casti, ktoré zavisia od poctu buniek na Case.
Prvou fazou od zaockovania kultiry je lag-faza. Téato faza sa vyznacuje len miniméalnym
zvySenim poctu buniek. Dévodom je prisposobovanie bunkového organizmu na nové prostredie.
Dizka lag-fizy zavisi od viacerych faktorov, ako je mnozstvo rastovych latok v prostredi,
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vhodnost’ zakladnych zivin, schopnost’ organizmu sa aklimatizovat’ a aj od poctu nao¢kovanych
buniek. Cim s podmienky vhodnejiie, tym je tato faza kratsia. Na konci fazy st bunky
zvac¢Sené a pripravené na mnozenie [2, 5].

Po lag-faze nastava faza zrychleného rastu a exponencialna faza. Vyznacuji sa najbujnej$im
rastom a najrychlej$im narastom biomasy. Specifickd je najkrat$ia generaéna doba, ktora je
behom celej exponencialnej fazy konstantna. Po exponencidlnej Casti nastava spomalenie rastu
az jeho uplné zastavenie. Nastdva stacionarna faza. Pre r6zne mikroorganizmy je tato faza rdzne
dlha a zavisi to od citlivosti bunkovej kultary k hladovaniu a akumulacii splodin metabolizmu,
ktoré inhibuju mnozenie, pripadne dochadza Kk Sporulacii. Po stacionarnej faze nastava faza
odumierania. Bunky rychlejSie odumieraju ako pribudaji. V médiu sa zvySuje koncentracia
odpadnych metabolitov a Ziviny ubtdaju. Na konci fazy odumierania nastava smrt’ a zanik
kultary [2, 5].

2.1.4 RozmnozZovanie kvasiniek

Kvasinky ako eukaryotické organizmy sa rozmnozuju pohlavne alebo nepohlavne. Je to zavislé
od rodu kvasinky, dostupnosti zivin a podmienok prostredia [8].

2.1.4.1 Nepohlavné rozmnoZovanie kvasiniek

Vicsina rodov kvasiniek sa vegetativne rozmnozuje pucanim. Pucanie je spdsob bunkového
delenia, pri ktorom vznika dcérska bunka pril'ahld k materskej bunke, ktora sama nemeni svoj
tvar pocCas rozmnozovania. Predstavuje extrémnu verziu asymetrického bunkového delenia.
Pri pucani dospela bunka tvori pupen, spojeny kanalikom, zvy€ajne na jednom z opac¢nych
polov gulovitych buniek. Pupene rasti, kym nedosiahnu vel'kost’ priblizne 2/3 materskej bunky,
ale zalezi od konkrétneho druhu. Ked st vSetky organely a geneticky material zdvojeny
a presunuty do dcérskej bunky, procesom cytokinézy je dcérska bunka odpojena od materskej
bunky a je identicka s materskou bunkou, od ktorej sa odpojila [4, 8].

2.1.4.2 Pohlavné rozmnoZovanie kvasiniek

U vicsiny kvasiniek je taktieZ zname pohlavné rozmnoZovanie. Vysledkom st pohlavné spory.
Morfologicky prechod, ktory vedie k sporulacii zac¢ina u 2 vegetativnych buniek, puciacich
buniek, hyf popripade pseudohyf. Jadra tychto haploidnych buniek splynu do diploidného jadra.
Toto diploidné jadro tvori zaklad spor. Diploidné jadro sa nasledne deli mei6zou. Po skonceni
meidzy sa V cytoplazme nachadzaju Styri haploidné jadra, ktoré sa mozu eSte mitoticky delit’.
Tie sa procesom endopucania oddelia od spolo¢nej cytoplazmy a vznikaju spory [4, 8].

2.1.5 Kvasinky rodu Rodotorula

Rod Rhodotorula patri medzi karoténogénne kvasinky, ktorych metabolizmus je prispdsobeny
na produkciu lipidovych pigmentov — karoténov, ktoré sa vyznacuju farbami od Zltej az
po Cervenu. Medzi tieto pigmenty patri napriklad B-karotén, torularhodin ¢i lykopén, ktoré sa
nachadzaju na vnutornej strane cytoplazmatickej membrany. Okrem pigmentov tieto kvasinky
produkuju a akumuluji vysoké mnozstvé triacylglycerolov, ktoré¢ mozu tvorit’ viac nez 60 %
ich susiny [9, 10].

Kvasinky rodu Rhodotorula su striktne aerdbne a maji gulovity alebo vajcovity tvar.
Rozmnozovanie prebieha prevazne pufanim, ktoré modze byt mnohostranné alebo sa

12



uskuto¢nuje na poloch buniek. Karoténogénne druhy kvasiniek nedokdzu tvorit’ pseudohyfy.
Medzi najznamejsich zastupcov tohto rodu patri Rhodotorula kratochvilovae a Rhodotorula
toruloides (Obrazok 1) a (Obrazok 2) [9, 10].

Obrdzok 1:Mikroskopicky zaber  kvasinky Obrdzok 2:Zaber Petriho misky kultury
Rhodotorula toruloides Rhodotorula toruloides

2.1.6 Kvasinky rodu Metschnikowia

Rod Metschnikowia zahffia 71 druhov puciacich kvasiniek spolu s viacerymi pribuznymi
kmenmi. Ich bunky maji gulovity az elipsoidny tvar a v zavislosti od podmienok sa
rozmnozuju rdéznymi sposobmi. Pri aerdbnych podmienkach sa mnozia nepohlavnym
mnohostrannym pucanim, zatial ¢o v anaerébnom prostredi moézu vytvarat pseudohyfy.
Niektoré druhy formuju dlhé, aseptované zarodoc¢né trubice, ktoré morfologicky pripominaja
pravé hyfy. Askospory tychto kvasiniek st charakteristické ihlovitym tvarom, ich konce mézu
byt ziZené alebo asymetricky opuchnuté. V zévislosti od druhu sa v ascuse tvori jedna alebo
dve spory. Rod Metschnikowia ma iba slabt schopnost’ fermentacie a toleruje koncentraciu
etanolu do 4 % [11, 12, 13].

Osobitni skupinu v ramci tohto rodu predstavuje M. pulcherrima clade vyobrazenu
na mikroskopickom zabere (Obrazok 3) a zabere Petriho misky (Obrazok 4). Tento rod je
znamy schopnost’'ou produkovat’ pulcherrimin — chelatovy komplex kyseliny pulcherriminove;j
a zelezitych i6nov. Tato zluCenina sposobuje charakteristické sfarbenie kolonii
od svetlofialovej aZ po gastanovu, v zavislosti od koncentracie Zeleza v prostredi. Pulcherrimin
vykazuje antimikrobidlne ucinky proti réznym baktéridm a hubam. Pri vystaveni stresovym
podmienkam dokazu tieto kvasinky syntetizovat’ zna¢né mnozstvo lipidov [11, 13].
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Obrazok 3: Mikroskopicky snimok mikrobidalnej Obrdzok 4: Petriho miska mikrobidlnej kultiiry
kultiry Metschnikowia pulcherrima clade Metschnikowia pulcherrima

2.2 Vyznamné metabolity vybranych kvasiniek

Skiimané druhy kvasiniek, konkrétne Rhodotorula toruloides, Rhodotorula kratochvilovae
a Metschnikowia pulcherrima, su zname svojou schopnostou produkovat’ Siroké spektrum
bioaktivnych latok. Tieto metabolity sa prirodzene akumuluju v biomase a zohravaju dolezité
ulohy v bunkovej fyzioldgii, pri¢om nachadzaju uplatnenie aj v réznych oblastiach priemyslu.
V ramci tejto prace boli sledované najma mastné kyseliny, karotenoidy, ubichinén, ergosterol
a B-glukany — teda latky, ktoré maji energetick, antioxida¢ni, membranovi alebo $trukturalnu
funkciu. V nasledujucich kapitolach je popisany ich biologicky vyznam, sposob biosyntézy
a potencial ich produkcie v uvedenych kmenoch [59, 60, 61].

221 Lipidy

Lipidy st malé organické molekuly s obmedzenou rozpustnostou vo vode, ktoré moZno
izolovat’ z buniek a tkaniv organizmu extrakciou nepoldrnymi organickymi rozpustadlami.
Do tejto skupiny patria tuky, oleje, vosky, mnohé vitaminy a hormoény, ako aj vécSina
nebielkovinovych zloZiek bunkovych membran. Rozdeluji sa na jednoduché a zloZené
Vv zavislosti od toho, ¢i ich Struktira pozostava iba z lipidov alebo obsahuje aj nelipidickt zlozku
[15, 16].

NajrozsirenejSimi lipidmi st zivoc¢iSne tuky a rastlinné oleje, ktoré maji vel'mi podobnu
Strukturu. Chemicky ide o triacylglyceroly, teda estery glycerolu s tromi naviazanymi
karboxylovymi kyselinami s dlhymi uhlikatymi retazcami mastnych kyselin. U zivo¢ichov
predstavuju tuky hlavnu zasobdren chemickej energie, priCom poskytuju az Sestkrat viac
energie nez rovnaké mnozstvo glykogénu [15, 16].

Funkcia lipidov v organizme je vel'mi rozmanita. Zlozené lipidy st sucast’ou biologickych
membran a plnia Strukturdlnu Glohu. Tuky zohrdvaju ochrannu funkciu ako tepelny
a mechanicky izolant, zatial’ ¢o vosky na povrchu rastlin brania nadmernému odparovaniu vody.
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Lipidy maji aj regulacnu funkciu, ktord zabezpeCuju steroidy, hormony, eikosanoidy
a vitaminy A, D, E a K [16].

2.2.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny st hydrofébne zluceniny pozostavajuce z alifatického uhlovodikového
retazca zakon¢eného karboxylovou skupinou. Su hlavnymi zlozkami neterpenoidnej triedy
lipidov. Ide o alifatické monokarboxylové kyseliny, ktoré mozno ziskat’ hydrolyzou prirodnych
lipidov. V mikroorganizmoch bolo identifikovanych viac ako 500 roéznych typov mastnych
kyselin, no len niektoré z nich maji vyznamnu biologickt funkciu, kde medzi vyznamnu
skupinu patria vyssie mastné kyseliny, ktoré obsahuju viac ako desat’ uhlikovych atomov
[16, 17, 18].

Mastné kyseliny sa vo volnej forme nevyskytuju, ale su bezne pritomné vo forme esterov
viazanych na glycerol (Obrazok 5), alkoholy alebo steroly. Okrem toho su sucastou
komplexnejsich Struktur, ako st lipopolysacharidy, fosfoolipidy a lipoproteiny. Ich chemické
vlastnosti st ovplyvnené kombinaciou hydrofébnych (vodu odpudzujicich) a hydrofilnych
(vo vode rozpustnych) oblasti, ¢o im umoznuje plnit’ dolezité biologické funkcie [17].

Zlozenie mastnych kyselin v mikroorganizmoch je vel'mi variabilné¢ a zavisi od substratu
arastovych podmienok. RozliSujeme 2 hlavné typy mastnych kyselin — nasytené mastné
kyseliny anenasytené mastné kyseliny, ktoré sa esSte delia na mononenasytené a poly-
nenasytené [16, 17].

Acylovy zvySok mastnej kyseliny

\ ' Stearoyl
"1... C”} / (Stedrova kyselina)
CH0CCH7CHaCHaCHaCHaCHaCHa CHaCHCHyCHCHaCHaCHCHoCHaCH  plegyd
o " (Olejova kyselinz)
CHOCCHzCH2CH2CH2CH2CH2CH2CH ZCHCH2CH2CH2CH20H20H20HECH3 Limnolevl
0 - (Linolova kyselina)

|
CH,0CCH2CH,CHCH2CH,CHaCH2CH=CHCH,CH=CHCH;CHCH,CH,CH3

Triacylglycerol

Obrazok 5: Struktirny vzorec triacylglycerolu [15]

2.2.2.1 Nasytené mastné kyseliny

Nasytené mastné kyseliny (SFA) st charakteristické uhlikovym retazcom bez dvojitych vézieb,
¢o im dodava stabilni Struktiru. Za beznej teploty su v tuhom skupenstve. St sucast'ou
bunkovych membran a ich nasytend konfiguracia prispieva k zniZeniu tekutosti membrany.
Zohravaju dolezita tlohu vo viacerych fyziologickych procesoch, avSak nadmerny prijem
nasytenych mastnych kyselin mdZe mat negativne U¢inky ako je zvySenie celkového
cholesterolu a podporou zapalovych procesov v organizme [15, 19, 20].

Medzi hlavné nasytené mastné kyseliny s dlhym retazcom patria kyselina myristova (C14:0)
a kyselina palmitova (C16:0), pricom prave kyselina palmitova je jednou z najrozsirenejSich
mastnych kyselin v strave [19, 20].
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2.2.2.2 Nenasytené mastné kyseliny

Nenasytené mastné kyseliny maju v svojej Struktire jednu alebo viac dvojnych vézieb.
V klasifikécii nenasytenych mastnych kyselin ich mozno podl'a po¢tu dvojitych vdzieb rozdelit’
na mononenasytené mastné kyseliny s jednou dvojitou vézbou a polynenasytené mastné
kyseliny s 2 a viac dvojitymi vdzbami. Véa¢Sina nenasytenych mastnych kyselin sa prirodzene
vyskytuje v cis konfiguracii, kde su atomy vodika pri dvojitej vizbe umiestnené na rovnake;j
strane. Tato dvojna vizba mierne ohyba uhol v opaéne;j ¢asti 2 atomov vodika. Cim ma mastna
kyselina viac dvojnych vézieb, tym je ohyb vicsi. Za beznej teploty sa vyznacuju kvapalnym
skupenstvom. Nenasytené mastné kyseliny, hlavne omega 3 mastné kyseliny maju priaznivé
uc¢inky na ludsky organizmus, znizuju riziko kardiovaskularnych ochoreni, bojuji proti
zapalovym procesom a znizuji LDL cholesterol v tele [15, 20, 21].

Polynenasytené mastné kyseliny (PUFA) su triedou mastnych kyselin, ktoré zahfiiaji omega-
3, omega-6 mastné kyseliny podla polohy prvej dvojitej vizby v karboxylovom retazci
od strany terminalneho metylu. NajrozsirenejSou polynenasytenou mastnou kyselinou je
kyselina linolova (C18:2) a kyselina arachidonova (C20:4). Medzi vyznamné omega-3 patri
kyselina a-linolénova (C18:3), z ktorej sa v organizme syntetizuje kyselina eikosapentaénova
(C20:5) a dokosahexaénova (C22:6). Kyselina linolova a linolénova st pre ¢loveka nevyhnutné,
pretoze bunky cicavcov nemaji schopnost’ vytvorit’ dvojnt viazbu pred deviaty uhlik retazca
mastnych kyselin. [20, 21].

Mononenasytené mastné kyseliny (MUFA) sjednou dvojnou vézbou zahriuje
skupina omega- 9 mastnych kyselin, kam patri kyselina olejova (C18:1). Nepovazuju sa
za esencidlne, pretoZze mnohé cicavce si dokdzu tieto mastné kyseliny syntetizovat’ samé
[21, 22].

2.2.2.3 B-oxidacia

B-oxidacia, znama aj ako Lynenova draha (Obrazok 6), je klI'icova katabolicka metabolicka
draha zodpovedna za odburavanie mastnych kyselin. Tento proces prebieha v 2 hlavnych
fazach: aktivacna faza prebiehajuca v cytosole a B-oxidacia prebiehajica v mitochondriach.
B- oxidacia je cyklicka draha, pri ktorom sa mastné kyseliny postupne skracuji o 2 uhlikové
atomy. Tento cyklus pokracuje, kym nie je cela mastna kyselina rozloZena na acetylové zvysky
naviazané na koenzym A [15, 23].

Aktivacia mastnych kyselin, teda tvorba acyl-CoA, zacina v cytosole konverziou mastnej
kyseliny na vysokoenergeticky thioester. Dizka retazca mastnej kyseliny uréuje typ
vzniknutého acyl- CoA, pricom jeho aktivaciu zabezpecuju Specifické enzymy zo skupiny
syntetaz acyl- CoA prisposobené roznym dizkam retazca. Tento proces je katalyzovany ligazou
za pritomnosti CoA a ATP. Reakcia prebieha v 2 fazach. Najprv vznika acyladenylat reakciou

s ATP. V druhej faze sa acyladenylat viaze na CoA, ¢im vznika acyl-CoA a uvolniuje sa AMP
[16, 23].

Prenos acyl-CoA cez mitochondridlnu membranu zabezpeCuje karnitin-acyltransferazovy
systém, v ktorom zohrava kl'i¢ova ulohu L-karnitin. Tento prenasa¢ obsahuje hydroxylovu
skupinu, na ktoru sa moéze viazat' aktivovand mastna kyselina, ¢im vznikd acylkarnitin.
Na vnutornom povrchu mitochondridlnej membrany sa nachadza karnitin-palmitoyltransferaza
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I1, ktora katalyzuje spétnu reakciu — regeneraciu acyl-CoA, priCcom sa L-karnitin uvolni a moze
byt opét’ pouzity [16, 23, 24].

Proces B-oxidacie zaCina oxidaciou B-uhlika mastnej kyseliny, ¢o vedie k postupnému
odstiepeniu  dvojuhlikovych jednotick ako acetyl-CoA. Acetyl-CoA nasledne vstupuje
do Krebsovho cyklu, kde sa d’alej metabolizuje za i¢elom produkcie ATP [23, 24].

B-oxidacia pozostava zo Styroch enzymatickych krokov, pricom kazdy cyklus vedie k tvorbe
acetyl-CoA a redukovanych kofaktorov NADH a FADHa.. Proces je katalyzovany acyl-CoA
dehydrogenazami, ktoré su $pecifické pre rozne dizky mastnych kyselin. V prvom kroku acyl-
CoA dehydrogenaza oxiduje mastna kyselinu za vzniku dvojnej védzby a tvorbe enoyl-CoA.
V druhom kroku je tento enoyl-CoA hydratovany enzymom enoyl-CoA hydratazou, ktory
na dvojitd viazbu aduje vodu, ¢im vznika 3-L-hydroxyacyl-CoA. Nasledne hydroxylova
skupina na uhliku C3 3-L-hydroxyacyl-SCoA je dehydrogenovana na oxoskupinu, kde akceptor
H* je NAD*. V poslednom kroku sa pomocou thiolazy acylovy zvySok prenesie na sirny atom
HS- CoA, ¢im sa vytvori acetyl-CoA a mastna kyselina sa skrati o 2 uhliky [23, 24].

———— Acyl.2-CoA

FAD )

FADH,

enoyl-CoA

H-’O
\

3-L-hydroxyacyl-CoA

NAD e )
NADH+H™ Y

3-oxoacyl-CoA

CoA
Acetyl-CoA )

\

Acyl,-CoA

Obrdzok 6: f-oxiddacia mastnych kyselin [16]
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2.2.2.4 Biosyntéza mastnych kyselin

Biosyntéza mastnych kyselin (Obrazok 7) prebieha v cytosole. Vychodzou latkou je
acetyl- CoA. Acetyl-CoA karboxylaza katalyzuje karboxylaciu acetyl-CoA na malonyl-CoA
za vyuzitia ATP. Pri biosyntéze nie su acylové zvysky viazané na vol'ny CoA, ale na proteiny
nazyvané aj ako proteinovy prenasa¢ acylu (ACP) [16, 23, 25].

Acetyl-CoA a malonyl-CoA sa substratmi pre syntézu kyseliny palmitovej prostrednictvom
série siedmich enzymatickych reakcii, ktoré¢ s katalyzované enzymatickym komplexom
znamym ako syntdza mastnych kyselin. Tento multienzymovy komplex pozostava z 2
polypeptidovych retazcov prepojenych nekovalentne. Vo vnutri diméru syntazy sa nachadzaja
2 katalytické domény, ktoré zabezpecuju celt sériu reakcii potrebnych pre syntézu mastnych
kyselin [16, 25].

V procese biosyntézy sa z acetyl-COA a malonyl-CoA vytvaraji medziprodukty, pricom
postupne dochadza k predlZzovaniu retazca mastnej kyseliny o dve uhlikové jednotky. Tieto
medziprodukty sa viazu na protein nosicu acylu a v d’alsich cykloch dochadza k postupnému
predlzovaniu retazca. Ked sa retazec mastnej kyseliny predizi na pozadovanu dizku,
thioesterazova Cast katalyzuje odstiepenie kone¢ného produktu, ktorym je kyselina palmitova,
linearna nasytena mastna kyselina so 16 uhlikmi. Kyseliny s vy$§im po¢tom uhlikov vznikaja
v endoplazmatickom retikulu. Nenasytené mastné kyseliny vznikaju posobenim desaturaz,
ktoré zavadzaji dvojné vizby do retazca mastnej kyseliny, ¢im vznikaji nenasytené formy
[16, 25].
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2.2.3 Karotenoidy

Karotenoidy (Obrazok 8) patria medzi tetraterpenoidné molekuly, ktoré sa nachadzaju
vo vsetkych fotosyntetickych organizmoch a sluzia ako pomocné pigmenty. Absorbuju a
odovzdavajii  svetelnt  energiu  chlorofylu, ako aj pomahaji pri fotoochrane.
V nefotosyntetickych organizmoch st karotenoidy dodlezité pri ochrane pred fotooxidacnym
stresom. Nefototrofné baktérie a huby vyuzivaju karotenoidy ako ochranu pri podmienkach,
kde je dostatok svetla avzduchu (kysliku). St rozpustné v lipidoch anepolarnych
rozpustadlach — zékladnu S$truktiru tvori C40 uhlovodikovy retazec zlozeny z Osmich
izoprenoidnych jednotiek a série dvojitych vézieb, ktoré sposobuju ich charakteristické ZIté,
oranzov¢é az cervené¢ sfarbenie. DIhé centrdlne umiestnené konjugované viazby st
charakteristickym znakom karotenoidov a umoziuju im znizovat potencial vdaka ich
schopnosti prenasat’ elektrony ako aj nachylnosti k oxidacii a izomerizacii. Karotenoidy mozu
byt linearne alebo cyklizované molekuly s jednym alebo dvoma cyklami na jednom alebo
oboch koncoch molekuly [26, 27, 28, 29].

Podl'a roznych funkénych skupin v retazci karotenoidu ich mozno rozdelit na karotény
a xantofyly. Karotény obsahuji iba povodny uhlovodikovy retazec, kam patri o-karotén,
lykopén alebo B-karotén. Maju silné antioxidaéné 0cinky, dokazu redukovat radikalovy
singletovy kyslik a peroxidové radikaly, znizit' oxida¢ny stres a mnohé st provitaminmi
vitaminu A a priaznivo G¢inkuji na imunitu [26, 27, 28, 29].

Xanthofyly obsahujii vO svojej Struktre kyslik. Partia sem lutein alebo astaxantin. Maju
antikoxidacné, antimikrobidlne a protizapalové vlastnosti, priaznivo poOsobia na imunitu
[26, 27].

Karotény Xantofyly
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N NANMANANANAAANA N\ W\/YW\:Q
HO
Lykopen ~ B-cryptoxantin

OH
A VO Y 70 Yl Vo Vg 2 N

HO "
) Astaxantin

Obrdzok 8. Vybrané Struktirne vzorce reprezentantov karoténov a xantofylov [30]
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2.2.3.1 Biosyntéza katotenoidov mevalonatovou drahou

Biosyntéza karotenoidov (Obrazok 9) za¢ina vytvorenim isoprenoidnej jednoty. Vychodzou
zltéeninou je acetyl-CoA vytvoreny v mitochondriach. Z mitochondrii je cez citrat-malatového
kyvadla do cytosolu. V cytosole sa acetyl-CoA ufinkom HMG-CoA syntdzy premeni
na 3- hydroxy-3-metyl glutaryl-CoA (HMG-CoA). Nasledne katalyzou HMG-Co0A reduktazy
vznikd mevalonat. Mevalonat kindza aV nasledujicom kroku fosfomevalonat kinaza
fosforyluje mevalonat a vznika difosfomevalonat [26, 23, 29].

Premena mevalonatu na isopentenyldifosfat vyzaduje 3ATP na jednu isoprenoidnu jednotu.
Tromi za sebou nasledujucimi fosforilaciami vznika 3-fosfo-5-pyrofosfomevalonat, ktory sa
nasledne dekarboxyluje a dehydratuje na izopentenyldifosfat (IPP), predstavujtci isoprenoidnti
jednotku. Kondenzaciou izoprenoidnych jednotiek vznika izoprenoid. IPP sa izomerizuje
na dimetylayldifosfat (DMAPP) pridanim 3 molekul IPP do DMAPP, katalyzovany
prenyltransferazou na geranylgeranyldifosfat (GGPP), ¢o je prekurzor monoterpenov.
Kondenzéaciou 2 molekul GGPP vznikd fytoén (prvy C40 karoten drahy), ktory sa nasledne
desaturuje za vzniku lykopénu. Mnohé cyklické karotenoidy su derivatmi lykopénu ako
B- karotén, y-karotén, torulen, torularhodin a astaxantin [16, 23, 29, 57].

acetoacetyl-CoA + acetyl-CoA
lhydroxymethylglutaryl—C 0A syntaza
3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA)
hydroxymethylglutaryl-CoA reduktiza
Mevalonit (MVA)
mevalonat kindza
Me valonatfosfat (MVP)
osfomevalonat kindza
Me valonatdifosfat (M VPP)
difosfomevalonat dekarboxylaza
Izope nte nyldifos it (IPP)
izomerace
Dime thylallyldifosfat (DMAPP)
IPP — ™| prenyl transferdza
Geranyldifos fit (GPP)
IPP — ™| prenyl transferdza
Steroly <—— Farnesyldifosfit (FPP) —— Karotenoidy C 5,
IPP — ™| prenyl transferdza
Ge ranylge ranyldifosfat (GGPP)
GGPP — ™| fytoen syntdza

Fytoen

Karotenoidy C 4

Obrazok 9: Syntéza karotenoidov cez mevalonovu drahu [57]
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2.2.4 Ergosterol

Steroly st zakladnymi zlozkami eukaryotickych bunkovych membran, ktoré udrzuju Struktirnu
integritu bunkovych membran, tekutost’ a permeabilitu. Maji funkciu pri regulacii aktivity
membranovych enzymov, tvorbe a funkcie lipidovych raftov, transportu latok a bunkového
cyklu. NajdolezitejSim sterolom u zvierat je cholesterol. Rastlinné steroly sa nazyvaju
fytosteroly a najvyznamnejSie s stigmasterol, sitosterol a kampesterol. Hlavnym hubovym
sterolom je ergosterol,(Obrazok 10), ktory stimuluje rast a proliferaciu. Oproti cholesterolu ma
navyse dve dvojné viazby a metylova skupinu. Ergosterol je identifikovany ako imunoaktivny
lipid, ktory indukuje pyroptozu hostitel'skych buniek, nekrotickti a zapalovl programovanu
bunkovu smrt’, taktiez ergosterol je nevyhnutny pre udrziavanie mitochondrialnej DNA u hub.
Pri vystaveni ultrafialovému ziareniu je ergosterol premienany na ergokalciferol a vitamin D>
[31, 32, 33].

Ergosterol

Obrazok 10: Struktirny vzorec ergosterolu [34]

2.2.4.1 Biosyntéza ergosterolu

Biosantéza ergosterolu prebieha v 3 hlavnych krokoch v erytroplazmatickom retikulu. Proces
zaCina syntézov mevalonatu, kde rychlost’ limitujucim krokom je redukcia HMG-CoA
reduktazami. Druhym krokom je tvorba farnesylpyrofosfatu, kedy sa mevalonat premiena
na izoprenoidné jednoty, z ktorych sa syntetizuje farnesyldifosfat [31].

Spojenim 2 molekul farnesyldifosfu vznika skvalén, ktory sa za katalyzy skvalenepoxidazou
a lanosterolsyntetdzou meni na lanosterol. Sériou demetylacnych, redukénych a desaturacnych
krokov sa premietia cez medziprodukty, ako st zymosterol, fekosterol a episterol az
na vysledny produkt ergosterol, ktory je preneseny do plazmatickej membrany. Biosyntéza
ergosterolu zavisi od kyslika aj Zeleza vo viacerych enzymatickych krokoch [31].

2.2.5 Ubichinén

Ubichinén (Obrazok 11), taktiez nazyvany ako koenzym Q10 je antioxidant tvoreny
v zivo¢iSnych bunkach. Molekula ubichindénu obsahuje chinonovy kruh s polyizoprenoidnym
chvostom obsahujucim 6-10 podjednotiek u ré6znych druhov. V bunkach je klI'icovou zlozkou
mitochondrialneho elektrontransportného retazca, vo svojej redukovanej forme je antioxidant
Vv lipidickych Struktarach a chrani bunku pred oxidaénym stresom a tvori antioxida¢na ochranu
proti lipoperoxidacii. M6ze existovat’ v 3 roznych oxidacnych stavoch, plne oxidovanom stave
(ubichinén), ciastocne redukovanom stave (ubisemichindén) a plne redukovanom stave
(ubichinol) [35].

22


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lipid-peroxidation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alpha-oxidation

H,C-0 CH,  cq,

H
H.C-0 (CH,-C=C-CH,), . H

Obrazok 11: Struktirny vzorec ubichinénu [35]

2.2.5.1 Biosyntéza ubichinénu

Biosyntéza ubichinénu je iniciovana v cytosole, kde sa premenou mevalonatu tvori izoprénovy
koniec. Chinonovy kruh vznik4 z tyrosinu. Pripojenie izoprénového retazca na chinénové
jadro prebieha v mitochondriach a je Kkatalizované polyprenyltransferazou obsahujucu
prenyltransferazovi doménu Specificku pre biosyntézu ubichinéonu.

Nemitochondrialny CoQ 10, ktory funguje ako antioxidant rozpustny v lipidoch existuje
vo svojej redukovanej forme ako ubichinol a je po oxidacii redukovany bud’ selenoenzymom
tioredoxin reduktazou 1 v cytosole, alebo NADPH-dependentnym koenzymom Q reduktazou
[35, 36].

2.2.6 PB- glukany

B-glukany patria medzi rozpustni i nerozpustni vlakninu ziskavani z bunkovych stien rias,
baktérii, hab, kvasiniek a rastlin. Jedna sa o polysacharidy na baze D-glukdzy. Kvasinkové
B- glukany patria medzi nerozpustni vlakninu, ktora méze shizit' ako probiotikum. Strukturalne
st linearne hetero -B-D-glukdny. Vykazuji vyznamna biologicku aktivitu, zatial co
alfa- D- glukany ju nemaju. f-glukany vykazuju cytotoxické G¢inky na rakovinové bunky, st
vyuZzivané na zlepSenie u¢innosti chemoterapeutik a posilfiuju imunitny systém [36, 37, 38].

2.3 Odpadné substraty
2.3.1 Bielkovinové odpadné substraty

Proteinové odpadné substraty predstavujil vyznamni vyzvu aj prilezitost v oblasti
udrzatel'nosti a biohospodarstva. Obsahuji vysoké mnozstvo dusika a cenné ziviny, pricom ich
recyklacia mozZe priniest nové moznosti v  potravinarskom, farmaceutickom
a biotechnologickom priemysle. Hlavnymi zdrojmi proteinového odpadu st kuchynsky odpad,
priemyselny odpad a odpad z Cistenia odpadovych vod. Medzi najvyznamnejsie priemyselné
odvetvia produkujuce tento typ odpadu patria mliekarensky, maéasovy, rybarsky
a pol'nohospodarsky sektor. Spracovanie proteinového odpadu zahfia hydrolyzacné
a biokonverzné metddy, ktoré umoznuju jeho vyuzitie v roéznych aplikdcidch, vratane
bioplastov, biopaliv, funkénych potravin a ako substrat pre kultivaciu mikroorganizmov [39].

2.3.1.1 Lanové pokrutiny
Lan je jednoroc¢na rastlina z ¢el'ade l'anovité (Linaceae), ktora patri medzi vyznamné olejnaté
a ekonomicky doélezité plodiny. V zavislosti od ti¢elu pestovania sa rozliSuju dve hlavné formy:
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olejny lan, pestovany pre semena bohaté na nutricné a nutraceutické latky a textilny I'an,
vyuzivany na ziskavanie vlakien na vyrobu tkanin [40, 41].

Lanové semend obsahuju vysoké mnozstvo oleja, priblizne 30 —45 % hmotnosti semien, pri¢om
najvyznamnejSou zlozkou je a-linolénova kyselina, ktora sa zarad’'uje medzi omega- 3 mastné
kyseliny a tvori az 50 % obsahu tuku semena [41].

Lanovy olej ma antioxidacné vlastnosti, podporuje srdcocievny systém tym, ze pomaha
regulovat’ krvny tlak a znizuje hladinu cholesterolu. Ma protizapalové uc¢inky, podporuje
trdvenie a mad pozitivne GCinky na nervovy systém. Pre jeho priaznivé ucinky sa vyuziva
V potravinarskom, kozmetickom aj farmaceutickom priemysle [41].

Lanové pokrutiny su vysoko vyzivny vedlajsi produkt extrakcie oleja z l'anu bohaty
na bielkoviny, ktory ¢ini az 35 % polynenasytené mastnych Kyselin zvySkového oleja
a vlakniny. Hlavnym vyuzitim anovych pokrutin je krmivo pre zvierata, ako st prasata a kone.
Jednym z hlavnych problémov pri pouzivani lanovych pokrutin ako krmiva pre zvierata je jeho
vysoky obsah kyanogénnych glykosidov, ktoré su toxické, ked’ sa v traviacom systéme
metabolizuju na kyanovodik. Tato toxicita moze viest k vaznym zdravotnym problémom, ako
je neurologické poSkodenie, zvacSenie Stitnej zl'azy a naruSeny rast zvierat, ¢o obmedzuje
pouzitie V krmivach [42].

2.3.1.2 Srvatka

Produkcia mlie¢nych vyrobkov, vratane Sirokej Skaly syrov, ma znacny ekonomicky vyznam
vzhl'adom na rastuci globalny dopyt po tychto produktoch. Spracovanie mlieka z r6znych
zvierat ako su kravy, byvoly, ovce, kozy na syr vedie k vzniku miliard litrov srvatky ro¢ne [43].

Srvatka je tekuty vedlajsi produkt Zltozelenej farby pri vyrobe syrov a tvarohov z mlieka.
Dvomi zédkladnymi typmi srvatky su sladka a kysla srvatka. Rozdiel zavisi od technologického
procesu vyroby. Sladka srvatka méa pH priblizne 5,6 a pochadza z vyroby vacSiny druhov
tvrdych syrov alebo ur€itych kazeinovych produktov. Tato srvatka vznika pridanim syridla
do mlieka. Syridlo je zmes enzymov obsahujticich proteazu chymozinu do mlieka. Tento
pridavok syridla sposobi narusenie kazeinového proteinu v micelach a uvol'nenie organickych
kyselin, mineralov a bielkovin do sladkej srvatky. Toto narusSenie vedie k niekol'’kondsobnému
navySeniu vol'nych aminokyselin v srvatke. Koaguldcia kazeinu vyvolanad syridlom nastava
pri pH 6,5 [43, 44].

Kysla srvatka vznika bud’ mikrobialnou aktivitou laktobacilov, alebo pridanim organickych,
alebo mineralnych kyselin, ako je kyselina mliecka alebo kyselina chlorovodikova. Koagulacia
prebieha pri pH priblizne [43, 44].

ZloZenie srvatky je bohaté na rozpustné bielkoviny, laktozu, vitaminy, mineraly a tuky.
Priblizne 20 % celkového obsahu bielkovin v mlieku zostava v srvatke. Hlavnou zlozkou
srvatky je voda - 93 %. Susina obsahuje priblizne 72 % laktozy, srvatkové bielkoviny 8-10 %
a mineraly 12-15 %, z coho najvicsie zastiipenie ma NaCl, KCI a vapenaté soli. Obsahuje aj
malé mnoZzstvo kyseliny mliecnej a citronovej, mocoviny a vitaminy skupiny B. ZloZenie
srvatky je vSak vel'mi premenlivé a zavisi na vela parametroch technologického procesu
a povodu mlieka [43].
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2.3.1.2.1 Srvatkovy protein

Mliec¢ne bielkoviny st primarne zlozené z 2 hlavnych skupin proteinov. Kazein, ktory je
nerozpustny a tvori 80 hm% celkového proteinu mlieka a srvatkového proteinu, ktory je
rozpustny [45].

Srvatkové proteiny su globularne molekuly s vysokym obsahom a-helix motivov, v ktorych st
kyslé/zasadité a hydrofobne/hydrofilné aminokyseliny distribuované pomerne vyvazenym
sposobom pozdiz ich polypeptidovych retazcov. Najvicsie zastupenie z bielkovin ma
B- laktoglobulin a o-laktalbumin. Dal§imi zastipenymi bielkovinami st hovidzi sérovy
albumin a a- laktoferin. Skuto¢na koncentracia srvatkovych bielkovin zéavisi od druhu
srvatky, zdroja mlieka, zlozenia krmiva atd’. [43, 45].

Srvatkovy protein vykazuje funkéné vlastnosti, ako st gelovatenie, penenie, emulgacia a tvorba
filmu. Mdéze zachytavat' hydrofoébne a slabo polarne molekuly, ako st vitaminy rozpustné
v tukoch, mastné kyseliny, peptidy a kation [45].

2.3.1.3 Pivovarské drozdie
Kvasinky, prevazne druh Saccharomyces cerevisiae, zohravaji kI'a¢ovt tillohu pri vyrobe piva,
kde premienaju sacharidy zo sladu na alkohol. Po opakovanom pouziti v§ak postupne stracaju

svoju zivotaschopnost a musia byt odstrdnené. Predstavuju priblizne 15 % celkového
pivovarského odpadu [46, 47].

Tieto jednobunkové mikroorganizmy su bohatym zdrojom Zzivin — obsahuju priblizne 49 %
bielkovin, 40 % sacharidov, 7 % mineralov a vitaminov a 4 % lipidov. Pivovarské drozdie
navySe obsahuje bioaktivne latky, ako su B-glukdny, zndme pre svoje pozitivne uUcinky
na imunitny systém [46, 47].

Jeho vyuzitie ako proteinového doplnku v l'udskej strave je v§ak obmedzené vysokym obsahom
nukleovych kyselin, ktorych nadmerny prijem moze viest’ k zdravotnym problémom, napriklad
zvysenej hladine kyseliny mocovej. Preto sa pivovarské kvasinky najéastejsie vyuzivaju ako
lacny zdroj bielkovin v krmivach pre hospodarske zvierata [46, 47].

2.3.1.4 Kuracie perie
Kuracie perie predstavuje vyznamny odpadovy produkt hydinarskeho priemyslu, pri¢om tvori
priblizne 5 — 7 % celkovej hmotnosti spracovanej hydiny [48].

Perie je bohaté na bielkoviny, ktoré tvoria v priemere 87 % jeho zloZenia. Tieto bielkoviny st
vSak viazané v nestravitelnej keratinovej Strukture, ¢o stazuje ich vyuzitie. Keratin je
nerozpustny a odolny voci vaésine proteaz, pretoze jeho komplexna Struktira obsahuje a-helixy
a B-listy, ktoré st spevnené disulfidovymi viazbami [48, 49].

Hoci perie obsahuje vysoké mnozstvo bielkovin, mé nizky obsah esencialnych aminokyselin,
ako su lyzin, metionin a histidin. Na druhej strane, je bohaté na siru, a to vd’aka vysokému
obsahu cysteinu, elementarnej siry a selénu [49].
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2.4 Analytické metody

Pre charakterizaciu vhodnosti potravinarskych odpadov ako alternativnych kultivaénych
substratov je nevyhnutné poznat' ich chemické zlozenie. Rovnako doélezitd je metabolicka
charakterizacia biomasy ziskanej kultivaciou. Preto je potrebné zvolit' vhodné analytické
metody, ktoré umoziuju presné stanovenie vybranych zloziek substratov, ako aj finalnej
biomasy. Tieto metddy poskytuju informacie, nielen o zlozeni odpadného materialu, ale aj
0 moznostiach jeho pouzitia na Kkultivacie, zlozeni findlnej biomasy aich schopnosti
akumulovat’ bioaktivne latky [63].

2.4.1 Stanovenie dusika Kjeldahlovou metodou

Kjeldahlova metoda sa vyznacuje vysokou presnostou, spolahlivou reprodukovatelnostou
a sirokou univerzalnostou, vdaka comu je efektivnou metédou na odhad bielkovin
Vv potravinach. Jej princip spociva v premene vol'ného dusika na amoénne i6ny. Cely proces
prebieha v 3 zakladnych fazach [50, 51].

Prvym krokom je premena organickych materialov vo vzorke na siran aménny . Pri tejto reakcii
sa dusikaté latky rozlozia koncentrovanou kyselinou sirovou pri kontinudlnom zahrievani
na priblizne 420 °C. Uvolnuje sa S0z, H20 a C0O2 . Na urychlenie mineralizacie sa pouzivaju
katalyzatory obsahujuce CuS04 a K2S04. Katalyzator urychl'uje chemickl reakciu a oxidaciu
organickych zlucenin a zvySuje teplotu varu roztoku H2S0s4, ¢o umoziuje rychlejsiu
mineralizaciu pri vyssich teplotich. V druhom kroku sa siran amoénny rozklada vodou
a hydroxidom sodnym, ¢o spdsobi premenu siranovych iéonov na amoniak. NHz je destilovana
vodnou parou do kyseliny sirovej. V poslednom kroku sa amoniak stanovuje titraéne [50, 51].

2.4.2 Plynova chromatografia

Plynova chromatografia je analytickd metoda, ktora umoZiluje analyzovat’ prchavé latky.
PouZiva sa najmd na stanovenie organickych alebo anorganickych latok so silnou tepelnou
stabilitou a relativne lahkym splynovanim. Pouziva sa ako na kvalitativnu tak aj
na kvantitativnu analyzu. Pristroj obsahuje kapilaru so stacionarnou fdzou z oxidu kremicitého.
Vnutrom kapilary prechddza nosny plyn, zvy€ajne dusik, ale pouZziva sa i hélium alebo vodik.
Separacia je zavisla na interakciach vzorky medzi stacionarnou fazou anosnym plynom
pri fixnej teplote alebo podla teplotného programu. Medzi najpouzivanejsie detektory patri
FID (plamenovo-ioniza¢ny detektor) a MS (hmotnostny spektrometer) [53, 54].

2.4.3 Vysokoudinna kvapalinova chromatografia

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) oddeluje analyty podla ich distribucie
medzi mobilnu kvapalnii fazu a stacionarnu pevnu fazu. Metoda je Siroko pouzivana
na separaciu zmesi zli€enin na identifikéciu, kvantifikdciu a Cistenie jednotlivych zloziek
zmesi. Citlivost’ a presnost’ vysledkov HPLC zavisi od stacionarnej fazy, mobilnej fazy
a detektora. Medzi vyuzivané detektory patria DAD (detektor diédového pola), MS
(hmotnostny spektrometer) [53, 55].
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3 CIEL PRACE
Cielom tejto prace je vyuzitie réznych typov odpadnych bielkovinovych substratov
pre kultivaciu vybranych druhov kvasiniek.

V ramci diplomovej prace budu nasledujtce ¢iasto¢né tlohy:

1. Literarne reSerSe zameran¢ na prehlad biotechnologicky vyuziteI'nych proteinovych
odpadovych substratov z potravinarstva a pol'nohospodarstva a na kvasinkové systémy,
ktoré ich dokazu valorizovat'.

2. Selekcia karoténogénnych kmenov pre kultivacné experimenty, navrhy zlozenia média,
moznosti aplikacie proteinov ako zdroja nutrientov.

3. Analyza rastu a metabolickej aktivity vybranych kvasiniek v pritomnosti proteinovych
substratov rézneho typu v podmienkach nutri¢ného stresu.

4. Vyhodnotenie vysledkov — moznosti produkcie obohatenej kvasinkovej biomasy
S vy$§im obsahom proteinov.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Chemikalie

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

Izopropylalkohol p.a. Roth (SRN)

Kyselina sirova 96%, Lach-ner, s.r.0. (CR)

Hydroxid sodny, Lach-ner, S.r.o. (CR)

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

Kazeinovy pepton , Roth (Nemecko)

Glycerol bezvody p.a., Lach-ner, s.r.0.(CR)
Dihydrogénfosforenan draselny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)
Dusi¢nan sodny p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)

Siran hore¢naty heptahydrat p.a., Lach-ner, s.r.o 1 (CR)
Etanol p.a., VWR International S.A.S.

Hexan pro HPLC, Sigma- Aldrich (SRN)

Metanol pro HPLC, Sigma- Aldrich (SRN)

Chloroform p.a., Lach-ner, s.r.o. (CR)

Etyl acetat pre HPLC, Sigma- Aldrich (SRN)

Acetonitril pre HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)

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

Kyselina heptadekanova GC kvality, Sigma- Aldrich (SRN)
Vodik 5.5 SIAD v tlakovej bombe s redukénym ventilom
Vzduch 5.0 SIAD v tlakovej bombe s redukénym ventilom
Dusik 5.0 SIAD v tlakovej bombe s redukénym ventilom
Kyselina §tavelova Lach-ner, S.r.o. (CR)

Sada kitu K-YBGL (IRL)

Kyselina octova, p.a., Lachema (CR)

Chlorid sodny, p.a., Lach-ner (CR)

Trypsin z bravéového pankreasu, Sigma- Aldrich (SRN)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, p.a., Lach-ner (CR)



Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, p.a., Lach-ner (CR)
B-karotén, analyticky Standard, Sigma-Aldrich (SRN)
Ergosterol, analyticky Standard, Sigma-Aldrich (SRN)
Lykopén, analyticky $tandard, Sigma-Aldrich (SRN)
Torularhodin, analyticky Standard, Sigma-Aldrich (SRN)
Ubichinon, analyticky Standard, Sigma-Aldrich (SRN)
Supelco 37 Component FAME Mix, analyticky Standard, sigma-Aldrich (SRN)
4.1.1 Odpadné substraty

Kuracie perie (CR)

Lanové vylisky (CR)

Srvatkovy protein (CR)

Srvatka (SR)

Pivovarské drozdie (CR)

4.2 Pomocky a pristroje

Predvazky Scout Pro, OHAUS

Aparatura podl'a Soxhleda

Autoklav Systec

Vakuova odparovacka HB4 basic, HBA Labortechnic
Centrifuga BioTech, (CR)

Analyzator prvkového zlozenia EuroVector EA 3000 (EuroVector, IT)

Vapodest 500, C. (Gerhardt GmbH & Co. KG, SRN) Automaticky titrator Gerhardt (DE)

Kjeldatherm Block-Digestion Unit (Gerhardt GmbH & Co. KG, SRN)
Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer (USA)

Analytické vahy Boeco (SRN)

Automatické pipety, Biohit (DE) a Discovery

Centrifuga BioTech, (CR)

Termoblok VWR, (CR)

Striekackové filtre 0.4 um PTFE Chromservis, (CR)

Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
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HPLC/PDA sustava:
HPLC sustava (Thermo Fisher Scientific, USA)
Dionex Ultimate Series 3000 Pump
Dionex Ultimate Series 3000 Autosampler
Kolona Kinetex EVO C18 150 mm x 4,6 mm x 5,0 um
Thermo Fisher Vanquish detector
Vyhodnocovaci systém Chromeleon
TRACE GC/FID (Thermo Fisher Scientific, USA)
Kapilarna koléna Lion-GC FAME 30 m x 0,25 mm x 0,2 pm
ELISA Synergy HTX, BioTech

4.3 Druhy pouzitych mikroorganizmov

Druhy kvasiniek boli ziskané zo zbierky kultar kvasiniek, ktora je sucastou SAV v Bratislave.

1. Rhodotorula kratochvilovae (CCY 20-2-26)
2. Rhodotorula toruloides (CCY 62-2-4)
3. Metschnikowia pulcherrima clade (CCY 029-002-149)

4.4 Priprava odpadnych substratov
4.4.1 Srvatka

Surova srvatka bola vysterilizovana v sterilizacnej fl'asi v tlakovom hrnci pri nastaveni varica
na 140 °C pocas 40 minat. Vyzrazané bielkoviny boli odfiltrované pomocou Biichnerovej
nalevky. Filtrat bol opét’ vysterilizovany. Odfiltrovand bielkovina bolo vysuSend v suSiarni.
Po vychladnuti bola skladovana v mraznicke.

4.4.2 DLanové vylisky

Lanové otruby obsahuju asi 30 % zvyskového oleja. Tento olej musi byt vyextrahovany
pred samotnou hydrolyzou. Na vyextrahovanie bola pouzitda Soxhledova metdda. Danové
otruby boli navazené do patrén a zabezpeCené vatou. Takto pripravené patrony boli vlozené
do soxhletovho extraktoru. Do spodnej Casti bola pripevnena varna banka s dostatoénym
mnozstvom rozpustadla So zlozenim izopropanol a hexan v pomere 1:1. Po zapnuti topného
hniezda a chladica prebiehala extrakcia priblizne 2 a pol hodiny. Extrakcia bola ukoncena
po vizualnej kontrole, kedy stipajuce rozpustadlo v soxhledovom extraktore bolo takmer
bezfarebné. Po dokonceni cyklu bola aparatura oddelend od topného miesta. Po vychladnuti
boli patrony vlozené do suSiarne do UpIného vysuSenia. Po vysuseni bol obsah zvazeny. Strata
hmotnosti l'anovych vyliskov €inila priblizne 26 %.

Vyextrahovany olej v rozpustadle bol vlozeny na vakuovi odparku, bolo rozpustadlo
regenerované. Olej bol preliaty do zbernej nadoby a skladovany v chladnicke. Zlozenie
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mastnych kyselin bolo stanovené pomocou plynovej chromatografie, kedy boli vzorky
pripravené postupom v (4.5.4)

4.42.1 Vysledok analyzy mastnych kyselin ’'anového oleja

Pomocou plynovej chromatografie s plamenovo ionizaénym detektorom bolo stanovené
zlozenie mastnych kyselin, ktoré je vyobrazené na grafe (Obrazok 12). V l'anovom oleji sa
nachadza vysoké zastupenie polynenasytenych mastnych kyselin, primarne a-linolenova
kyselina, ktora patri medzi omega-3-mastné kyseliny.

Cistota nasho vyextrahovaného oleja bola stanovena na 47,02 % triacylglycerolov vo vzorke.
Pre mnozstvo potrebné pre kultivacie bolo usudené, Zze zvySkové rozpustadla by nemali robit’
problém pri kultivaciach kvasiniek. Analyza prebiehal v duplikatoch z ktorych bola vypocitana
odchylka.

Z tychto vysledkov bolo vypocitané potrebné mnozstvo l'anového oleja na nahradenie glycerinu
Vv produkénych kultivaénych médiach.
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Zastupenie mastnych kyselkin [g/100g]

mC16:0 C18:0 mCl8:1c C18:2c C18:3d3

Obrazok 12 Graf zlozenia mastnych kyselin v lanovom oleji

4.4.3 Screeningové hydolyzaty

Do sterilizaénych nadob boli pripravené tri druhy hydolyzatov pre kazdy odpadny
substrat (Tabulka 1). Kysly hydrolyzat bol vytroveny pomocou 1 % Kyseliny sirove;j. Pri kyslej
hydrolyze bola koncentracia odpadného substratu 10 g/100 ml. Bazické hydrolyzaty boli
pripravené pomocou 1 M hydroxidu sodného. Koncentrdcia odpadného substratu cinila
10 g/100 ml a 20 g/100 ml.

Tabulka 1: Hydrolyzované odpadné substraty

Odpadné substraty
Odtuénené l'anové vylisky

Komercny srvatkovy protein

Pivovarské drozdie
Kuracie perie
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Takto pripravné hydrolyzaty boli uzavreté a hydrolyzované v autoklave pri 121 °C po dobu
15 minut. Po vychladnuti boli hydrolyzaty stoené v centrifige pri 4500 ot/m po do dobu
7 minut. Hydrolyzaty boli skladované v chladnicke.

444 Stanovenie dusiku

Stanovenie dusiku andsledné prepocitanie na hrubu bielkovinu bolo prevedené podla
Kjeldahlovej metody (2.4.1). Kazdy hydrolyzat bol merany jedenkrat.

Do sklenenych trubic ur¢enych na Kjeldahlova metdédu bolo napipetované 0,5 ml hydrolyzatu,
10 ml koncentrovanej kyseliny sirovej a 2 g Weiningerového katalyzatoru. Takto pripravené
vzorky boli vlozené na mineralizator na rezim muka. Mineralizacia prebiehala priblizne 2 a pol
hodiny. Po vychladnuti boli trubice vybrané z mineralizatoru.

Do titraénych baniek na 250 ml bolo napipetované 25 ml 0,05M kyseliny sirovej o presnej
koncentracii. Do pristroja na parni destilaciu Kjeldahlovej aparatiry bola vlozena sklenena
trubica a titratna banka. Bol spusteny program muka. Po destilacii je obsah banky titrovany
0,1 M roztokom hydroxidu sodného.

4.44.1 Vysledky Kjeldahlovej metody

Z vysledkov stanovenia celkového dusika podl'a Kjeldahla (Tabulka 2) bolo zistené, ze
hydrolyzy bola lepsia u nizSiecho pomeru odpadného substratu. Taktiez, pri niektorych vzorkéach
ako l'anové vylisky bol vyssi pomer odpadného substratu spojeny s narastom viskozity do takej
miery, ze nebolo mozné s hydrolyzatom presne narabat’ pre prilnavost’ na steny pipetovacich
Spiciek.

Pre d’al$i postup v préaci boli zvolené hydrolyzaty béazické s pomerom 1:10. Taktiez 'anovy
hydrolyzat bol z praktickych dovodov zriedeny 1:1 s vodou pre zniZenie viskozity.

Tabulka 2: Vysledky Kjeldahlovej metody stanovenia celkového dusiku a hrubej bielkoviny

Hydrolyzat Pomer odpadu N [o/1] I;I;Iﬂlzgvina [0/
1:10 NaOH 17,33 108,32

Komerény srvatkovy hydrolyzat | 2:10 NaOH 25,95 162,19
1:10 H2SO4 13,16 82,25

Srvatkovy filtrat 13,30 83,12

Kuracie perie 1:10 NaOH 19,00 118,74

Pivovarské kvasnice 1:10 NaOH 13,02 82,25
Autolyza+1:10 NaOH | 13,16 83,12
1:10 NaOH 10,38 64,87
2:10 NaOH

Lanové hydrolyzaty (Hydrolyzat riedeny 12,05 75,30
1:5 s vodou)
1:10 H2SO4 11,21 70,09
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4,45 Stanovenie C:N pomeru pomocou prvkovej analyzy

Pre vybrané hydrolyzaty a srvatkovy filtrat bol stanoveny C:N pomer pomocou prvkovej
analyzy na pristroji EuroVector EA 3000 (EuroVector, Italy).

Do centrifugalnej skimavky bolo napipetované 5 ml pripravenych hydrolyzatov a navazeny 1 g
povodnych nespracovanych odpadnych substratov. Takto pripravené skimavky boli zamrazené
a zlyofilizované na lyofilizatore. Zlyofilizovované hydrolyzaty boli zhomogenizované.
Stanovenie bolo prevedené metodou z ¢lanku [62].

Z kazdej vzorky bolo navazené 50 mg po 3 opakovaniach. Ako Standard bol pouzity
sulfanilamid. Prvkova analyza prebiehala pri 980 °C pri konStantnom pruade hélia. Separacia
plynov N2, CO. prebiehala v chromatografickej kolone s teplotne vodivostnym detektorom.

4.45.1 Vysledky prvkovej analyzy
Tabulka 3 Percentudlne zlozenie Dusiku a uhliku hydrolyzatov a odpadov

Vzorka C [%] N [%]
Lanovy hydrolyzat 31,505 + 0,002 4,666+0,036
LCan 46,547+0,001 7,183+0,557
Srv. protein hydrolyzat 34,859+0,001 7,796+0,087
Komer¢ny srvatkovy protein | 51,443+0,010 12,579+0,253
Drozd’ovy hydrolyzat 30,495+0,006 16,008+7,06
Pivovarské drozdie 46,019+0,007 6,446+0,053
Pérovy hydrolyzat 33,394+0,005 8,762+0,127
Srvatka 41,787+0,007 1,441+0,027
Srvatkovy protein 55,452+0,006 9,881+0,259

Pomocou prvkovej analyzy bolo stanovené percentudlne zastipenie dusiku a uhliku
Vo vybranych proteinovych odpadoch a hydrolyzatoch s vysledkami v (Tabul'ka 3). Cielom
tychto merani bolo zistit, Ze presné mnozstvo tychto prvkov pre vypocet C:N pomeru
Vv produkénych médiach pre kultivacie. Bolo zistené Ze priemernd G¢innost’ bazickej hydrolyzy
1 M NaOH bola 62 % oproti povodnym odpadnym substratom. Obsah hrubej bielkoviny pre
hydrolyzaty nagrafe (Obrazok:13) sa pohyboval od 29 g na 100 g suSiny pri 'anovom
hydrolyzate po 78,6 29 g na 100 g suSiny hydrolyzatu komeréného srvatkového proteinu.
Srvatkovy protein ziskany zo skimanej srvatky obsahoval 61,7 g na 100 g, ¢oje o 21,5 % nizsia
hodnota oproti komerénému srvatkovému proteinu.

Najvyssi obsah uhlika bol srvatkovom proteine, kde dosahoval
hodnotu 55, 5 g/100 g susiny. Tento zvySeny obsah uhlika moze byt zapri¢ineny nedostatocnou

purifikdciou proteinového koncentratu, kde mohol zostat’ rezidudlny tuk zo srvatky. Najnizsie

stanoveny Vv
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hodnoty uhlika boli stanovené v I'anovom hydrolyzate, kedy sa polysacharidové Struktury
nedokazali hydrolyzovat’ pri pouziti daného typu hydrolyzy.
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Obrazok:13 Graf'vysledkov prvkovej analyzy pre dusik a uhlik a hodnota hrubej bielkoviny hydrolyzatov
a povodnych odpadnych substratov.

4.4.6 Inokulacia

Pre pripravu inokul bola pouzita dvojita inokulacia. Podl'a (Tabul'ka 4) bolo prichystané YPD
médium pre inokula¢né média I a 1. Objem inokul | ¢inil 60 ml, ktory bol pripraveny do 250 ml
Ferlenmeyerovej banky. Objem inokula II ¢inil 300 ml. Takto pripravené média boli uzavreté
zatkou a prikryté alobalom. Nasledne boli vysterilizované po dobu 40 minat pri 140 °C
Vv tlakovom hrnci. Po vychladnuti bolo inokulum II uskladnené v chladni¢ke. Inokulum I bolo
vlozené to flowboxu a vysvietené UV svetlom po dobu 20 mintt. O¢kovanie z Petriho misky
bolo vykonané za sterilnych podmienok. Na kazdych 10 ml YPD média pripadla 1 kl'ucka
kultary z Petriho misky. Inokulaéné médium I podrobené intenzivnemu trepaniu na reciprocnej
trepacke pri 120 rpm. Po 24 hodinach bolo inokulum | sterilne preockované do YPD média
inokula II, totoZnym postupom a ockovacim pomerom 1:5. Po 24 hodinéach bolo inokulum II
prichystané na ockovanie produkénych médii.

Tabulka 4 Zlozenie inokulacného média

Zlozka Koncentracia [g/l]
Pepton 20
Glycerol 20
Kvasni¢ny autolyzat 10
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4.46.1 Kontrolné média

Boli pripravené 3 glycerolové kontrolné média a 3 olejové kontrolné média s pomerom C:N 13,
ktoré sa liSia koncentrdciou mikroprvkov. Mnozstvo oleja bolo prepocitané
z vysledkov plynovej chromatografie. Vsetky vzorky boli robené v duplikatoch.

Kontrolné média boli pripravené podl'a (Tabul’ka 6) a (Tabul’ka 7) do 250 ml Erlenovych baniek.
Takto pripravené média boli uzatvorené zatkou a zaobalované alobalom. Sterilizacia prebehla
Vv tlakovom hrnci po€as 40 minut na 140 °C. Po vychladeni boli sterilne zaockované
v ockovacom boxe 10 ml inokula Il a pripipetované mikroelementy 50 ul, 100 ul alebo 500 pl.
Zlozenie roztoku mikroelementov sa nachadza v (Tabulka 5). Banky boli podrobené
intenzivnemu trepaniu na recipro¢nej trepacke pri 120 rpm po dobu 96 hodin.

Tabulka 5 ZlozZenie roztoku mikroelementov

Zlozka Koncentracia [g/1]
H3BOs 1,25
ZnS04-7H20 1,00
MnClz-4H,0 0,82
(NH4)sMO7024-4H20 0,50
FeCls 0,30
KI 0,25
CuS0O4-5H.0 0,10

Tabulka 6: Zlozenie glycerolovych kontrolnych médii

Glycerolova kontrola
Zlozka Koncentracia [g/l]
Glycerol 24,05
KH2PO4 4,00
MgSO4-7H.0 0,70
NaNOs 5,12

Tabulka 7: ZlozZenie olejovych kontrolnych médii

Olejova kontrola
Zlozka Koncentracia [g/l]
LCanovy olej 25,70
KH2PO4 4,00
MgSQO4-7H20 0,70
NaNOs 5,12
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4,47 Produkéné média

Produkéné média boli prichystané z vysledkov prvkovej analyzy a vysledkov plynovej
chromatografie 'anového oleja. Vsetky vzorky boli robené v duplikatoch.

Podl'a (Tabul’ka 8) boli pripravené média do 250 ml Erlenmeyerovych baniek, boli zazatkované
a obalené alobalom. Nasledne boli sterilizované 40 minut pri 120 °C apo vychladnuti
zaockované 10 ml inokula Il a bolo pridané 50 pl mikroelementov. Po zao¢kovani boli vlozené
na trepacky po dobu 96 hodin.

Tabulka 8: Zlozenie produkcnych glycerolovych a olejovych proteinovych médii

Médium Hydrolyzat | Filtrat | Glycerol | Olej KH2POs | MgSO4-7H.0
[ml/1] [mi/1] | [9/1] [o/] | [9/1] [9/1]

Lan-Glycerol | 315,20 0 9,49 0

SIV. protein- | 4 o 0 1441 |0

Glycerol

Perie-Glycerol | 70,70 0 15,83 0

glr;zgrlzl 138,77 0 8,15 0

Srvatka 24,2 2,87 0 0 4,00 0.70

Lan-Olej 315,20 0 0 10,13

Stvprotein- | 44 o 0 0 15,40

Olej

Perie-Olej 70,70 0 0 16,91

Drozdie-Olej 138,77 0 0 7,62

4.5 Spracovanie a analyza biomasy

45.1 Stacanie biomasy a gravimetrické stanovenie biomasy

Biomasa bola preliata do 50 ml centrifugalnych skumaviek a centrifugovana po dobu 6 minut
pri 3000 ot/minttu. Supernatant bol zliaty. Biomasa bola dvakrat premyta pomocou
destilovanej vody, scentrifovana a prevedena do 2 ml Eppendorfovych skimaviek. Nasledne
bola zamrazena pri teplote -80 °C a zlyofilizovana na lyofilizatore.

Na gravimetrické stanovenie bol z produkéného média odobraty 1 ml do Eppendorfovych
skumaviek v duplikatoch. Supernatant bol stoceny pri 13000 ot/minatu po dobu 1 minutu a bol
dvakrat premyty pomocou destilovanej vody. Po poslednom stoceni boli vzorky zmrazené
v—80°C azlyofilizované na lyofilizdtore. Po zlyofilizovani boli vzorky zvéazené
na analytickych vahach.
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4.5.2 Stanovenie obsahu dusiku v biomase Kjeldahlovou metédou

Do sklenenych trubic na mineralizaciu bolo navazenych 200 mg zlyofilizovanej biomasy
Vv duplicitnom merani. Néasledny postup je totozny s postupom (4.4.4)

4.5.3 Analyza vzoriek na vysokoucinnej kvapalinovej chromatografi

Analyza karoténoidov, ergosteroli aubichinébnu prebichala na pristroji vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie s detektorom diddového pola (2.4.3). Vzorky boli vyhodnotené
na zaklade predmetnych Standardov a kalibra¢nych kriviek. Chybova tsecka bola stanovena
Z merani nakultivovanych duplikatov biomasy.

Do zavitovych 2 ml plastovych skiimaviek bolo navazené 15-20 mg zlyofilizovanej biomasy.
Biomasa bola hydratovanad po dobu 30 minut pridanim 1 ml H20. Nasledne bola biomasa
centrifugovana po dobu 1 minaty na 14000 ot/minutu a supernatant bol zliaty. K hydratovanej
biomase bol pridany 1 ml metanolu a priblizne 0,5 ml sklenych gul'6¢ok. Skumavky boli
vlozené na vortex po dobu 15 minut pri 2850rpm. Nasledne bol obsah skimaviek kvantitativne
prevedeny do 15 ml centrifugalnych skiimaviek spolu s 2 ml chloroformu p.a.. Centrifugalne
skimavky boli vloZzené na multipozi¢ny vortex a po dobu 10 minut sa trepali pri 1000 rpm.
Do skumaviek bol pridany 1 ml H20 aboli ru¢ne premiesané. Vzorky boli centrifugované
po dobu 1 minaty na 2700 ot/minitu. Do sklenej skimavky bola odpipetovana dolna
chloroformova faza a boli umiestnené na termoblok nastaveny na 45 °C. Do skimaviek boli
zavedené zaroven ihly na privod N2. Po kompletnom odpareni chloroformu bol k vzorkam
napipetovany 1 ml zmesi etylacetat: acetonitril v pomere 2:1. Vzorky boli prefiltrované
cez PTFE filter do sklenych zavitovych 2 ml vialiek.

4.53.1 Parametre analyzy vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie

Pre analyzu HPLC/DAD bol pouzity pristroj Dionex UltiMate 3000 od firmy Thermo Fisher
Scientific. Kolona bola pouzita Kinetex C18 EVO 150 mm x 4,6 mm X 5 pm s gradientovou
eliciou. Prietok mobilnej fazy €inil 1,2 ml/minttu pri teplote 25 °C so zloZenim mobilnej fazy
v (Tabulka 9). Detekcia bola prevedené pomocou detektoru diodového pola (DAD)
so systémom fotodiod. Program na vyhodnotenie vysledkov bol Chromeleon 7.2 a MS Excel.

Tabulka 9: Zlozenie mobilnych fazy pre pristroj HPLC/DAD

Mobilna faza Latka Objem [%]
Acetonitril 84
A Tris HCI 100mM 14
Metanol 2
B Etylacetat 60
Metanol 40

45.4 Analyza mastnych kyselin pomocou plynovej chromatografie

Analyza mastnych kyselin prebiehala pomocou pristroja plynovej chromatografie
s plamenovoionyzacnym detektorom (2.4.2). Vyhodnocovanie prebichalo na zéklade
predmetnych Standardov a kalibra¢nych kriviek. Chybova tsecka bola stanovena z merani
nakultivovanych duplikatov biomasy.
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Do krimpovacich vialiek bolo navazenych 12-18 mg zlyofilizovanej biomasy. K biomase bolo
napipetovanych 1,8 ml transesterifikaénej zmesi S obsahom vnatorného standardu C17 (kyseliny
heptadekanovej) o koncentracii 0,5 mg/ml. Vialky boli uzavreté krimplovacim vie¢kom a boli
umiestnené¢ na 85 °C vyhriaty termoblok po dobu 2 hodin. Po vychladnuti vialiek boli
odkrimpované a ich obsah bol kvantitativne prevedeny do 5 ml zavitovych vialiek. K vzorkam
bolo pridanych 0,5 ml 0,5 M NaOH a1 ml HPLC hexanu. Vialky boli uzatvorené vieckom
aboli vloZzené na multipozi¢ny vortex po dobu 5 minat. Po ustaleni fazy bolo z hornej
hexanovej fazy odobrané 100 pl do 2 ml skrutkovacej vialky a bolo doplnené do 1 ml HPLC
hexanom.

45.4.1 Parametre analyzy plynovej chromatografie

Pre analyzu bol vyuzity pristroj TRACE GC/FID od firmy Thermo Fisher s plamenovo—
ionizacnym detektorom. Bola vyuzitad kolona Lion - GC FAME 30 m x 0,25 mm x 0,2 um
S prietokom nosného plynu vodiku 1 ml/minttu. Analyza vyuzivala teplotny program (Tabul'ka
10). Pri analyze bola vyuzita metdda interného Standardu pomocou mastnej kyseliny C17, ktora
kvasinky nedokazu prirodzene produkovat’ a vyhodnotenie prebiehalo v programe Chromeleon
7.2 a MS Excel.

Tabulka 10: Teplotny program analyzy mastnych kyselin plynovej chromatografie

Retencny cas Gradient Cielové teplota | Cas zadrzania

[min] [°C/minttu] [°C] [min]
0,000 Run - -
1,000 0,00 60,0 1,00
3,625 40,00 125,0 1,00
8,625 5,00 140,0 2,00
19,736 4,50 190,0 0,00
22,236 25,00 240,0 0,50
22,300 Stop - -

455 Stanovenie glukanov

Na stanovenie beta-glukanov bolo vyuzité komer¢ného kitu. Metoda je zaloZena na degradacii
celkovych glukanov a a-glukanov na D-glukézové jednotky. Spektrofotometrickym
stanovenim st potom stanoven¢ tieto mnozstva, ktoré s nasledne od seba od¢itané. Od¢itanim
a-glukanov od celkovych glukanov dostaneme mnozstvo f-D-glukanov vo vzorke. Odchylky
boli stanovena zpriemernej hodnoty. Chybova tseCka bola
nakultivovanych duplikatov biomasy [58].

stanovena z merani

45.5.1 Roztoky balenia kitu pre stanovenie glukanov
- Frasa 1. 2ml suspenzie siranu amonneho obsahujiceho exo-1,3- B-glukanazu
(100 U/ml) a p-glukosidazu (20 U/ml).
- Frasa 2: 20 ml 50 % roztoku glycerolu obsahujuceho amyloglukosidazu (1630 U/ml)
a roztok enzymu invertazy (500 U/ml).
- Frasa 3: 50 ml reakény pufor GOPOD o pH= 7,4. Pufor obsahuje p-hydroxybenzoovu
kyselinu a azid sodny (0,09 %).
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- Frasa 4: Enzymy ¢inidiel GOPOD formou lyofilizovaného prasku. Enzymy obsahuju
glukozooxidazu (GOD), peroxidazu (POD) a 4-aminoantipyrin.

- Frasa5: Roztok kyseliny benzéovej (0,2 %) so standardnym roztokom D-glukézy (5 ml,
1 mg/ml).

- Frla$a 6: Standard B-glukanv pre kontrolu merania (2 g).

4.5.5.2 Pomocné roztoky pre stanovenie glukanov
Pred zacatim postupu boli pripravené roztoky nizsie:

- Kyselina sirova (12 M).

- Hydroxid sodny (1,7 M).

- Hydroxid draselny (10,0 M).

- Acetatovy pufor (200 mM, pH=4,5).
- Acetatovy pufor (200 mM, pH=5).

- Acetatovy pufor (1,2 M, pH= 3,8).

Zaroven na pripravu reagentu GOPOD bolo do flase ¢. 1 zkitu pridanych 9 ml 200 mM
acetatového puforu. Obsah fTase ¢. 3 bol nariedeny na 1 1 destilovanej vody. Enzymy roztoku
¢. 4 boli rozpustené v 20 ml roztoku 1 anasledne kvantitativne prevedené do fTase ¢. 1

S0 zvySnym roztokom. Postup stanovenia prebiehal podla nidvodu uvedeného v navode
od vyrobcu [58].

455.3 a-glukany

Do sklenych skimaviek bolo navazenych 13-15 mg zlyofilizovanej biomasy. K biomase bolo
napipetovanych 1,7 M NaOH a boli po dobu 20 minut vlozené do 'adovej lazne. Nasledne bolo
pridanych 1,2 M acetatového puforu a enzymy invertazy. Vzorky boli po dobu 30 minut
udrziavané pri 40 °C. Vzorky boli nasledne zcentrifugované pri 13 000 ot/mintatu po dobu 5
minut. Po centrifugacii bol odobraty dany objem a bolo pripipetované ¢inidlo GOPOD. Vzorky
boli inkubované po dobu 20 minut pri 40 °C. Meranie absorbancie prebiehalo pri 510 nm oproti
slepej vzorke.

455.4 Celkové glukany

Do sklenych skimaviek bolo navazené 13-15 mg lyofilizovanej biomasy a bola pripipetovana
12 M kyselina sirova. Skimavky boli vloZzené do 'adovej lazne po dobu 2 hodin. Nasledne bola
pridand voda a vzorky boli inkubované pri teplote 100°C po dobu 2 hodin. Nasledne bola zmes
neutralizovana hydroxidom a bol pridany 200mM acetatovy pufor. Vzorky boli centrifugované
po dobu 5 mintt pri 13 000 ot/minutu. Nasledne bolo odobraté dané mnozstvo scentrifugovanej
vzorky a bola pridana exo-zmes z flase 1 (4.5.5.1) . Takto pripravené vzorky boli inkubované
pri 40 °C po dobu 1 hodiny. Po inkubacii bolo pridané ¢inidlo GOPOD a skumavky boli znovu
inkubované pri 40 °C po dobu 20 mintt. Nasledne bola zmerana absorbancia pri 510 nm oproti
slepej vzorke acetatového puforu.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA
5.1 Obohatenie biomasy dusikatymi zloZkami média

Sucastou tejto prace bolo obohatenie kvasinkovej biomasy o dusikaté latky, ako st proteiny,
prostrednictvom suplementacie kultivaénych médii hydrolyzatmi bohatymi o protein. Obsah
dusika po kultivacii v zlyofilizovanej biomase bol stanoveny Kjeldahlovov metodou. P6vodna
hypotéza pochadzala z predpokladu, ze obohatenim média hydrolyzatmi bohatymi na dusik sa
zvy$i hodnota aj v kvasinkovej biomase v porovnani s kontrolnou vzorkou s mineralnym
zdrojom dusika.

Vo vzorkach biomasy kvasinky Rhodoturula kratochvilovae, v grafe (Obrazok 14), nedoslo
k narastu dusikatych latok v biomase. Biomasa s anorganickym zdrojom dusika mala najvyssi
obsah hrubej bielkoviny, ato 37,83 g/100 g biomasy. Porovnatelny vysledok dosahovala
vzorka s 'anovym hydrolyzatom s obsahom 36,74 g/100 g biomasy a pérovym hydrolyzatom
34,17 g/100g biomasy.
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Obrazok 14: Graf stanovenia obsahu dusika a hrubej bielkoviny pre kvasinku Rhodoturula
kratochvilovae

V grafe (Obrazok 15) dosiahla kvasinka Rhodotorula, toruloides najvyssie zastipenie hrubej
bielkoviny zo vSetkych vzoriek snajvy$sim vo vzorke slanovym hydrolyzatom
s0 40,94 g/100 g biomasy, ¢o je navySenie o 10,5 % oproti kontrole a pérovym hydrolyzatom
so 38,20 g/100 g.
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Obrazok 15: Graf stanovenia obsahu dusika a hrubej bielkoviny pre kvasinku Rhodoturula toruloides

Kvasinka Metschnikowia pulcherrima, ako je vidiet' na grafe (Obrazok 16) mala najvysSie
rozdiely medzi kontrolou a biomasou z hydrolyzatov. Kontrolna biomasa dosahovala hodnotu
hrubej bielkoviny 25,31 g/100 biomasy. Najvyssie zastiipenie hrubej bielkoviny v biomase sa
nachadzalo v biomase z média s hydrolyzatom srvatkového proteinu, ato 39,27 g/100 g
biomasy, ¢o je narast o 35,5 %.

Na zaklade tychto vysledkov mézeme predpokladat’, ze pridanim proteinovych hydrolyzatov
do média karotenoidnych kvasiniek nezvysime signifikantne obsah dusiku v biomase. Na druhu
stranu, dokazeme tymito hydrolyzatmi nahradit’ synteticky zdroj uhliku za odpadny substrat
s velmi podobnymi vysledkami. Oproti tomu, kvasinka Metschnikowia pulcherrima clade
vykazovala prudky narast v obsahu dusika v biomase za pouzitia organického zdroja dusika
z odpadnych substratov s najlepsimi vysledkami s hydrolyzatom srvatkového proteinu.
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Obrazok 16: Graf stanovenia obsahu dusika a hrubej bielkoviny pre kvasinku Metschnikowia
pulcherrima

5.2 Stanovenie rastovych a produkénych vlastnosti vybranych kvasiniek

Cielom tejto Casti prace bolo analyzovat' a zhodnotit’ rast a produkciu uvedenych
metabolitov v biomase pri kultivacii za stresovych podmienok pri pomere C:N 13, pri ktorych
boli do média pridavané proteinové hydrolyzaty ako zdroj dusikatych latok.

5.2.1 Kvasinka Rhodotorula kratochvilovae

Ako je vidiet’ na grafe (Obrazok 17), produkcia biomasy bola zna¢ne ovplyvnena zdrojom
uhlika pocas kultivacii. Rhodotorula kratochvilovae nedokazala vyuzit' olejovy zdroj uhliku
lanového oleja, ani laktozu v srvatke, ¢o sa odzrkadlilo na vyslednej biomase vSetkych
olejovych vzoriek. Na druhu stranu, pri pouziti glycerolu bol rast biomasy zna¢ne navyseny.
Pouzitim proteinovych hydrolyzatov v kombinacii s glycerolom sa zvysila produkcia biomasy
S najvys$sim narastom privzorky perie-glycerol s10,63 g/l, ¢o je navySenic 0 29,2%
a pri vzorky l'an-glycerol s koncentraciou biomasy 10,18 g/l, ¢o je 26 % narast oproti kontrole-
glycerol.

Produkcia lipidov bola taktiezZ zna¢ne ovplyvnend zdrojom uhlika. Pri olejovych médiach su
o¢ividné odchylky merani, ¢o mohlo byt spésobené zvyskovym olejom na povrchu biomasy.
Pri glycerolovych médiach s hydrolyzatmi dochddzalo k miernemu znizovaniu produkcie
lipidov v biomase pri vzorkach T'an-glycerol a perie-glycerol. Vzorka srv. protein- glycerol
mala takmer totozné percentualne zastupenie lipidov, a to 9,41 %. ZvySenie nastalo pri vzorke
drozdie-glycerol, ktora dosahovala percentualne zastipenie lipidov 13,73 %.
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Obrazok 17: Graf produkcie biomasy a zastupenie lipidov pri stresovych podmienkach Kvasinky
Rhodotorula kratochvilovae

Zastupenie mastnych kyselin v biomase podl'a saturacie, ako je vidiet' na grafe (Obrazok 18),
bolo znaéne ovplyvnené pouzitim 'anového oleja, ktory sam o sebe obsahuje vysoké mnozstvo
PUFA, ato hlavne kyseliny o-linolenovej, ktora sa nachadzala vo velkom mnoZstve
i v olejovych vzorkach produkénych médii. Najvyssie zastupenie PUFA obsahovala vzorka
perie-olej s68,33 %, avsak vSetky olejové média mali podobni hodnotu PUFA.
V glycerolovych médidch bolo zastupenie mastnych kyselin znacne iné. Zvysil sa pomer
MUFA aSFA na ukor PUFA. Vzorky Tan-glycerol, perie-glycerol, kontrola-glycerol
vykazovali takmer totozné zastupenie mastnych kyselin. Zastipenie mastnych kyselin
pre kontrolné médium bolo PUFA 29,58 %, MUFA 46,06 %, a SFA 24,37 %.
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Obrdzok 18: Graf zloZenia mastnych kyselin podla saturdcie pre kvasinku Rhodotorula kratochvilovae

Ako je vidiet na grafe (Obrazok 19), produkcia karotenoidov bola zna¢ne obmedzena
pri vSetkych vzorkach, ¢o naznacuje, Zze pomer C:N 13 nie je priaznivy pre produkciu
karotenoidov. Z glycerolovych vzoriek mala najvyssie zastipenie karotenoidov vzorka perie-
glycerol, ato 0,94 mg/g. V nepriaznivych podmienkach olejového zdroju uhliku bolo
zastupenie karotenoidov vysSie, S najvyssou koncentraciou 2,96 mg/g biomasy, a to pri vzorke
Srv. protein- olej.

Vv

Obsah ubichinonu bol pri glycerolovych médiach vyssi ako priolejovych. Pouzitie
proteinovych hydrolyzatov zvysilo produkciu ubichinonu s najvyssim zastGpenim pri vzorke
perie- glycerol s 6,78 mg/g, ¢o je 0 46 % vysSia produkcia ako pri vzorke kontrola-glycerol.
U vicsiny vzoriek sa vyznamne nezmenila produkcia ergosterolu pri zmene zdroja uhlika.
Vo vseobecnosti vSak olejové médid mali mierne vysSie hodnoty ergosterolu. Najvyssia
hodnota ergosterolu bola namerana vo vzorke perie-olej, a to 4,42 mg/g, ¢o je o 43 % vyssia
hodnota ako pri vzorke kontrola-olej.
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Obrazok 19: Graf zastupenia karotenoidov ergosterolu a wubichinonu v kvasinke Rhodotorula
kratochvilovae

Na grafe (Obrazok 20) je vidiet’ zastapenie glukanov v bunkovej stene kvasinky Rhodotorula
kratochvilovae. Produkcia glukanov bola zna¢ne ovplyvnena zdrojom uhlika produkénych
médii. Vzorky, ktoré pouzivali ako zdroj uhlika glycerol vykazovali zna¢ny narast v produkcii
glukanov ahlavne pB-glukanov. NajvysSie zastupenie B-glukanov vykazovala vzorka
drozdie- glycerol s 26,67 % a vzorka perie-glycerol s 24,17 % oproti kontrola-glycerol, ktora
dosahovala 22,62 % B-glukanov v biomase. Mierny pokles produkcie B-glukanov bol
zaznamenany pri vzorke 'an-glycerol, kde hodnota B-glukanov klesla na 19,12 %.

Pouzitie 'anového oleja v kombinacii s hydrolyzatmi zna¢ne znizilo produkciu B-glukanov
oproti kontrole-olej. NajvysSie znizenie bolo zaznamenané privzorke lan olej s 7,43 %
B- glukanov.
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Obrdzok 20: Graf zastupenia glukdanov v biomase kvasinky Rhodotorula kratochvilovae
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5.2.1.1 Koncentracia mikroprvkov u kontrolnych médii kvasinky Rhodotorula
kratochvilovae

V tejto Casti prace boli porovnavané vzorky kontrol srozdielnym pridanim roztoku

mikroelementov. Zmena koncentracie mikroelementov mala rozli¢né vysledky pre glycerolové

a olejové média.

Glycerolové média, ako je vidiet’ na grafe (Obrazok 21) mali najvy$8iu produkciu biomasy

mala vzorka glycerol 50 pl s 7,53 g/l. V olejovych médiach bola zmena produkcie biomasy

zanedbatel'na a pohybovala sa okolo 4,11 g/l.

Pri glycerolovych médiach mala najvysSie zastipenie lipidov vzorka kontrola- glycerol 50 pl
$9,37 %. Vzorky kontrola-glycerol 100 ul dosahovala 8,74 % a kontrola-glycerol 500 pl
dosahovala 8,25 %. Z toho vyplyva Ze vys$ia koncentracia mikroelementov mala vel'mi mierne
inhibiéné U¢inky produkcie lipidov v glycerolovych médiach. Olejové média mali presne
opacné vysledky. Najvyssiu produkciu lipidov dosahovala vzorka kontrola-olej 500 pl
s hodnotou 18,13 mg/g a najnizsiu kontrola-olej 50 pl s 9,77 mg/g.
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Obrdzok 21: Graf produkcie biomasy a zastipenie lipidov kontrolnych médii kvasinky Rhodotorula
kratochvilovae

Na grafe (Obrazok 22) vidime zastupenie mastnych kyselin pre kontrolné¢ média. Z tychto
udajov vyplyva, Ze koncentracia mikroelementov v médiach nema realny vplyv na zloZenie
mastnych kyselin.
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Obrdzok 22 Graf zloZenia mastnych kyselin podla saturacie pre kontrolné média kvasinky Rhodotorula
kratochvilovae

Na druht stranu ako vidime na grafe (Obrazok 23), koncentracia mikroelementov mala znacny
vplyv na produkciu karotenoidov. V médiach s glycerolovym zdrojom uhlika, bola
koncentraciou mikroelementov najvysSia pri vzorke kontrola-glycerol 100 pul  kedy
syntetizovala 0,92 mg/g karotenoidov, ¢o je 64 % narast oproti vzorke kontrola-glycerol 50 pl.

Kontrolné olejové média vykazovali opacny charakter. Srasticou koncentraciou
mikroelementov klesla produkcia karotenoidov. Najvyssie =zastipenie karotenoidov
v olejovych médiach mala vzorka k. olej 50 pl s 1,94 mg/g.
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Obrazok 23: Graf zastupenia karotenoidov, ergosterolu a ubichinénu v kontrolnych médidach kvasinky
Rhodotorula kratochvilovae

Zastupenie glukanov v biomase kontrolnych médii vidime na grafe (Obrazok 24). V ramci
glycerolovych  kontrolnych médii mala najvy$Sie =zastipenie p-glukanov vzorka
kontrola- glycerol 50 pl s 22,62 %. Najnizsie zastupenie B-glukanov mala vzorka kontrola-
glycerol 100 pl s19,64 %.

V olejovych médiach nie je zaznamenany trend, ktory by urcil zlepsenie alebo zhorSenie
produkcie glukanov na zaklade zmeny koncentracie mikroelementov.
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5.2.2 Kvasinka Rhodotorula toruloides

Ako je vidiet’ na grafe (Obrazok 25) Rhodotorula toruloides nebola schopna vyuzit' olejovy
zdroj uhliku, ¢o je vidiet’ podl'a hodndt biomasy, kedy vsetky olejové média vyprodukovali
biomasu medzi 3-4 g/l. Oproti tomu, glycerolové média mali vySiu produkciu biomasy
S najvyssim zastupenim vo vzorke kontrola-glycerol s 12,1 g/l. Najvyssi rast v glycerolovych
prudukénych médiach vykazovali vzorky drozdie-glycerol s10,38 g/l a perie-glycerol
s 10,05 g/l

Rovnako ako pri Rhodotorula krotochvilovae, itato kvasinka vykazuje vys$iu produkciu
lipidov vo vzorkach s 'anovym olejom. Najvyssie zastupenie lipidov vykazuje vzorka I'an-olej
s 19,19 % lipidov. Oproti tomu glycerolové média vykazovali nizsiu produkciu lipidov, a to
i v porovnani s kvasinkou Rhodotorula kratochvilovae. Najvysiu produkciu z glycerolovych
vzoriek vykazovala vzorka perie-glycerol s 9,11 %.
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Obrazok 25: Graf produkcie biomasy a zastupenie lipidov pri stresovych podmienkach kvasinky
Rhodotorula toruloides

Zo zastupenia mastnych kyselin podl'a saturacie, na grafe (Obrazok 26) vidime, ze olejové
vzorky a srvatkova vzorka st taktiez ovplyvnené zdrojom uhlika, ako tomu bolo pri kvasinke
Rhodotorula kratochvilovae. Tato zmena ovplyvnila produkciu PUFA v biomase kvasinky.
Najvyssie zastipenie PUFA sa nachadza vo vzorke lan-olej $66,77 %. S pomedzi
glycerolovych médii ma taktiez najvysSie zastupenie vzorka I'an-glycerol s 51,94 %. Najnizsie
zastapenie PUFA vykazuje vzorka perie-glycerol s 31,54 %., taktiez v tejto vzorke sa nachadza

aj najvyssie zastipenie SFA a to 24,8%.
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Obrdzok 26: Graf zloZenia mastnych kyselin podla saturdcie pre kvasinku Rhodotorula toruloides

Ako vidime na grafe (Obrazok 27), kvasinka Rhodotorula toruloides pri danych podmienkach
produkuje vyssie mnozstvo karotenoidov ako kvasinka Rhodotorula krotochvilovae. Najviac
karotenoidov produkuje vzorka kontrola-glycerol s5,24 mg/g asrvatka s 4,59 mg/g.
Pri olejovych médiach vidime narast karodénoidov oproti kontrolnej vzorke. NajvysSie
zastupenie z olejovych vzoriek dosahuje vzorka perie-olej a to 3,9 mg/g, ¢o je o 66 % viac ako
v kontrolnej vzorke kontrola-olej.

Produkcia ergosterolu ma podobny priebeh ako karotenoidov, kedy najvysSie zastipenie sa
nachadza vo vzorke kontrola-glycerol s7,32 mg/g. Vzorky hydrolyzatov v kombinacii
S glycerolom mali oproti kontrole niZSie zastupenie ergosterolu S najnizSim poklesom
vo vzorke Tan- glycerol s 6,70 mg/g asrvatka s 6,44 mg/g. Pri olejovych médii vidime ze
najvyssi narast ergosterolu sa nachadza pri vzorke perie-olej s 7,20 mg/g ¢o je narast o 16 %
oproti vzorke kontrola-olej a pre srv. protein-olej s 6,62 mg/g s narastom 8%. Najvyssiu
produkciu zo vSetkych vzoriek dosiahla vzorka drozdie- glycerol s 7,09 mg/g, ¢o je oproti
kontrole navysenie o 31%.
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Obrazok 27: Graf zastupenia karotenoidov a ergosterolu a ubichinénu v kvasinke Rhodotorula
toruloides

Kvasinka Rhodotorula toruloides na grafe (Obrazok 28) vykazuje celkovo nizsiu produkciu
glukanov oproti Rhodotorule kratochvilovae. Taktiez tu vznikol pokles glukanov pri vzorke
perie-glycerol, ktory sa ukvasinky Rhodotorule kratochvilova nenachadza. Najvyssie
zastipenie glukanov v glycerolovych médiach vyprodukovala vzorka drozdie-glycerol
s 11,66 % B-glukanov a srvatka-glycerol s 12,30 % B-glukanov.

Pri olejovych médiach vidime podobny priebeh ako priglycerolovych médiach, iked
produkcia bola vyrazne slabsia, to znaci ovplyvnenie produkcie B-glukanov hydrolyzatmi.
Najvyssie zastipenie B-glukanov dosiahli vzorky drozdie-olej s 4,99 % a perie-olej s 4,17 %.
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Obrdzok 28: Graf zastupenia glukdanov v biomase kvasinky Rhodotorula toruloides
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5.2.2.1 Koncentracia mikroprvkov u kontrolnych médii kvasinky Rhodotorula
toruloides

Ako vidiet na grafe (Obrazok 29), vytaznost biomasy vzhladom na koncentraciou

mikroelementov sa pre glycerolové média prakticky nezmenila a dosahovala hodnotu blizku

12 g/l. Pri olejovych médiach vidime vel'mi mierny narast biomasy vzorky kontroly-olej 100 pl

a kontroly-olej 500 pl oproti K.-olej 50 pl, keby vzniklo navysenie o 11%.

Pri glycerolovych médiach je najvyssie zastipenie lipidov pri pouziti 50 pl mikroelementov,

cvwvr

zastipenie bolo 6,29 % lipidov. Olejové média mali najvyssi narast obsahu lipidov pri pouziti
500 pl ato so zastipenim 21,36 %. NajnizSie zastipenie lipidov sa nachadzalo vo vzorke
5100 pl a to 16,99 %.
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Obrazok 29: Graf zlozenia mastnych kyselin podla saturdcie pre kontrolné média kvasinky Rhodotorula
toruloides

Na grafe (Obrazok 30) je vidiet, ze zastipenie mastnych kyselin sa pri koncentracii
mikroelementov vyznamne nemenilo. Vynimkou je Vv glycerolovych médiach vzorka
kontrola- glycerol 50 pl, ktora vykazovala nizsie zastipenie PUFA, a to 32,19 %, oproti vy$$im
koncentracidm mikroelementov, kde sa percentudlne zastipenie PUFA pohybovalo okolo 38%.
Olejové média vykazovali prakticky rovnaké zastipenia mastnych kyselin, a to pre priemerne
66,74 % PUFA, 23,72 % MUFA a 9,54 % SFA.
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Obrdzok 30: Graf zloZenia mastnych kyselin podla saturdcie pre kontrolné média kvasinky Rhodotorula
toruloides

Na grafe (Obrazok 31) je vidiet, Ze najvySSie zastipenie karotenoidov i ergosterolu bolo
vyprodukované pri glycerolovych médiach pri vzorke kontrola-glycerol 50 ul mikroelementov
s vytaznostou karotenoidov 5,24 mg/g aergosterolu 7,32 mg/g. Najniz§i vytazok bol
zaznamenany v glycerolovych médiach pri vzorke kontrola-glycerol 100 pl, a to karotenoidov
2,86 mg/g a ergosterolu 6,54 mg/g.

V olejovych médiach vidime postupny narast karotenoidov pri zvySujucich sa davkach
mikroelementov. Najvyssi narast produkcie karotenoidov u olejovych kontrol bol zaznamenany
pri vzorke kontrola-olej 500 ul, ato 2,05 mg/g. Pri tejto vzorke bol zaznamenany i najvyssi
obsah ergosterolu pri olejovych médiach a to 7,28 mg/g.
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Obrazok 31: Graf zastupenia karotenoidov, ergosterolu a ubichinénu v kontrolnych médidach kvasinky
Rhodotorula toruloides

Ako vidime na grafe (Obrazok 32), u glycerolovych kontrol dochadzalo k zvySeniu syntézy
glukanov s vyssim obsahom mikroelementov. Privzorke kontrola-glycerol 500 pul doslo
k vysenej produkcii B-glukanov, ato na 16,33 % co je oproti kontrole-glycerol 50 pl narast
0 6,26 %.

Olejové média produkovali len zanedbateI'né mnozstvo glukanov anajvysSim zastipenim
B- glukanov bolo zaznamenané pri kontrole-olej 500 pl a to 5,59 %. Najnizsia produkcia bola
zaznamenana pri kontrole-oleja 100 pl s vytazkom 3,58 %.
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Obrazok 32: Graf zastupenie glukanov v kontrolnych médiach kvasinky Rhodotorula toruloides
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5.2.3 Kvasinka Metschnikowia Pulcherrima

Na grafe (Obrazok 33) mézeme vidiet, ze v porovnani S karotenogénnymi kvasinkami tejto
prace dokazala Vv niektorych pripadoch produkovat’ biomasu i S olejovym zdrojom uhlika. Su
to vzorky srv. protein- olej s 8,83 g/l a perie-olej s 10,4 g/, ¢o je narast biomasy az o 42 / oproti
kontrole-oleja. Glycerolové média vykazovali najvys$i narast biomasy pri vzorkach
drozdie- glycerol s koncentraciou 9,63 g/l. Ostatné glycerolové vzorky vykazovali znizenie
akumulacie biomasy oproti kontrole-glycerola, ktora ma 9,7 g/l.

Najvyssie zastapenie lipidov v biomase mala z glycerolovych vzoriek vzorka drozdie-glycerol,

v

zastipenie lipidov glycerolovych vzoriek mala vzorka l'an-glycerol s 3,64 %. a srv. protein-
glycerol s 4,36 %.

Taktiez, pri olejovych médiach vidime, Ze najvyssie zastapenie lipidov ma vzorka drozdie-olej

v

s 24,72 % lipidov a najnizSie zastapenie vzorka I'an-olej s 7,96 % a srv. protein-olej s 8,83 %.
30,00

2500 - I
20,00 -

15,00 - I
|

Percentualne zastupenie lipidov [%]; Biomasa [g/I]

10,00 - = — = N
- I _ I
5,00 7 I T _ . . _
0,00
A\ > ;
Q@@ & & & & K N p\e\ O\@'\ O\@\ Q\e\ Q\e\
o oF oF oF oF & & & ¢
2 . L of L of xS
&0\%’ \”)‘b"o \’Z)Q B &QJ @&\e ‘&9’0 »Q&o Qﬁo ]
Q& L @(‘) ] %’é'
s S 9
%&

Lipidy = Biomasa

Obrazok 33: Graf produkcie biomasy a zastupenie lipidov pri stresovych podmienkach kvasinky
Metschnikowia Pulcherrima

Ako vidime na grafe (Obrazok 34), Metschnikowia pulcherrima clade produkuje vyssie
mnozstvo MUFA, hlavne u glycerolovych vzoriek, oproti karoténogennym kvasinkam tejto
prace. Z glycerolovych médii najvySSie =zastipenie MUFA sa nachddza vo vzorke
perie- glycerol s 69,37 %. Najvyssie zastupenie PUFA z glycerolovych médii vykazuje vzorka
'an-glycerol a to 36%.

Oproti tomu Vv olejovych médiach stale dominuje PUFA s najvys$im zastipenim pri vzorke
drozdie-olej s percentudlnym zastupenim 65,85%. Ostatné média maja voci kontrole-oleja
nizsie zastupenie PUFA.
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Obrdzok 34 Graf zlozenia mastnych kyselin podla saturacie pre kvasinku Metschnikowia Pulcherrima

Ako je vidiet' na grafe (Obrazok 35), produkcia ergosterolu i ubichinonu je nizka pre tato
kvasinku. V glycerolovych médiach dosahuje najvyssie zastGpenie ergosterol vo vzorke
srv. protein- glycerol, a to 4,88 mg/g a ubichinon v rovnakej vzorke 2,32. Srvatkové médium
dosahovalo zastipenie ergosterolu 5 mg/g a ubichinénu 3,88 mg/g.

Pri olejovych médiach vidime zvySenu produkciu ubichindénu s najvys$im zastipenim, mimo
kontrolnej vzorky vo vzorke srv. protein-olej s 5,96 mg/g, Produkcia ergosterolu sa vyrazne
nemenila za pouzitia medzi uhlikovymi zdrojmi glycerolu a olejom.
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Obrazok 35: Graf zastupenia ergosterolu a ubichinénu v kvasinke Metschnikowia pulcherrima
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Produkcia glukanov je zobrazena na grafe (Obrazok 36). Tu moZeme vidiet, Ze najvysSia
produkcia glukanov a hlavne B-glukanov sa nachadza pri vzorke kontrola-glycerol s 19,43 %
u vzoriek srv. protein-glycerol so zastupenim 16,37 % pB- glukanov. Olejové média mali
celkovo nizSie zastupenie glukanov, i ked’ nie s tak vyznamnym, rozdielom ako u karoténo—
génnych kvasiniek, vynimkou je vzorka perie-olej, ktorej zastGipenie B- glukanov dosiahlo
13,91 % Oproti kontrolnej vzorke, ktora dosiahla len 8,76 % B- glukanov.
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Obrdzok 36: Graf zastupenia glukdanov v biomase kvasinky Metschnikowia pulcherrima

5.2.3.1 Koncentracia mikroprvkov u kontrolnych médii kvasinky Metschnikowia
pulcherrima

Rast biomasy kvasinky Metschnikowia pulcherrima clade v grafe (Obrazok 37) je vidiet, ze
pri glycerolovych médiach s rastiicou koncentraciou mikroelementou rastie i biomasa. VVzorka
k.- glycerol 50 ul dosiahla narastu 9,7 g/l biomasy pri¢om, kontrola glycerol dosiahla 10,08 g/l
média. Pre olejové média bola zaznamenana najvyssia koncentracia biomasy pri pouziti 50 pl
mikroelementou, pricom po pridani 100 pl a 500 pl sa koncentracia biomasy vyrazne nemenila
a dosiahla pre kontrolu-olej 100 pl 4,80 g/l a pre kontrolu-olej 500 pl 4,98 g/l.

Pre glycerolové média, rovnako ako pri produkcii biomasy, tak i produkcia lipidov stipala
s koncentraciou mikroelementov v médiu. Pre kontrolu-glycerol 500 pl bolo zaznamenané
zastpenie lipidov 10,40 % a pre kontrolu-glycerol 50 pl 8,00 %.

V olejovych médiach bolo taktiez najvySSie =zastapenie lipidov pri pridani 500 pl

evve

dosiahla vzorka kontrola-olej 100 ul s 16,57 %.
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Obrazok 37: Graf produkcie biomasy a zastupenie lipidov kontrolnych médii kvasinky Metschnikowia
Pulcherrima

Zastupenie mastnych kyselin, na grafe (Obrazok 38) sa v glycerolovych médiach pri pouziti
rozli¢nych objemov mikroelementov zmenilo len nepatrne. Olejové média vykazovali zmeny
v pomere, pri¢om najvyssi podiel PUFA bol zaznamenany Vv kontrole-olej 50 ul a to 65,12 %
a najnizsi podiel v kontrole-olej 100 pl kde dosiahla len 60,4 %.
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Obrazok 38: Graf zloZenia mastnych kyselin podla saturdcie pre kontrolné média kvasinky
Metschnikowia pulcherrima
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Na grafe (Obrazok 39) vidime, Ze objem pouzitého roztoku mikroelementov ovplyvnil mierne
produkciu ergosterolu a ubichinéonu. Produkcia oboch metabolitov sa v glycerolovych
kontrolach zvysila s rasticim objemom mikroelementov. Kontrola-glycerol 50 ul dosahovala
hodnoty 2,79 mg/g ergosterolu a 2,28 mg/g ubichinénu pricom kontrola-glycerol 500 pl
dosiahla 3,15 mg/g ergosterolu a 3,24 mg/g ubichinénu. V olejovych médiach najvysSie
zastipenie ubichinonu a ergosterolu bolo dosiahnuté vo vzorke kontroly-oleja 100 pl
a ergosterolu mala vzorka kontrola-olej 50 ul s vytazkom ergosterolu 3,65 mg/g a ubichinénu
11,85 mg/qg.
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Obrazok 39: Graf zastupenia ergosterolu a ubichinénu v kontrolnych médidch kvasinky Metschnikowia
pulcherrima

Na grafe (Obrazok 40) mézeme vidiet, ze pri glycerolovych médiach mala vzorka kontrola-
glycerol 50 pl nizsi obsah glukanov, a to 19,43 % B-glukanov ako pri vyssich objemoch roztoku
mikroelementov. NajvysSie zastipenie glukanov bolo zistené vo vzorke konztrola-glycerol
100 pl, kedy hodnota B-glukanov dosiahla 22,08 %. Olejové média vykazovali vel'mi podobny
trend, kedy najvyssie dosiahnuté zastupenie glukanov dosiahla vzorka s pridavkom 100 pl

mikroelementov, ato 8,66 % B-glukanov oproti vzorke s najniz§im zastapenim B-glukanov,
kontroly-oleja 500 pl s 7,54 % B-glukanov.
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Obrdzok 40: Graf zastupenia glukdanov v kontrolnych médiach kvasinky Metschnikowia pulcherrima
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6 ZAVER

Cielom tejto prace bolo overit' potencidl odpadnych proteinovych substratov ako lacnu
alternativu nutrientov pre kultivaciu vybranych kmenov kvasiniek: Rhodotorula kratochvilovae
(CCY 20-2-26), Rhodotorula toruloides (CCY 62-2-4) a Metschnikowia pulcherrima clade
(CCY 029-002-149). V experimentalnej casti bol sledovany rast, metabolicka aktivita
a schopnost’ tvorby obohatenej kvasinkovej biomasy za podmienok nutri¢ného stresu, pricom
sa porovnavali rdzne typy bielkovinovych substratov, a to 'anové vylisky, srvatkovy protein,
srvatka, pivovarské drozdie a perie.

V prvej Casti tejto prace bola venovana pozornost’ obohateniu biomasy kvasiniek o dusikaté
latky- proteiny prostrednictvom suplementécie kultivacnych produkénych médii proteinovymi
hydrolyzatmi s C:N pomerom 13. Obsah dusika bol stanoveny Kjeldahlovou metdédou
Vv lyofilizovanej biomase po kultivacii. Vysledky ukézali rozdielnu schopnost’ pouzitych
kmenov akumulovat dusik V zavislosti od pouzitého zdroja. Zatial ¢o Rhodotorula
kratochvilovae (CCY 20-2-26) nedosiahla zvysenie obsahu hrubej bielkoviny oproti kontrole,
Rhodotorula toruloides (CCY 62-2-4) vykazala pozitivnu reakciu najmé na lanovy hydrolyzat
s narastom o 10 % oproti kontrole. Najlepsiu odpoved’ vSak dosiahla kvasinka Metschnikowia
pulcherrima clade (CCY 029-002-149), kde aplikacia srvatkového hydrolyzatu viedla k narastu
obsahu hrubej bielkoviny aZ o 35 % oproti kontrole. Tieto vysledky naznacuji, ze G¢inok
proteinovych hydrolyzatov je druhovo Specificky, pricom u niektorych kmeniov mézu efektivne
nahradit’ anorganicky dusik a zaroven zvysit’ nutricn hodnotu biomasy.

V druhej €asti bola vyhodnotena schopnost” vybranych kvasiniek produkovat’ biomasu, lipidy,
karotenoidy, ergosterol, ubichinén B-glukany a profil mastnych kyselin pri stresovych
podmienkach produk¢énych médii.

Za stresovych podmienok olejovych produkénych médii obohatenych o proteinové hydrolyzaty
sa ukazalo, Ze tieto podmienky nie st optimalne na produkciu biomasy pri skimanych kmenoch
oleogénnych kvasiniek. Oba karoténogénne kmetie Rhodotorula kratochvilovae i Rhodotorula
toruloides, vykazovali minimalny rast, ¢o naznaCuje ich obmedzenu schopnost’ efektivne
vyuzivat’ olejnaté zdroje uhlika v kombinacii s hydrolyzatmi. Naopak, kmen Metschnikowia
pulcherrima clade ako jediny preukazal zvySenti produkciu biomasy, predovsetkym
pri kombinacii l'anového oleja s hydrolyzatom peria alebo pivovarského drozdia. Zastipenie
mastnych kyselin bolo zna¢ne ovplyvnené pouzitim l'anového oleja, kedy olejové média
vykazovali zvySent akumulaciu polynenasytenych mastnych kyselin.

Kvasinka Rhodotorula kratochvilovae mala najvyssie zastipenie mastnych kyselin vo vzorkach
hydrolyzatu pivovarského drozdia, kedy pri pouziti olejného zdroja uhliku narastol na 14,41 %.
Pri glycerolovom zdoji uhliku vzrastol na 13,73 %. Produkcia karotenoidov bola u tohto kmena
znacne nizka. Taktiez, produkcia ergosterolu a ubichinénu bola zna¢ne obmedzena s najvyssim
zastipenim ergosterolu pri vzorke perie-olej s 4,42 mg/g a ubichinénu pri vzorke perie-glycerol
$ 6,80 mg/g. Na druhu stranu, vSetky glycerolové média tohto kmena vykazovali vysoku
produkciu B-glukanov s najvyssim zastGpenim pri vzorke drozdie-glycerol s 26,67 % ato aj
oproti ostatnym skimanym kvasinkam.
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Kvasinka Rhodotorula toruloides vykazuje najvys$Sie zastipenie lipidov v médiu l'an-olej
$ 19,19 %, pri pouziti inych hydrolyzéatov bola tato hodnota nizsia. U glycerolovych médii bola
zaznamenana nizka produkcia lipidov. Na druhtl stranu, tato kvasinka produkovala za danych
podmienok prirodzene vy$$ie mnozstvo karotenoidov, ktoré bolo najvyssie pri vzorke srvatky
s4,59 mg/g. V glycerolovych médiach je zaznamenany klesajuci trend karotenoidov
a ergosterolu pri pouziti hydrolyzatov. Pri olejovych médiach sa produkcia karotenoidov
znacne zvysila oproti vzorke kontrola-olej s najlepSimi vysledkami pri vzorke perie-olej.
Produkcia B- glukanov bola nizsia ako u kvasinky Rhodotorula kratochvilovae, ale je na nej
vidiet’ ve'mi podobny trend.

Kvasinka Metschnikowia pulcherrima clade produkovala zvySené mnozstvo lipidov len
za urcitych kombinacii nutrientov. Najvyssie zastupenie lipidov mala vo vzorke drozdie-olej
ato 24,72 %, ¢o je najvyssie zastlipenie lipidov zo vSetkych pouzitych kvasiniek. Produkcia
ergosterolu i ubichinénu bola nizka. Produkcia ergosterolu a ubichindnu bola porovnateI'na
s produkciou kmenia Rhodotorula kratochvilovae. Percentudlne zastipenie p-glukanov
u glycerolovych médii klesalo pri pouziti hydrolyzatov. Pri olejovych médiach nastal narast
B- glukanov s najvyssim pri vzorke perie-olej na 13,91 %

Na zaklade ziskanych vysledkov mozno konstatovat’, ze jednotlivé kmene kvasiniek vykazovali
rozdielnu odpoved’ na zvolené kultivacné podmienky s pouzitim proteinovych odpadnych
hydrolyzatov. Rhodotorula kratochvilovae sa ukazala ako najvhodnejSia pre produkciu
B- glukanov, zatial’ ¢o Rhodotorula toruloides dosiahla priaznivé vysledky najmé v produkcii
lipidov, karotenoidov a ergosterolu. Metschnikowia pulcherrima clade vykazovala taktiez
priaznivé vysledky syntézy lipidov a taktiez utilizacie olejového zdroja uhlika na produkciu
biomasy.

V poslednej Casti prace bol zistovany vplyv mikroelementov na rast a produkciu vybranych
kvasiniek. Z vysledkov mdézeme usudit’, ze koncentracia mikroelementov ma znaény vplyv
na spravanie kvasiniek a je rozlicna pre olejové a glycerolové média.

Produkcia biomasy a zastipenie mastnych kyselin neboli prakticky ovplyvnené zmenou
objemu mikroelementov. Na druht stranu, produkcia lipidov sa vyrazne zmenila. Vsetky
kvasinky kultivované s olejovym zdrojom uhlika vykazovali vys§iu produkciu lipidov
pri pouziti 500 pl roztoku mikroelementov. Zastupenie lipidov v kontrolnych médiach
s glycerolom sa vyznamne nemenilo. Karoténogénne kvasinky Rhodotorula kratochvilovae
a Rhodotorula toruloides mali najvysSie zastipenie lipidov pri 50 pl, avSak kvasinka
Metschnikowia pulcherrima clade mala najvyssie zastupenie lipidov pri 500 pl.

Zmeny produkcii karotenoidov, ubichinonu a B-glukanov boli zna¢ne zavislé i od samotného
kmena kvasinky.

Rhodotorula kratochvilovae produkovala najvyssie mnozstvo karotenoidov, ubichinénu
pri pouziti 500 pl v glycerolovych médiach. V olejovych médiach vsak vykazovala najvyssiu
produkciu metabolitov pri pouziti 50 ul mikroelementov. Produkcia p-glukanov sa znacne
nemenila, ale u glycerolovych médii je vidiet’ mierny pokles produkcie B-glukanov s pouzitim
vyssieho objemu roztoku mikroelementov.
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Rhodotorula toruloides produkovala najvysSiu koncentraciu Kkarotenoidov i ubichinénu
Vv glycerolovych médidch pri pouziti 50 ul mikroelementov. V olejovych kontrolnych médiach
to bolo presne naopak a najvyssiu koncentraciu dosahovala pri pouziti 500 pl. Pre vytaznost
B-glukanov je najlepsie pouzit’ 500 ul mikroelementov.

Kvasinku Metschnikowia pulcherrima clade je najvyhodnejsie kultivovat’ pre produkciu
ubichinénu a B-glukanov, so 100 ul roztoku mikroelementov, kedy dosahuje najlepsie vysledky
produkcie tychto metabolitov, ¢i uz sa jedna o olejové alebo glycerolové média.

Pouzitie rozlicnych objemov mikroelementov sa ukézalo ako ddlezity parameter pri kultivacii
obohatenej kvasinkovej biomasy, ktorym ide ovplyvnit produkcia metabolitov vybranych
kvasiniek. Optimalne mnozstvo zavisi od pozadovaného metabolitu, druhu kvasinky
I od uzlikatého zdroja.

Celkovo mozno povedat, ze vybrané oleogénne kvasinky st schopné utilizovat' odpadné
substraty bohaté na dusik a dokazu ich inkorporovat’ do svojej biomasy. Tieto kvasinky boli
taktiez schopné za danych podmienok produkcie bioaktivnych latok, ktoré maji velky
potencial v potravinarskom, krmivarskom alebo kozmetickom priemysle.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

ACP
DAD
DMAPP
FID
GC
GGPP
HMG
HPLC
IPP
MS
MUFA
PUFA
SFA

proteinovy prenasac acylu
Detektor diddového pola
Dimetylallyldifosfat
Plameiiovy ioniza¢ny detektor
Plynova chromatografia
Geranylgeranyldifosfat
3-hydroxy-3-methylglutaryl
Vysokoucinna kvapalinova chromatografia
Izopentenylpyrofosfat
Hmotnostny spektrometer
Mononasytené mastné kyseliny
Polynasytené mastné kyseliny

Nasytené mastné kyseliny
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