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ABSTRAKT

Karotenoidy su prirodzene sa vyskytujuce pigmerdgtlin, ktoré su tiez produkované
mnohymi baktériami a hubami. Predstavuju jednu jezia@ rozSirenych skupin prirodnych
antioxidantov s vyznamnymi biologickymgitkami a mnohymi priemyselnymi aplikaciami.
V tomto smere je zvySeny zaujem o karotenoidy akoogzené antioxidanty, ktoré maju
mimo iné schopnasznizova prejavy chronickych ochoreni, patologickych stawokudi

a celkovo sponiaiju proces starnutia. PouZivaju sa prevazne v yiotieskom priemysle, ale
hojne su vyuZivané aj v chemickom, farmaceutick&éinkozmetickom priemysle. Jednou
z moznosti ziskavania tychto latok je vyuZivanieepoialu ¢ervenych kvasiniek, ktoré su
schopné prevadZadzne substraty v karoténové pigmenty.

V predloZenej praci boli testované kvasinky patido rodovkRhodotorula, Sporobolomyces
a Cystofilobasidiumz Wadiska vyuzivania vybranych odpadovych substratdeli tiez
podrobené nahodnej mutagenéze zelam zvySenia produkcie biomasy a Specifickych
metabolitov — karotenoidov a inych lipidickych l&to

Ako alternativne nuténé zdroje boli testované odpadové substraty I'ngmospodarskej
a potravinarskej vyroby (repka, ryza, p%e@ otruby, jakina vlaknina, cestoviny
a lignocelulézové materialy). V niektorych prodalgch médiach boli odpadové materialy
hydrolyzované extracelularnymi hydrolytickymi enzgmi alebo kome&nymi enzymami za
cielom rozloZzenia komplexnych sacharidickych substratoa jednoduché cukry
utilizovatd’né kvasinkami. VSetky testované kvasinkové kmerledobopné vyuziviatieto
odpadové materidly ako jediny zdroj uhlika a zatopeodukovd pigmenty a obohatenu
biomasu.

Vtejto praci bola Studovana charakterizdcia kamoggnnych kvasiniek vyuzitim
molekularnych technik. K tomuto¢élu boli amplifikované medzidruhové konzervované
sekvencie gendémovej DNA, Specialne oblasti rDNA DP/ribozomalnej podjednotky
a useky ITS1 a 5,8-ITS2 rDNA. Tieto sekvencie hmiidrobené analyze pomocou metddy
DGGE k porovnaniu odliSnosti medzi jednotlivymi énogénnymi kvasinkami. Technika
izolacie intaktnej DNA bola optimalizovana pre katypovla charakterizaciu kvasiniek
metdédou pulznej elektroforézy (PFGE). Jednotlivéry@typy testovanych kvasiniek
obsahovali viditéné odliSnosti medzi kvasinkovymi druhmi a rodmi.

KLUCOVE SLOVA:
Karotenogénne kvasinky, karotenoidy, odpadové sailystmolekularna charakterizacia



ABSTRACT

Carotenoids are naturally occurring pigments ohfdaalso produced in many bacteria, and
fungi. They represent one of the widest group ofura antioxidants with significant
biological effects and numerous of industrial apgiions. There is an increased interest in
carotenoids as natural antioxidants for theirigbilo reduce chronic diseases, various
pathological stages and aging. The area of theliGgtion concerns mainly food industry;
however, they are used in chemical, pharmaceutarad, cosmetics industry as well. One
possibility is study of potential of red yeaststthee able to convert various substrates into
carotenoid pigments.

In presented thesis carotenogenic yeast belongitiget genufkhodotorula, Sporobolomyces
and Cystofilobasidiumwere tested for ability to use of selected wastessates and also
random mutagenesis in order to increase the prituct biomass and specific metabolites —
carotenoids and other lipid-soluble substances.

As alternative nutrient sources derived from wastbstrates from agricultural and food
production (rapeseed substrate, rice, wheat, didpde, pasta and lignocellusic materials)
were tested. To selected production media extrdeelhydrolytic enzymes or commercial
enzymes degrading polysaccharide were added. #i#daed yeast strains were able to utilize
these substrates as the only carbon source andtammous produce carotenoid enriched
biomass.

In this work, characterization of carotenogenicsgassing molecular techniques was studied.
For this usage, interspecific variables of strongbnserved sequences of genomic DNA,
especially rDNA D1/D2 large ribosomal subunit ai®1 and 5,8-ITS2 rDNA regions were
amplified. These sequences were subjected analpgedGGE method to compare
differences of carotenogenic yeasts. Isolatiorcgdare of the intact DNA were optimized
for caryotypic yeast characterization by pulseddfigel electrophoresis (PFGE). The
karyotype of tested yeasts contain visible diffeemnbetween yeast species and genera.

KEYWORDS:
Carotenogenic yeasts, carotenoids, waste substnatéscular characterization
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1 UVOD

Kvasinky su rychlo rastice jednobdné eukaryota, vyskytujuce sa v pdde, vode, na
rastlinach a Zivéichoch, a tiez v potravinach. Tieto prostredia ptaduju pre kvasinky zdroj
Zivin a priestor pre ich rast a metabolizmus. R&ortak vSak su bunky neustéle vystavované
meniacim sa vplyvom okolitého prostredia. Ich piieztak zavisi na schopnosti odoléva
tymto vplyvom a prispésobovasa novym podmienkam napriklad vyuZzivanim rdéznych
alternativnych zdrojov Zivin.

Kvasinky su vyuzivané v r6znych odvetiach biotedbgického priemyslu, hraju hlavnua rolu
prevazne v tradnych potravinarskych fermentdciach. MnoZstervenych kvasinkovych
druhov je znamych ako producenti karoténovych pigime a ergosterolu, ubichinondi
nenasytenych mastnych kyselin. \tasnej dobe sa pouziva mnoZstvo biotechnologickych
stratégii na stimulaciu karoténovej biosyntézy wadimiek, pozornassa stale zameriava
hlavne na selekciu nadprodu§ch kmeaiov cielenou modifikaciou kultivaych podmienok,
vyuzivanim nadhodnej mutagenézy alebo pdsobenimnylebdvonkajSich faktorov. Celkovy
vytazok karotenoidov je priamo zavisly natagku biomasy, preto je dolezité dosiatinu
optimalnych kultivénych podmienok, aby bola ziskana maximalna prodit&tipigmentov

a inych sledovanych metabolitov. Kvasinky asimilujinozstvo uhlikatych zdrojov ako je
glukoza, xyl6za, glycerol ainé. Ako lacné a zaroVahko dostupné substaty na kultivaciu
moZu by pouzité irbézne odpadové materialy z agro-priedmggeprodukcie alebo rézne
modifikované lignocelulézové materialy.

Zivotné prostredie je vysoko variabilné, v roznyotogénnych stresovych faktoroch neustéle
vplyva viac ¢i menej na kvasinkové prezitie. Sledovanie stresbvgdpovedi u kvasiniek
moZe vies k pochopeniu mechanizmov vyuZivania stresovych npedok k zvySenej
akumulacii priemyslovo vyznamnych metabolitov. Ftekvasinkovej biomasy s prirodzene
vy8Sim obsahov aktivnych substrancii v krmnom pysEenméze méapozitivny efekt nielen

u zvierat, ale méze vplyvana zvySend nuihu hodnotu a organoleptické vlastnosti
koneinych produktov pouzitych k vyziviaudi.



2 KVASINKY A RAST

Kvasinky su vSadepritomné mikroorganizmy. Vyskytsgiv pode, vzduchu, morskej vode,
na rastlinach, su obvykle pritomné na zvieratadieZaich méZzeme n&jsvo vyrobkoch ako
su r6zne potraviny i v potravinarskych vyrobnyckv@dzkach.

Zivotné prostredie predstavuje pre kvasinky zdrofridnych latok a priestor pre ich rast
a metabolizmus. Na druhej strane, kvasinky su akustystavené nespetnym zmenam
v podmienkach prostredia. Tieto podmienky ovplyy metabolickd aktivitu, rast a samotné
prezivanie kvasiniek. Zakladné vedomosti o vplyaktdrov prostredia su dolezité v ramci
pochopenia ekoldgie a biodiverzity kvasiniek, rdkmaak na kontrolu faktorov z prostredia,
aby sa zlepSila vyuziteog’ kvasiniek alebo naopak zastavila ich Skodlivaateti(Waites et
al 2001, Talaro and Talaro 2001).

2.1Poziadavky kvasiniek

Jednobunkové organizmy vyzaduju pre svoj rast mabre fungovanie Specifické
podmienky. Stav vo vnutri bunky je ovplyvneny chekymi, fyzikalnymi a biologickymi
faktormi z prostredia, kde rastl. Pochopenie tygiddmienok a poZziadaviek kvasiniek je
délezitou sdag’ou UuspeSnej kultivacie v laboratériu alebo tiez ptirnalizovanych
priemyselnych fermentaych procesoch (Walker 1998).

2.1.1 Nutri ¢né poziadavky

Elementarne zloZenie kvasinkovych buniek poskyt@ieoki ndpovedu k nutmym
poziadavkam kvasiniek. Kvasinky ziskavaju eseneigmvky z ich rastového prostredia,
napriklad z jednoduchych potravinarskych zdrojotgrd& maja k dispozicii makronutrienty
ako su C, H, O, N, P, K, Mg a S alebo mikronutiyeratko su stopové prvky. Kvasinky su
chemoorganotrofné organizmy, ktoré vyuZivaju orgeéi komponenty ako zdroj uhlika
a energie (Walker 1998).

2.1.2 Fyzikalne poziadavky na rast kvasiniek

Mikroorganizmy vSeobecne su vystavené Siroke] Skidktorov z prostredia, okrem
nutricnych aj teplote, chladu, radiacii, kyselindm, tlakdokonca aj vplyvu inych
mikroorganizmov (Walker 1998).

Teplota

Teplota je jednym z najdodlezitejSich fyzikalnychrgraetrov, ktoré ovplytuju kvasinkovy
rast. Kazdy mikroorganizmus vykazuje charakterkstioninimalnu, optimalnu a maximalnu
teplotu pre rast. Pdd teplotnych rastovych oblasti, kvasinky delime psychrofilnég,
mezofilné a termofilné. MnoZstvo laboratérnych emyselnych kvasiniek su mezofily.
Rastu priblizne v rozmedzi teplot 20-30°C (Walkeeg).
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Vodny potencial

V3etky Zivotné procesy prebiehaji vo vode. Zivéaoigmy potrebuji vysoki koncentraciu
vody pre svoj rast a metabolizmus. Rovnako tak\akoipade teploty, kvasinky maju svoje
hodnoty pre vodny potencial ( minimalna, optimalmaximalna). Mnoho mikroorganizmov
existuje pod hypotonickymi alebo isotonickymi poeémkami. Halofily sa nazyvaju
mikroorganizmy, ktoré sa nachadzaju v prostrediastysokou koncentraciou rozpustenych
latok. Obligatne halofily Ziju optimalne v 25% kamdracii rozpustenych soli, pre svoj rast
v8ak vyZzaduju minimalne 9% koncentraciu soli. F&dtiune halofily su pozoruhodne
rezistentné k soliam, aj &eneziju v prostrediach s vysokymi koncentraciandpustenych
latok. Mikroorganizmy, ktoré odolavaju vysokym odgiokym tlakom a zarove dokazu

v tomto prostredi rds sa nazyvaju osmofily (Walker 1998).

pH prostredia

Mnoho kvasiniek vEmi dobre rastie medzi hodnotami pH 4,5 az 6,5. TakvSetky druhy su
vS8ak schopné réshoci v mensej miere, i vo viac kyslom alebo dtkam prostredi (Walker
1998, Talaro and Talaro 2001).

Kyslik

S oiadom na kyslikové poziadavky delime mikroorganizoy niekdkych kategorii.
Aeroby vyuZzivaju kyslik v ich metabolizme. Organignktoré nemdZzu résbez kysliku, sa
nazyvaju obligatne aerOby. Fakultativne anaerdbyasioby, ktoré si schopné ttakez
kysliku. Mikroaerofily nemdzu r&sv normalnom atmosférickom prostredi s kyslikone al
pozaduju malé mnoZzstvo do ich metabolizmu. Anaendbstradaju metabolické enzymoveé
systémy na vyuzitie kyslika v respirom metabolizme. PretoZe striktne alebo obligatne
anaeroby tiez nemaju enzymy na spracovanie toxeckgklika, nemézu tolerovaani vd’ny
kyslik v bezprostrednej blizkosti, a ak mu budutaysné, zahyna. Aerotolerantné anaerdby
nespracuvaju kyslik, ale preziju a rastu v prosir&de je kyslik v limitovanom mnoZstve
(Talaro and Talaro 2001).

2.1.3 Iné faktory prostredia

Roézne formy elektromagnetického Ziarenia (ultrafi@l, infra&ervené, viditéné svetlo)
prudia neustale zo sinka na Zem. Kvasinky byvagto néené toxickymi produktami kyslika
produkovanymi v kontakte so svetlom. Niektoré mikéne druhy produkuju karotenoidné
pigmenty ako ochranu proti deSttmému efektu zpdsobenému absorbovanim ultrafialového
alebo ionizujuceho Ziarenia vplyvom toxickych foniekysliku (Walker 1998, Talaro and
Talaro 2001).

2.2Kultivacia kvasiniek

Postupne sa vyvijaju kultizgaé techniky na rast mikroorganizmov vinom, nez ich
prirodzenom prostredi, alecistom prostredi v laboratériu. Tieto techniky umojl detailné
pozorovanie mikroorganizmov, ich morfologiu, fyzgiu a genetiku. Na to, aby bola
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kultivacia mikroorganizmu Uspesna, musime prispidsedetky jeho nuttiné poziadavky na
rast i do umelého média (Walker 1998).

PozZiadavky mikroorganizmov na nutrienty koliSu ode'mi mélo jednoduchych
anorganickych komponentov az po komplexny zoznaneciSpkych anorganickych

a organickych zloZiek. Tato obrovska rozmanitpsziadaviek sa prejavuje aj v typoch médii,
ktoré m6zeme priprawi Je znamych asp®b00 odliSnych typov médii, ktoré sa pouZzivaju pre
kultivacie a identifikacie mikroorganizmov. Kultiiiaé médid mozu hy pripravené do
skumaviek, baniek alebo Petriho misiek. Suc¢kasavané mikroorganizmami pomocou
r6znych nastrojov ako su Ky, ihly, pipety alebo tampony. Média maju extrénmoemanité
nutricné zlozenie a konzistenciu a mozw’ k§pecialne pripravované za potrebnygelam.
Pre spravnu kontrolu experimentov je nutné pouZisteriiné techniky. To znamend, Ze
samotna inokulacia musi & do sterilného kultivéeného média a musia byouzité sterilné
kultivaéné nastroje. Musi sa zabrénvniknutiu nesteriiného materialu, prstov alebo
nesterilného vzduchu z miestnosti priamo do kul{iialker 1998).

Médium po za®kovani mikrobidlnou kultdrou sa d& inkubdvdnkubéator sa pouZiva na
spravne nastavenie podmienok rastu mikroorganiziNastavenie optimalnej teploty
a vzdusnenia podporuje rychlejSie mnoZzenie mikraoigmov v periédach hodin, dni alebo
tyzdnov (Walker 1998).

Kultivacia m6ze prebielardznymi spdsobmi:

.Batch” kultivacia — su to najbeznejSie laboratétdtivacné podmienky. Systém batch je
uzavrety, to znamen@, Ze obsahuje vSetky ¢nériatky a priestor na mnozenie. NepouZiva sa
Ziaden mechanizmus na odstraanie odpadnych produktov.

Fed-bach kultivacia — polonepretrzity proces

Chemostat/nepretrzita kultivacia — mozet lgabezpeeny staly prisun novych nutrientov
a oderpavanie pouzitého média so starymi bunkafim sa stabilizuju rastové vgzky

a mnozstvo buniek. Chemostat jel'me jednoduchy priemyselny fermentor, ma vyhody
v udrziavani kultary v biochemicky aktivhom staveadraiuje tak vstupu mikroorganizmov
do rastovej fazy umierania (Walker 1998).

2.3Stresové prostredia

Jednobunkové organizmy Zijuce volwej prirode, ako napriklad kvasink§elia va’kym
rozmanitostiam ich prirodnych podmienok. Tieto pasithy, ktoré ohrozuju prezitie buniek,
alebo aspb zabrauju tomu, aby bunky Zili v optimalnom prostredi, sazyvaju bunkovy
stres. Zmeny zivotného prostredia mozu Iyzikalnej alebo chemickej povahy: teplota,
radidcia, koncentracia rozpustenych latok a voddtompnos uritych idnov, toxické
chemické latky, pH a nutma dostupnas V prirode sacasto musia bunky vyrovnata
s vykyvmi niekdkych rastovych parametrov&sne (Hohmann and Mager 2003).

V priemyselnom meradle ma vplyv stresu na kvasimkgkd’ko doélezitych aspektov.
Napriklad v pivovarnictve, ak su kvasinkové bunkfladované po dlhSom uskladneni, tak
urcité vlastnosti na povrchu buniek, ako su flokak& schopnosti, su mni neziaduco
ovplyvnené (Walker 1998).

2.3.1 Teplotny stres

Stres z vysokej teploty (,heat shock®) alebo z mjzteploty (,cold shock") je spbsobeny
vystavenim buniek teplote, ktora je vysSia alel@Sininez teplota optimalna pre ich rast.
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So zvySovanim teploty zrasta ir&mdé, vibr&na atranskna kinetickd energia vsetkych
bunkovych molekul. So stupajucou kinetickou eneargsnivisia tri priame dosledky, a to:
zvySenie membranovej fluidity, ktora vedie k naniemembranovej Struktary a strate jej
funkcie, d’alej k zvySenie metabolizmu, vSetkych biochemickyeakcii a nakoniec tzv.
prechody. Vyskytuju sa v mnoZstve bunkovych kompboe ako je proteinova denaturacia,
zmeny lipidovych faz a deStrukcia DNA (Lepock etl#197).

Denaturacia proteinov je jednou z najbeznejSiclchmr@ov. Teplotne denaturovany protein
ma dve charakteristiky: inaktivaciu rozhodujacichnkovych funkcii — strata enzymovej
aktivity, a agregaciu — daka vystaveniu hydrofébnych molekulovych zvySkovbof@
charakteristiky vedu k postupnému &miu bunky (Lepock et al. 1997, Walker 1998).

Nizka teplota vedie kfazovému prechodu membrartovgtastnych kyselin a sterolov
z kvapalného do géloveho stavu. Tym je membranotegiita ohrozena, pretoZze membrana
za&ina prepuat’ a kvasinkové bunky sa rozvnomerne zmensuju (W4alR6B).

2.3.2 Oxidaény stres

Oxidatny stres pochadza z toxickych produktov z kysliktvamlenych reaktivnych druhov
(,oxygen-derived reactive species” — ROS). K vywilaoxidaného stresu u kvasiniek sa
pouziva niekbko komponentov. kD, je vysoko difuzny a relativne nereaktivny a dokaze
vol'ne preniké cez plazmaticki membrdnu do vSetkych bunkovy@sti. Derivaty
organickych peroxidov ako terc-butyl-peroxid, kurrgaroxid, peroxid kyseliny linolenovej
apod. sa vyuZivaju u kvasiniek. Ich hydrofobicitaabezpéuje v&Siu reaktivnos

s membranovymi cagami bunky. U kvasinky Saccharomyces cerevisiage toxicka
koncentracia lipidovych hydroperoxidov okolo 0,03Mna pre organické peroxidy okolo 5
mM. Rozmedzie toxickych koncentracii vSak samozeejmaavisi na jednotlivych
kvasinkovych druhoch. Redoxné cyklické chemikakép napriklad menadion, paraquat
a plumbagin, sa vyuZivaju na generovanie O2- viaerdastucich bunkach. Menadion je
toxicky uz v stomikromolarnych koncentraciach pvasinkuSaccharomyces cerevisideé
zluceniny, ako diamid a diethymaleat, vyvolavaju oxiua stres nepriamo. Tieto latky su
toxické uz v milimolarnych koncentraciach (Hohmaw &ager 2003, Ryter at al. 2007).

Reaktivne kyslikové druhy ROS

Vorny radikal je definovany ako molekula s jednym aletac nesparovanych elektronov vo
vzdialenejSich valemych vrstvach. Do ROS patria z kysliku odvodenéneoradikaly —
superoxid anion radikal O a hydroxylové radikaly OH, i neradikalové derivatykysliku
(H202).

Pod’a pévodu ROS sa rozoznavaju primarne ROS a sekumdBOS, ktoré vznikaju
z aktivity primarnych ROS. Do primarnych ROS zargdme:

- Superoxid anion ©, ktory je generovany unikom elektronov z mitochadideho
dychacieho réazca ako klasicky nasledok respimého cyklu. Superoxidovy anion nie
je silne reaktivny, ale méze priamo reagbsaniektorymi proteinmi.

- Peroxid vodiku HO,, ktory vznika pdas detoxifikacie superoxidového aniénu
katalyzovaného superoxiddizmutazami u kvasiniek gxidacii mastnych kyselin
v peroxizomoch atiez pri procesoch ,folding® (¥baania) proteinov
v endoplazmatickom retikulu. Peroxidlahko prechadza wainou biologickych
membran, i k& je relativne nereaktivny, jeho Skodlivéinky sa prejavuju az po
premene na \feni reaktivny hydroxylovy radikal.
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- Hydroxylovy radikal OH., je najviac reaktivny prinm|y ROS, jeho reaktivita
obmedzuje jeho difuziu v biologickych systémoch.oA&hle je radikal vytvoreny,
poSkodzuje bunkové Struktary. Hydroxylovy radiké@lobera vodik z inej molekuly a
vytvara novy radikal. M6ze sa tiez prida molekulam, ktoré obsahuju aromaticke
kruhy (purinové a pyrimidinové baze) alebo ku kovdtydroxylovy radikal méze
previes svoj vd’ny elektréon inej molekule a vytvartak novy radikalovy druh. Tieto
chemické vlastnosti tak vedu k celej rade realtzii, re’azovej reakcii, v ktorych sa
OH. zapojuje (Ryter at al. 2007).

Efekt oxidaéného stresu

Zvysené nefyziologické koncentracie ROS mdZzu spdgobstupné zmeny alebo degradacie
bunkovych makromolekul zatwjuc DNA, proteiny, lipidy a sacharidy.

Peroxidacia lipidov predstavuje priamy désledokdaxmého stresu buniek. Tvoria sa lipidové
radikaly atoxické hydroperoxidy. Oxidacia membn&yah fosfolipidov vedie

k biofyzikdlnym zmenam, ktoré naruSuju funkcie meamba organel. Vimé radikaly mozu
tiez spoOsoboua zosietenie a fragmentaciu proteinodp vedie k zvySenej proteolyze.
Hydroxylové radikaly sposobuju oxidaciu aminokyseliych zvySkov, zvldSaromatickych.
NaruSenie aminokyselinovéhotezca v proteine vedie k jeho fragmentacii az knému
rozkladu. ROS mozu posskddiez nukleové kyseliny. Tie sU potom zapojené docesu
mutagenézy a karcinogenézy. Iba hydroxylovy rad&katyslikom dokazu poSkatiDNA
priamo. HO, so superoxidovym aniébnom poskodzuju nukleové kygebz pomocou
generovania hydroxylovych radikalov, teda nepriaMakutainosti vSetky ostatné radikaly,
ktoré su tvorené z lipidovej a proteinovej perogida mézu indukoua poSkodenie DNA.
Modifikacie DNA pomocou hydroxylového radikéalu vkaju jedno- a dvojbodovymi
zlomami, priamymi zakladnymi modifikdciami, DNA a@®link vazieb a pod. Polovica
modifikacii s hydroxylovym radikalom sa vyskytuja mmazach DNA (Hohman and Mager
2003, Ryter at al. 2007, Perrone et al. 2008).

2.3.3 Osmoticky a s@ny stres

Osmoticky stres je spbsobeny zmenami koncentraoepustenych latok v médiwsim
dochadza k zmene dostupnosti vody pre bunku. ZwySmmmolarity vedie k zniZeniu aktivity
vody a vodnému potencialu a naopak. Voda prechédzagplazmaticki membranu smerom
k vys8ej koncentrécii rozpustenych latok, to jeikstu s nizSou aktivitou vody alebo vysSou
osmolaritou. Vzkadom k tomu, Ze butieé membrany su viac priepustné pre vodu nez pre
vacSinu roztokov, Zivé bunky su tak ovplyvnené zmeneatkovej koncentracie rozpustenych
latok v roztokoch. V désledku toho, zvySenie voBkajosmolarity (hyperosmoticky stres)
bude vyberé vodu z bunky von, zatfdao zniZenie vonkajSej osmolarity (hypoosmoticky
stres) spb6sobuje nasavanie vody bunkou do jej anlliikroorganizmy si udrZzuju mierne
zvySeny osmoticky tlak vo vnuatri bunky oproti vojgiamu prostrediu. Tieto tlakové
odliSnosti su zabezpené rezistentngeu bunkovej steny, nazyvaju sa bunkovy turgor
(Walker 1998, Hohman and Mager 2003, Posas e0aD)2

V laboratoriach sa osmoticky tlatasto vytvara pridanim NaCl alebo sorbitolu do raéhom
média. Kvasinkové bunky reaguju na NaCl nie lersmotickom strese, ale tiez v spojeni
s Na+ toxicitou nazyvanou akolsy stres (Hohman and Mager 2003,Posas et al. 2000).
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Zmeny v dostupnosti vody vyvolavaju zmeny v bimeg morfologii  a Strukture.
Hyperosmoticky Sok spésobuje rychly odtok vody mibl, sprevadzany zmidvanim
bunky. Hypoosmoticky Sok naopak spdsobuje zvySavkancentréného gradientu vodyo
vedie k rapidnemu narastu buniek a vnatorného turgdunkova stena zabtaje prasknutiu
bunky v Sirokych medziach. Osmoticky stres tiezru8uje cytoplazmaticki membranu do
urciteho stupa jej Struktury, priepustnosti a mechanickych viasti (Hohman and Mager
2003, Posas et al. 2000).

Na+ iony su toxické pre bunkud®ka ich schopnosti inhibovaniektoré Specifické
metabolické cesty. Bolo to dok&zané v pripade k¥asiého Hal2 proteinu a niektorych
RNA enzymov. Osmotické zmeny sul'u@ dobre kontrolovaié experimentalne pomocou
mikroskopickych technik (Hohman and Mager 2003 a8 al. 2000).

2.3.4 Nutri €ny stres, nutriéné zdroje

Hladovanie je komplexny stres pre mikroorganizmyjaudé nutrienty, pre ktoré sa bunka
dostava do stavu hladovania, su zdroje uhlika &dusZdroje ostatnych elementarnych
prvkov ako fosforu, siry a stopovych kovov patriadai menej délezité. Kvasinky vyuzivaju
Siroko rozmanité materialy ako nuné zdroje. ZniZzenie dostupnosti jedného materidaen
v mnohych pripadoch Isynahradené utilizaciou iného materialu (Hohman sladjer 2003,
Gash and Werner-Washburne 2002).

Ked sa jednoduché esencialne nutrienty stanu limiaujadebo eventualne chybajlce,
bunkovy proliferégny mechanizmus je zastaveny a nastavuje sa progeamezpeéujici
prezitie bunky. Pri absencii jedného z esencialngcbkov kvasinkové bunky vstupia do
Specifického neprolifekmeho stavu nazyvaného ako stacionarna faza. Jejymeacid’om je
prezt hladovacie obdobie. V pritomnosti chudobného =zdroplika a nedostatku zdroja
dusika nastava proces sporulacie. V pritomnostirédub zdroja uhlika sa stimuluje rast
(Hohman and Mager 2003, Gash and Werner-Washb @) 2

Objektom sdasnych Stadii si moznosti konverzie ntrtyich zdrojov uhlika do biomasy
MnoZstvo zdrojov zaliwujucich pentdézy a hexdzy, rézne disacharidy, glyiceethanol,
methanol, oleje, n-alkany a Siroké mnozstvo odpgdovsubstratov pochadzajucich z
po’'nohospodarskeho priemyslu mozet byyuzivanych ako potencialny uhlikaty zdroj pre
biotechnologicki produkciu réznych metabolitov, mnkjad karotenoidov. Akumulacia
karotenovych pigmentov d&ervenych kvasiniek z#&na v neskorej logaritmickej féaze
a pokr&uje v stacionarnej faze, ktora je typicka pre piailu sekundarnych metabolitov.
Pritomno$g vhodného uhlikatého zdroja je dblezitd na biosguntkarotenidov pé&as tejto
nerastovej faze. Kvasinky syntetizuju karotenoikisd’ su kultivované v syntetickom médiu
obsahujucom rézne jednoduché uhlikaté zdroje, apriklad glukozu, xylozu, cellobiozu,
sukrézu, glycerol alebo sorbitol (Hohman and Mage03, Gash and Werner-Washburne
2002, Walker 1998).

Tabu’ka kategorizuje uhlikaté zdroje tak, ako mézuw lgimilované r6znymi kvasinkami
s odliSnou mieroudinnosti.

15



Tab. 1: uhlikaté zdroje asimilované r6znymi kvasinkami (&all998)

Uhlikaty zdroj

Typicky priklad

Hexozové sacharidy

Glukoza, galaktoza,
frukt6za, manoza

Komentar

Glukoéza je utilizovana vSetkymi kvasinkami.
Ak  kvasinky  nefermentuju  glukdzl

nefermentuju ani ostatné sacharidy. Ak

fermentuju, tak fermentuju tiez fruktdz
a manozu.

Pent6zové sacharidy

y

Arabindza, xyldza,
xylul6za, ramndza

Niektoré kvasinky vyuZzivaju pentdzy leps
nez glukézu. Sacch. cerevisiaeutilizuje
xylulézu, ale nie xylézu.

L p—

ju
u

ie

Disacharidy Maltéza, sachar6za, | Ak kvasinky fermentuja maltézu, nebudud
lakt6za, trehal6za, spravidla fermentova laktdozu a naopak.
melobidza, cellobidza,| Velké  mnozstvo  kvasiniek  utilizuje

disacharidy.

Trisacharidy Rafin6za, maltotriéza Rafin6za je k@astané vyuzivanaSacch.

cerevisiag ale kompletne inymi druhmi rod
Saccharomyces

Oligosacharidy Maltotetradza, Su metabolizované amylotickyn
maltodextriny kvasinkami, nie pivnymi knmami.
Polysacharidy Skrob, inulin Polysacharidy utilizzgtkvasinky su vzacng

Saccharomycopsisod aS.diastaticusmozu

A%

utilizovat’ rozpusteny Skrob a rod
Kluyveromyceslastni inulinazu.
Kratke alifatické Methanol, ethanol Niek&o methylotrofnych kvasiniek ma
alkoholy priemyselny potencial.
Sacharidické Glycerol, glucitol M6ézu by zdychavané —  aerobne
alkoholy metabolizované kvasinkami.

Organické kyseliny

Acetat, citrat, laktat,
malat, pyruvat,
sukcinat

Mnoho kvasiniek méze zdychavarganicke
kyseliny, ale len¢ag znich ich moze
fermentova.

Mastné kyseliny

Oleat, palmitat

Nieka druhov tukotvornych kvasinie
moze asimilov& mastné kyseliny ako zdrg
uhlika a energie.

%
a_

Uhrovodiky n-alkany Mnoho druhov kvasiniek rastie doha C12-
C18 n-alkanoch.
Aromaticke Fenol, kresol, Len malatag’ kvasiniek méze utilizowatieto
zluceniny resorcinol, katechol, | komponenty. Kvasinky utilizujice n-alkarn
benzoat vyuZzivaju fenol ako zdroj uhlika cez bet
ketoadipatovu drahu.
Rézne Adenin, kyselina Niekol’ko  kvasiniek, napriklad Arxula

mocova, butylamin,
pentylamin,

adeninivorans aA.terestre mbze utilizova

tieto komponenty ako zdroj uhlika a dusika,

Sasné biotechnologické Studie sa vSak zameriavajirynditie celého radu prirodnych
substratov a odpadovych produktov Zmmhospodarstva a potravinarskeho priemyslu ako
vhodnych zdrojov jednoduchych uhlikatych nutrientbkoznovy dzus, must, jaiié Supky,

jablkeny most,
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hydrolyzovana muka z mungo fazulitaga z cukrovej trstiny a melasa, kukuy sirup,
hydrolyzaty kukurice, mligna syrovatka ainé. Suroviny a Va@ie produkty
pa’'nohospodarsko-potravinarskeho pévodu maju poteradiél nizkondkladova alternativa
sacharidovych zdrojov pre mikrobidlnu produkciu afetditov, s vyliadom tiez
minimalizécie problémov energetickych a odstranen@padu zo Zivotného prostredia
(Hohman and Mager 2003, Gash and Werner-Washbup@2, 2Valker 1998, Aksu 2005,
Buzzini et al 2000, Frengova et al 2009)

V tabuke je uvedenych niekko typov komplexnych agropriemyselnych substratov

vyuzivanych ako kultivéné média pri fermentéacii kvasiniek v biotechnolé&gin odveti:

Tab. 2: komplexné agropriemyselné substraty (Walker 1998)

Zlozky Melasa Sladina Hroznovy most Syrovatka

Zdroje Sachardza, frukt6za,Malt6za, sacharoza, Glukoza, fruktdza, | Laktdéza

uhlika glukéza, rafinéza | fruktéza, glukéza, | sachardza

maltotri6za

Zdroje Dusikaté Nizko molekularny | R6zne stupne Nevstrebatény

dusika komponenty ako | a-amino dusikaté | zli¢enin dusiku, globulin
nevstrebatné komponenty, ktoré mézu by a albumin,
proteiny. Dusik amoniove iony limitované. nizky stupé
musi by a mnozstvo MnoZstvo amoéniového
suplementovany. | aminokyselin. aminokyselin. a maovinového

dusika.

Mineraly Zasoba P, K, S. Zasoba P, K, S, Mg| Zasoba P, K, Mg, S| Zasoba P, K
Vysoky stupé K+ Sacasto pritomné | Mg, S.
moOZze md az vysoké mnozstva
inhibi¢ny efekt. siry.

Vitaminy Malo, ale obecne | Zdroj vitaminov je | Vitaminovy zdroj | Pritomny Siroky
adekvatny zdroj, zvy¢ajne adekvatny| obecne dostaljlci. | rozsah rbéznych
biotinu je Vysoky pridavok vitaminov.
nedostatok v repnej cukrovej sladiny
melase. mobzZze méd

nedostatok biotinu.

Stopové Pritomny rozsah | VSetky prvky Dostupné Pritomné  Fe

prvky stopovych prvkov, | pritomné, hoci dostat@né Zn, Mn, Ca, Cu.
hoci Mn2+ méze | Zn2+ mdze by mnoZstvo.
byt’ limitujdci. limitujuci.

Ostatné Nefermentovaténé | Nefermentovatiné | Nefermentovatné | Lipidy, NacCl,

komponenty cukry (2-4%), maltodextriny, pentdzy, vinna mlie¢na
organické kyseliny, | chme’ové a jabkna kyselina, | a citrénova
vosky, pigmenty, | komponenty. dekanova kyselina.
silice, pesticidy, a oktanova kyseling
residua, mo&Zu by inhibi¢né.
karamelizované Mbéze by
komponenty, betain. nedostatok sterolov

a nenasytenych

17



| | | mastnych kyselin. | |

Niektoré priemyselné fermerita@é média mozu obsahavaizky stupé urcitych pritomnych
komponentov, ktoré maju toxicky alebo inkiby efekt na kvasinky. Niektoré z tychto
komponentov moéZu liywytvarané poas tepelnej apravy sterilaciou alebo pasteraciodiané
Napriklad pri nadmernom zahrievani melasy mo6zZzu kahinezZiadlice karamelizaé
produkty vychadzajuce z Maillardove] reakcie medgacharidmi a aminodusikatymi
zlozkami. Teplo méze tiez zht’ vitaminy a iné rastové faktory esencialne potrebaégast
kvasiniek (Gash and Werner-Washburne 2002, Walg88,1Buzzini 2000).

Chemicka kompozicia a koncentracia dusikatého advokultivaénom médiu méze nta
vplyv na fyziologickl kontrolu a regulaciu metalzofiu pigmentov v mikroorganizmoch.
Nieko’ko anorganickych a organickych dusikatych zdrojako su extrakty z muky
a proteinové hydrolyzaty, siasto Studované pre zlepSenie produkcie karotenoiesak to
znamena, Ze roéznorodos obsahu karotenoidov u kvasiniek s réznym pouhitgiusikatym
zdrojom v kultivé&nom médiu a rychlas produkcie pigmentov je ovplyvnena produktami
katabolizmu dusikatého zdroja viac, nez su vyslgatigme] stimulacie vlastnych dusikatych
zloZiek v bunkach (Gash and Werner-Washburne 20@2er 1998).

Lignocelul6zové materialy

Lignocelulézové materidly predstavuju rastlinny emdtl pozostavajuci hlavne z celul6zy,
hemicelulozy a ligninu. Tieto materialy su v dng&hebe Siroko pouzivané vyskumnikmi pri
biotechnologickej produkcii biopaliv a bioenergaebo obohatenej mikrobialnej biomasy
utilizujucej tieto substraty. Lignocelul6zova biosaavsak obsahuje komplex makromolekul,
najmad mono- a oligosacharidov, furdnov, alifatidky&yselin ardéznych aromatickych
zlt¢enin, ktoré nie su priamo fermentovat@. Na degradaciu zlozitych komponent, ako su

uhlikaté polyméry na jednoduché cukry, ktoré méytifermentovaténé mikroorganizmami,
je potreba radudinnych metdd preddpravy materialu ¢&trom 1993).

K priemyselnej fermentacii sa pouziva mnozstvodiggiul6zovych surovin, ktoré sa odliSuju
svojim pbévodom, zloZenim a Struktlrou. Tieto surawéterialy mézu b pouZzité pre
produkciu biopaliv, napriklad lesné a’pohospodarske zvysky — slama, stonky, plevy,
struky, kukuréné stebld, obilné krmoviny, rézne plodiny, a rézirahy odpadu — zeleny
odpad, odpad zo zeleniny a ovocia, vylisky, trigd&omunalny odpad ainé (Clark et al.
2012, Bonin 2012).

Lesnicke materialy sa klasifikuju do dvoch triednakké a tvrdé drevo. Makké drevo ma
typicky nizku hustotu a rastie rychlo. Patria sdéleszelené druhy stromov ako borovica,
smrek, jedla, sekvoje. Medzi tvrdé drevo patria opadaveé listseromy (Hoadley 2000).

Do pd’nohospodarskych zvySkov sa radia tzv. zvySky zyirptbdin — ryZova slama,
kukuri¢na silaz, pSedna slama, cukrova trstina, a iné (Kamm 2004).

Hydrolyzaty lignocelulézovych materidlov, Specidlmeidom predupravené kvapaliny,
obsahuju zvyajne aj komponenty s inhiiiym &inkom na fermentujice mikroorganizmy.
V tychto hydrolyzatoch mézZzeme néjsiac nez 100 inhildnych latok, avSak tri z nich su
najvyznamnejSie - Kkyselina octova, ktord vznikd e@nim acetylovych skupin
z acetylovanych sacharidov zo xylanu,dalej furfural a 5-hydroxymethylfurfural, ktoré
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vznikaju degradéciou pévodnych produktova® predipravy materialu. Koncentracia tychto
inhibitorov zavisi na surovom materialu, metodedgpavy a podmienkach predupravy.
Ucinnog’ ferment&ného procesu byvaiastane alebo kompletne zvy3ena odstranenim
toxickych zloziek detoxifikaciou, alebo pouzitim rggicky upravenych tolerantnych
kvasinkovych km#ov adaptovanych predkultivdciou na hydrolyzatoclaif@a, Smirnova
2012, Chen at al. 2012, Almeida et al. 2011).

Pri pouziti lignocelul6zového materidlu k fermemym &elom je vémi dblezité zvaii
obsah zmesi sacharidov. Celuléza po hydrolyze vedi&u gluk6zovym jednotkam, zaitém
hydrolyza hemicelulézy poskytuje nidkm monosacharidov - hexozy (glukéza, galaktdza,
manoza a ramnoza) aj pentdzy (xyldza a arabind¥gfisteny a upraveny odpadny material
moZe by pouzity ako lacny zdroj uhlika ku kultivaciam niéged karotenogénnych
kvasiniek. Cervené kvasinky st schopné efektivne utilizowgpraveny drevny substrat
(xyléza, manéza, arabinéza) z hydrolyzatu, rovnakm® ostatné sacharidy s pouzitim
enzymatického komplexu a produk@évayznamné metabolity prinosné akaiasi krmiv ¢i
potravinovych doplnkov (Hon 1996).

3 KAROTENOGENNE KVASINKY

3.1VSeobecna charakteristika karotenogénnych kvasiniek

Niektoré kvasinkové druhy akumuluju karotenogénigmenty, ako s(-karotén, torulén,
torularhodin. Tieto pigmenty vytvaraju typické zdfanie docervena, oranZova alebo Zlta,
a waka tomu sa kvasinky vSeobecne nazyvajesyenymi kvasinkami. Karotenogénne
kvasinky sa radia do taxonomickej skupiBasidiomycetaé_ibkind et al. 2005).

3.1.1 Rod Rhodotorula

Rod Rhodotorula obsahuje tri najbeznejSie druhyrhodotorula glutinis Rhodotorula
mucilaginosaa Rhodotorula minuta

Rod Rhodotorulanezkvasuje ziadne cukry a ma silne vyvinuty pemgzcyklus vyuzivania
glukézy. Ma malé giaté bunky alebo bunky ovalne, niekedy taktiez phetuté, endospoéry
ani iné druhy spor nevytvaraju a taktiez netvogysomycelium. Su réznych farieb, od Zltej
cez oranzovu doervenofialovej (Kockova-Kratochvilova 1990, Libkietlal. 2005).
Rhodotorula glutinis je kvasinka, ktora sa nachadza bezne v prirode. zdéma
charakteristickou produkciou torulénu, torularhadiaf-karoténu. Dok&ze akumulo¥a
znané mnozstvo lipidov. Produkcia lipidov rodoRhodotorulama vyznam z viacerych
dévodov, najma vsak preto, Ze usmernenim kultivBgiesa mohli ziskalipidy s obsahom
cennych mastnych kyselin na vyzivu aitl@hov, pripadne aj na vyvoj biopaliv 2. generacie
(Kockova-Kratochvilova 1990, Libkind et al. 2005eRgova 1994).

3.1.2 Rod Sporobolomyces

Rod Sporobolomycesbsahuje priblizne 20 druh@ervenych kvasiniek. NajbeznejSie su vSak
druhySporobolomyces roseassporobolomyces salmonicolor

Patria doceladeBasidiomyces vytvaraju balistokonidie, ktoré byvajucgénou asymetricke.
Sporobolomycesu mikroorganizmy, ktoré sa vyskytuju vo fylosféaer atmosfére, kde je
castym zdrojom vyzivy dusikom nitrat alebo reduka¥dormy dusikatych ztienin. Kultary

u Sporobolomycesu drsné, ploch€asto pomené a nemaju kvasné schopnosti. Vyzna
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sa silnou karotenogenézou, jeho natery su tdamvené hladké. Bunky su Eopvité,
elipsoidné az pretiahnuté, s rozmermi 3 az 8 x 3&@am. Sporobolomycembze ras ako
bunka, pseudohyfa, prava hyfa alebo balistokonfézudohyfy a pravé hyfy sasto dobre
vyvinuté. Balistokonidie su jednobunkové a byvajiniestnené prevazne na vajcovitych
prediZzenych vegetativnych bunkach (Kockova-Kratochvild980, Libkind et al. 2005).

3.1.3 Rod Cystofilobasidium

Medzi zastupcov tohto rodu patria drulBystofilobasidium bisporidii Cystofilobasidium
capitatuma Cystofilobasidium infirmominiatunirento rod sa odliSuje od rodRhodotorula
typom basidia. Jeho charakter je jednobunkovy, ptesany, tzv. holobasidium. Tvoria
kolone s hladkym lesklym povrchom, tvar buniek jelaly aZz pretiahnuty (Kockova-
Kratochvilova 1990, Sampaio et al. 2001).

Druh Cystofilobasidium capitatumscervenym az Skoricovym zafarbenim buniek je
homotalicky druh, ktory vytvara jednojadrové myaéii. V hyfach produkuje endokonidie.
Teliospory po naptani klicia na metabazidium, ktoré nemd& priehradky. Sporilie
jednotlivo alebo v paroch s jednou alebo dvomadiagporami. Primarne sporidie nemusia
pwa’’ na bazidiospory, ale na septované mycélium. Padayp na bazidiospOry primarne
sporidie degeneruju a zostavaju spojené s metabazidento druh vytvara aj teliospory,
ktoré kltia na metabazidium s maximalnoizkbu 17 pm. Niekedy sa z bazidii vytvaraju
drsné, suché koldnie, v ktorych prevladaju teliogp&vasinkova kultira sa vyvinie az po
nieka’kych tyzdioch. VSetky generacie sa pokladaju za diploidnéck§uwa-Kratochvilova
1990, Sampaio et al. 2001).

3.2Kvasinkovy rast a metabolizmus

Ak maju kvasinky dostatok nuiriych latok a potrebnych faktorov k rastu, stavagl s
metabolicky aktivne arastlu. Rast sa us&utge v dvoch Urovniach. V prvefasti sa
syntetizuja bunkové komponenty a narastd’ked’ buniek, v druhejcasti sa zvySuje
mnoZstvo buniek, teda populacia. Narasttpopopulacie bungmym delenim je vémi
dolezity pre mikrobialnu kontrolu, inféké ochorenia aj biotechnologie (Talaro and Talaro
2001).

Uzavretl populaciu vase, jej vyvoj, reprezentuje tzv. rastova krivkailtlfra prechddza cez
viacero faz. Uvodna faza rastovej krivky sa naziagfaza, po nej nasleduje exponenciélna
faza, v ktorej Zivé bunky zvySuju svoj @ v logaritmickej postupnosti. Nepriaznivé
podmienky, ktoré inhibuju rast buniesp moéze by spésobené i limitaciou niektorych Zivin
z média, spdsobuju, Ze sa bunky dostavaju do siaciej fazy rastovej krivky. V poslednej
faze odumierania, kde su nutrienty¢eypané a je nahromadeny odpad, nastavacharamt
(Talaro and Talaro 2001).

Termin metabolizmus sa pouZiva sumarne pre vSdtlkeynické reakcie uskuttujuce sa

v Zivom organizme. PretoZe tieto reakcie liwgu alebo naopak vyZaduju energiu, su
uskut@nované potla energeticko-bal&ného zakona. Metabolizmus je komplementarny
proces pozostavajuci z katabolizmu — proces rozkledorganickych zktenin na jednoduché
zlozky, kde je produkované viac energie, nez sdrepoje, a z anabolizmu — z procesu
enzymaticky regulovanych reakcii, kde z malych rkdlesa syntetizuji molekuly Vké.
Priklad anabolizmu je syntéza proteinov z amindkys@&ukleovych kyselin z nukleotidov
ainé. Cely metabolicky proces je regulovany na Imypob Urovniach. Povedomie o tejto
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regulacii u kvasiniek je rozhodujuce pre vyuzitakinkovych buniek v biotechnologickom
priemysle (Talaro and Talaro 2001, Halienova &x04l7).

Ked” mikroorganizmy vstupia do stacionarnej faze rastlgka vyterpaniu Zivin z média,
aktivuje sa proces tzv. sekundarneho metabolizrekuiglarny metabolizmus zdla procesy
produkcie metabolitov, ktoré nie su esencialne rpg a reprodukciu, ale si to rozmanité,
casto druhovo Specifické kofre@ metabolity ako alkaloidy, antibiotika, vitamingxiny,
pigmenty s komenou hodnotou (Talaro and Talaro 2001).

Tieto mikrobialne metabolity sa produkované ca® fermentacie av ich priemyselnegj
nadprodukcii sa snazime v prvom rade zhi&rrobny ¢as a priestor, a zarovegrodukné
naklady. Nadprodukcia metabolitov zavisi na Spekifim druhu daného mikroorganizmu
a environmentalnych podmienkach, za ktorych sadetéactia uskut@tuje. Ak sa chcu zniti
vyrobné naklady, byvaju obvykle aplikované rozniemyselné pristupy, ako je optimalizacia
kultivaénych podmienok. Napriklad pri biosyntéze kyselingronovej sa musi zniti
koncentracia Zeleza v prodtiom médiu, aby sa redukovala aktivita akonitazyreldsovom
cykle. Tak sa zaxi naprodukcia kyseliny citronovepaldimi pristupmi aplikovanymi pre
zvySenie produkcie Ziadanych metabolitov je geRétimzinierstvo. Geneticky vylepSené
kmene produkujuce vysSie fgzky metabolitov sa ziskavajudunutanymi procesmi alebo
technikami rekombinantnej DNA (Bhalla et al. eleaic).

3.3Cytologické metddy na sledovanie kvasiniek

Kvasinkova cytologia referuje o butreej morfoldgii, je to tzv. sdpis Struktarnych
komponentov  kvasiniek. VSeobecné btme charakteristiky kvasiniek zafaju
makromolekularne zlozky a morfologické odliSno§tiytologické metédy zahaju bunénu
vizualizaciu a izolaciu bugeych organel. Je mozné opisdtrastruktirne funkcie kvasiniek,
a tak zist vztah medzi rastom a metabolickymi reakciami. Nidgookvasinkovych organel
a makromolekularnych Struktar hréidkova ulohu v kvasinkovej biotechnolégii, v vzajomnej
interakcii buniek a tiez dlohu v uhlikatom metaboie a v obrate intracelularnych proteinov.
Tieto procesy sa priamo tahujua k produkcii priemyselnych metabolitov (Walk®98).
Kvasinkové bunky vykazuju GzZasnu diverzitu $adom na vikos' bunky, tvar a farbu.
Samotné bunky ¢gstej kultary jedného km&a moézZzu disponova morfologickou

a kolorimetrickou heterogenitou. Hocic¢ith miera morfologickej r6znorodosti s&akava
v rdmci kvasinkovej kultary, silnécinky v individualnej morfolégii danej bunky su vyameée
chemickymi a fyzikalnymi podmienkami (Walker 1998aites et al 2001).

3.3.1 Svetelna a fluorescetna mikroskopia

V laboratériach je pouzivanych mnoZstvo typov mékapov. Mikroskopy maju rézne
aplikacie a modifikacie, ktoré prispievaju k ichitoZnosti.

Velmi obmedzené Struktarne informécie mézuy layskané na neofarbenych kvasinkovych
bunkach pomocou svetelnej mikroskopie. Pri 100@basm zvéSeni je mozné vizualizova
kvasinkové vakuoly a niek&o cytoplazmatickych teliesok. Pouzitim mikroskopi&zovym
kontrastom a s farbiacimi technikami mdoZet byizualizovanych mnozZstvo buseych
Struktur (Walker 1998, Waites et al. 2001).

Niekor’ko fluorochromickych farbiv byva pouzitych pri fleescednej mikroskopii

k zvyrazneniu ufitych prvkov u kvasiniek a ich povrchovych StruktBapriklad farbivd ako
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izothiokyanat a rhodamin B pri spojeni s monoSpaari protilatkami proti Struktdrnym
proteinom kvasiniek umd#ju vizualizaciu mnozstva buéeych Struktar (Walker 1998).

Tab. 3: NajcastejSie pouzivané fluoresce® sondy a farbiva v prietokovej cytometrii
(Walker 1998)

Fluorescetina sonda, farbivo Vizualizovand Struktdra

Methylénova modra Celé bunky

ABT — aldehyde bisulphite toluidin blue Buime steny

India ink Kapsule

Neutral red, CMAC - 7-amino-4-choromethWakuoly

kumarin

Rhodamin 123, DAPI — (ruzovo biela fluorescencia) itdehondrie

Janus Green Mitochondrie

Lomofungin Jadro

DiOC6 — 3,3-dihexyloxakarbocyanid jodid Endoplaziciad retikulum a jadrove
obaly

Sudanov&enm Lipidové granule

3.3.2 Elektrénova mikroskopia

Pomocou elektrénovej mikroskopie mézu’'taiskané detailné informacie o organelovych a
makromolekulovych ultraStruktirach. Tieto skenoeatéchniky su uziiné pre Stadium
bunenej topoldgie. Transmisna elektronova mikroskopiau&lizuje ultratenké Struktary
kvasiniek, je preto nepostradaté v Studiu intraburi@ych jemnych Struktar. Mikroskopia
moze by aplikovana na neupraveni nefixované bunky k sladav bunéného povrchu
kvasiniek alebo buniek pri odliSnych rastovych paaitkach pri nanometrovom rozliSeni
(Walker 1998, Klang 2014).

3.3.3 Prietokova cytometria

Prietokova cytometria je jedna z uspesSnych tectmiizivanych na analyzu mnohagonych
parametrov individualnych buniek vramci heteroggnpopulacie. Touto technikou sa
Studuju vlastnosti ako relativha kes’ castic, granularita alebo vnutorndenitos’

a fluorescetnd intenzita (BD Biosciences 2000, Brehm- Steclbad2

Castice st zachycované v prude kvapaliny pomocardagba jedna bunka moze prefez
laserovy l& v danom momente. VSetky rozptyletgstice alebo bunky vo {kosti od 0,2-
150 mikrometrov su vhodné k analyze.dKéunka prejde cez laserovyclarozptyli sa
laserové svetlo. Molekuly pritomné rasticiach fluoreskuju. Rozptylové a fluorested
svetlo je zbierané vhodne umiestnenymi SoSovkanmamlginaciou ldovych zvazkov

a riadenych rozptylov je fluoresaar® svetlo vedené do prislusného detektoru. Detgktor
produkuju elektronové signaly amerné optickym sigma Bune&né populacie moézu Iy
zobrazené v niek&o odliSnych forméatoch: histogram, 2D zakresleBPB, zakreslenie (BD
Biosciences 2000).

V Stadiu kvasinkovej cytologie ma prietokova cytdriee niekd’ko aplikacii. Dave and Kell
(1996) posudzovali fyziologicky stav kvasiniek augii technologiu triedenia buniek pre
izolaciu kmeov s vysokymi vyazkami v biotechnologickych aplikciach. V Stadiach
kvasinkového burmého cyklu a vyvoja organel ma prietokova cytonaeten ciastané

22



vyuZzitie. Boli monitorované napriklad zmeny vo vjivmitochondrii, napriklad rozliSenie
medzi respriréno-prislusnymi  a respi¢ao-nedostattnymi  bunkami Saccharomyces
cerevisiaeofarbenymi Rhodaminom 123 pomocou prietokovej mgie (BD Biosciences
2000).

3.3.4 Meranie mnozstva buné&nej biomasy

Ur¢enie mnozstva buniek alebo bdnej koncentracie hra dolezitu tlohu v mikrobioldgif
charakterizacii a experimentacii. Medzi klasickétdag ukenia celkovej biomasy patria
metddy zaloZzené na stanoveni himeg hmotnosti alebo vy@gte. Je tu mnozZstvo priamych
a nepriamych metdéd odhadu mnoZstva biomasy. VyjiZivea napriklad fyzikalne
a biochemické techniky (Talaro and Talaro 2001, té¢a¢t al. 2001).

Medzi tradéné priame techniky patri meranie suchej hmotnostimbsy. V priemysle sa
vyuziva mnozstvo odliSnych metdd merani kvasej biomasy, napriklad rozdiel hmotnosti
biomasy pred a po suSeni, alebo iné nepriame tectako su centrifugacia, turbidimetria,
filtrdcia a iné. Obsah rdéznych bumgch komponent a metabolitov sa obvykletatmuje

k suchej vahe zacédlom d'ahienia porovnavania odliSnych analyz (Talaro and roa901,
Waites et al. 2001).

Medzi moderné citlivé techniky presnéh@emia mnozstva biomasy sa zahe elektrénove
pocitanie, prietokova cytometria alebo mikroskopickéifanie buniek. Bunky mozu Bytiez
stanovené pomocou nepriamej turbidimetrickej mei{d@dyaro and Talaro 2001, Waites et al.
2001, Klang 2014).

3.3.5 Rychla detekcia a identifikacia délezitych molekul biologickom materidle —
Ramanova spektroskopia

Na rychlu identifikaciu sledovanych metabolitov wakiniek bez zloZitej pripravy vzoriek sa
vyuzZiva Ramanova spektroskopia, kontrétne mikraspskopia, teda v spojeni

s mikroskopom.

Metdda je zaloZena na nepruznych zrazkach foténakirgjucimi molekulami, pri ktorych
molekula prechadza do nekvantového, excitovanébhoustAk bola molekula pévodne
v zakladnom elektronovom a vilireom stave, méze sa po vyZiareni energie ziskanej pr
zrazke vratit do niektorého z vySSich vilmgch stavov. Sledované emitované Ziarenie ma
potom menSie vindy nez Ziarenie absorbované a moéZzeme slatidstokesove ciary
Ramanovho spektra. Pre Ramanovu spektrometriu sdiwgju disperzné spektrometre,
i spektrometre s Fourierovou transforméciou. Akooja Ziarenia sa vyuZivaju rdzne typy
laserov, ktoré pokryvaja vidifeu oblag (VIS), blizku infra&&ervenu oblas (NIR) alebo
ultrafialovd oblag (UV). Touto metddou je jednoduché mekarapaliny¢i praskove vzorky

v celkovom objeme len niekKko mikrolitrov. Da sa vyuZi k identifikacii latok a ku
kvalitativnej a Struktarnej analyze. Ramanova gpekétria je obzvlaS U¢innd metdda

k Stadiu anorganickych a organickych latok, i ztgch heterogénnych zmesi. Mézetby
aplikovana v rdznych oboroch potravinarskej chémiigri sledovani rdznych komponentov
buniek, tkaniv a mikroorganizmov a ich zmien beHarttivacie (Li-Chan E.C.Y. 1996, Harz
et al. 2005)
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3.3.6 lzol4cia kvasinkovych organel, metabolitov

Aby boli ziskané jednotlivé kvasinkové organelybalesledované kvasinkové metabolity, je
v prvom rade potrebné rozrdSbune&nu stenu. RozruSenie kvasinkovej béme steny sa
moéze uskuténit' réznymi fyzikalnymi, chemickymi, enzymatickymi aechanickymi
metodami. Medzi mechanické metdody patri homogerdazé®o sklenymi gudikami

a sonifikacia, homogenizacia vysokym tlakom, mikidizacia. Kdal§im metédam radime
fyzikalne rozruSovanie — osmoticky Sok, termolyzzhemické rozruSovanie pomocou
chel&nych ¢inidiel, detergentov, rozpé&diel, hydroxidov; a enzymatickd lyza — autolyza,
lyza pomocou enzymov (Middelberg 1995, Waites e2@0D1).

Pre rézne &ely sa pouZzivaju r6zne metddy. Kombinéciou viaderjechnik sa dosiahne
vysSieho uvbnenia Ziadaného produktu, a tak je proces viadiefek PouZzivaju sa ¥&inou
dve moznosti kombinovania metdd: kombinacia chemigkikalno-enzymatickych metod
a preduprava s chemicko-fyzikalno-enzymatickymi dgdammi, nasledovana mechanickym
rozruSenim (Middelberg 1995, Waites et al. 200linH2007).

Medzi nagastejSie problémy suvisiace s rozruSovanim burag pvd’nenie DNA, teplotné
zahrievanie a autolyza. Pri uitmvani DNA sa mb6ze zvySovaviskozita suspenzi&o ma
nasledny efekt na’alSie procesy. Precipitacia nukleovych kyselin alg@bidavok DNazy
byva vémi (einny krok zabraujuci tomuto problému. Ak sa vytvara priliz e tepla,
proteiny zanu denaturovia Preto je potrebné pas izolacie chladicell suspenziu. Produkty
uvolnené z eurkaryotickych buniek byvajgasto objektami degradacie hydrolytickych
enzymov (proteaz, lipadz..) ubitovanych z rozruSenych lyzozomov. Tieto poskodemia s
¢asto redukuju pridavkom enzymovych inhibitorov, acleinim celej sustavy butreého
extraktu a rychlou manipulaciou (Middelberg 199%it4s et al. 2001).

Procesy rozruSovania gasto kvantifikované monitorovanim zmien v absorliamelkos’ou
castic, celkovou koncentraciou proteinov alebo #&kitiv Specifickych intracelularnych
enzymov uvéinenych z rozruSenej suspenzie buniek (Middelbegd 1 aites et al. 2001).

|zolacia DNA

Na izolaciu genomickej DNA je pouzivanych mnozsbaiiSnych metdd a technoldgii. Vo
vSeobecnosti v3ak vSetky metody @i rozruSenie bugeej membrany a lyzu, nasleduje
odstranenie proteinov a inych kontaminantov a n@gkosa vyizoluje purifikovana DNA.
Odstranenie proteinov sa obvykle dosahuje pouziiateinazy K, naslednym vysolenim,
organickou extrakciou alebo naviazanim DNA na pef@ain (anibnomegialebo krem&ova
technoldgia, ¢i Silikagél). DNA sa zvyajne vyvinie precipitdciou v ethanole alebo
izopropanole. Vyber metddyasto zavisi na mnohych faktoroch — potrebna kwantit
a molekulova hmotnds DNA (fenol-chloroformova extrakcia), potrebnéstota DNA
(izolacia kitom s naslednym piistenim),d’alSie pouzitie vyizolovanej DNAcas a naklady
(Bilkova, Kralova 1998).

Izolacia metabolitov éervenych kvasiniek

Cervené kvasinky produkuji mnoZstvo karoténovychmuagtov, ktoré si vyuzivané
v roznych odvetiach priemysluDal$imi uZit@nymi lipidovymi metabolitmi ¢ervenych
kvasiniek su ergosterol (provitamin D), ubichinémt{oxidant) a lipidy. Tradne sa na
izolaciu pigmentov (spolu s ergosterolom a ubichom) pouziva rozruSenie buniek pouzitim
mechanickych technik, ako su vysokotlakd homogerazalebo rozruSovanie buniek
pouZitim gwécok. DalSou moZna®u je ichemickd extrakcia, ktora relativne rychla
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a nizkonakladova. K&e su karotenoidy rozpustné vtukoch, pouziva shaakia
organickymi rozpu&dlami ako je aceton, petroléter, benzén, hexathyléter, chloroform,
ethanol a methanol. Medzi najvyznamnejSie &asdgjSie pouzivané extrakcie karotenoidov
s vysokym vyazkom patria rozpdiadla aceton, DMSO a petroléter (Park et al. 2007).

Na rozruSenie pevnych kvasinkovych povrchovych @bada méze poutiaj preduprava
kyselinou. Nane&stie, kysla preduprava zime poskodzuje karoténové pigmenty. Izolacia
tychto pigmentov je uskutaite’nd ina zaklade enzymatického rozruSovania &uywh
membran alebo extrakciou superkritickou kvapalinaxidom uhlgitym (Storebakken et al
2004).

4 KAROTENOIDY — PIGMENTY CERVENYCH KVASINIEK

Karotenoidy reprezentuju jednu z najviac fascinigiic hojne sa vyskytujlcich tried
prirodnych pigmentov. PretoZe maju dolezité funkcigrirode, sitastym cidom vyskumu
u chemikov a biolégov. Karotenoidy gastym predmetom réznych publikaci’aka svojmu
vSadepritomnému vyskytu, mnohym funkciam a vlagtaws(Britton et al. 2008).

4.1 Chemicka Struktura a fyzikalne vlastnosti karotenadov

Wackenroder ako prvy zaviedol pojem karotény v 18pisanim pigmentu izolovaného z
mrkvy. V roku 1837 Berzelius zaviedol pojem xantgfik oznaeniu chemicky pribuzného
Zltého pigmentu extrahovaného zo starych listov.etCwzaradil chemicky pribuzné
komponenty zname ako karoteny a xantofyly do vygmej triedy karotenoidov v roku 1911.
Dnes karotény sa pouzivaju na osmrae hydrouhlikatych karotenoidov a xantofyly cana
karoténové derivaty s jednou alebo viacero kyshkavfunkénymi skupinami (Britton et al.
2008, Armstrong and Hearst 1996).

Karotenoidy obsahuju osem izoprenovych jednotieggpenych tak, Ze ich usporiadanie je
obratené do stredu molekuly. Dve centralne methgy/kkupiny su v 1,6-polohe a zostavajluce
dve methylové skupiny su v pozicii 1,5. Mnoho karmtidov pozostava zo 40-uhlikatej
kostry, ktora ma medzi 3 a 15 uhlikom konjugovawgiité vazby. Tieto dvojité vazby &wja
spektralne vlastnosti karotenoidov, typicky absgrtsyvetlo medzi 400 az 500 nm. Rog
maximum sa zvySujedaka pridanym dvojitym vézbam, ato od 7 do 35 nmitomnos
inych funkénych skupin do hlavnej molekuly redukuje hlavnwigtiru a intenzitu spektra
(Britton et al. 2008, Armstrong and Hearst 1996).

4.2Funkcie karotenoidov

Okrem ich atraktivneho zfarbenia maju karotenoidyoistvo esencialnych biologickych
funkcii. V prvom rade poskytuju fotosyntetizujacem ostatnym organizmom fotooxidativnu
ochranu proti &inku singletového kyslika a radikalov vytvaranyctpritomnosti svetla.

U zvierat aludi su tieto komponenty prekurzormi vitaminu Ajiralu a retinovej kyseliny

u cicavcov¢im maju esencialnu ulohu vo vyzive, v procese vi@@nbunkovej diferenciacie.
U l'udi karotenoidy prispievaju k prevencii a ochramatiprzaznym zdravotnym porucham ako
su rakovina, srdcovo-cievne ochorenia, ainé. tlimaslizia ako regulatory rastu a vyvoja
rastliny, ako pigmenty dastniace sa fotosyntézylalej slizia ako fotoprotektory, ako
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prekurzor pre hormény ABA a strigolaktony, ako ktaaty lakajuce iné organizmy (Bhosale
2003, Nelis and Leenheer 2008).

Okrem toho v priemysle sU karotenoidy pouzivané akatricné suplementy, pre
farmaceutické pouzitie, ako farbiva do potravimgka pridavok do krmiva pre zvierata
v krmivarskom priemysle. V désledku toho su karotdg zna&ne Studované organickymi
a potravinarskymi  chemikmi, biolégami, fyziologmi,v nedavnej dobe eSte agj
environmentalistami (Bhosale 2003, Nelis and LeenR2608).

4.3 Biosyntéza karotenoidov

MnoZstvo karotenidov v prirode obsahuje linearnuO Qshlikatd kostru so zahrnutymi
dvojitymi vazbami. Cela biosyntéza prebieha v ram&eobecnej izoprenovej drahy, ato
v prvom kroku mevalénovou cestou. Vstupnadiidovou molekulou je acetylkoenzym A,
ktory je medziproduktom aerobného odburavania satdaaf-oxidacie mastnych kyselin.
Po vzniku kyseliny meval6novej pokige biosyntéza karotenoidov cez formaciu izopenetyl
pyrofosfatu IPP, klasickou izoprénovou biosyntézéuitickym krokom je vznik prvého C40
acyklického karotenoidu — fytoénu, ktory vznika Benzaciou dvoch C20 medziproduktov —
geranylgeranylpyrofosfatu GGPP vtioen kroku, zaiatku vlastnej biosyntézy karotenoidov.
Sérioud’alSich cyklizacii a desaturacii vznika prvy cykiidkarotén — lykopén a z neld@lSie
farebné karoteny a xantofyly (Goodwin 1993, Armsg@nd Hearst 1996).

Acetyl-CoA

l

c&oacetyl-CoA

!

3-Hydroxymethyl-3-glutaryl-CoA MHG-CoA
Mevalonova kyselina MVA

Mevalonat fosfat MVP

l

Mevalonat pyrofosfat MVPP

Izopentenyl pyrofosfat IPP

l

Dithglallyl pyrofosfat DMAPP

l
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Geranyldifosfat GPP

Farnezyldifosfat FPP

/\ Geranylgeraniddiat GGPP

Skvalen l
l i
|
Skvalin epoxid Nerrosporen

Lanosterol Lykopén

: o
Felcosterol b-karotén torulén
Episterol torularhodin
Ergosterol

Schéma 1:Biosyntéza karotenoidov z acetylCoA (ekaroténu, torulénu a torularhodinu
u rodu Rhodotorula a kompetitivna drdha syntépgpsterolu odvodena z izoprenovgjsti
biosyntézy (Goodwin 1993, Frengova and Beshkov&R00

4.4 Biosyntéza sterolov

Biosyntetickd draha produkcie sterolovych latokjgdnou z paralelnych vetvi izoprénovej
drahy aod aktivneho izoprénu (pripadne od GGPRbigha subeZne s biosyntézou
karotenoidov. Sterolova produkcia je vyrazne ovpbmwa vonkajSimi podmienkami. Vysoka
koncentracia utilizovatemych sacharidov podporuje produkciu ergosteroldiaizap média
bohaté na dusikaté zdroje zniZzuju biosyntézu sierdlla produkciu sterolovych latok boli
testované inecukerné uhlikaté zdroje, pridavoktaacedo média so sachar6zou alebo
expozicia kvasiniek vyparom ethanolu. NajddleZitej$aktorom pre biosyntézu sterolov je
v3ak kyslik. Steroly, ako aj nenasytené mastné likyse nemdzu by syntetizované
v nepritomnosti kyslika za anaerdbnych podmienakdikcia sterolov je linearne iamerna
dostupnosti kyslika (Bard et al. 1993).

Biosyntéza ergosterolu je podobna produkcii kamittov, prebieha po kompetitivnej vetve
oddelujucej sa zo spalnejizoprenoidnej drahy. Medziprodukt, ktory hrédaumda uUlohu

v syntéze ergosterolu je skvalén, ktory je odvodefgrnesylpyrofosfatu.

Ergosterol je sterol, ktory sa beZzne nachadza attula je to délezitd zlozka ich b@ngch
membran. Okrem toho sa pofhena mnohych vyznamnych biologickych funkciach gko
reguldcia membranovej fluidity, aktivita a distrdi@ integralnych proteinov, kontrola
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bune&ného cyklu. Je biologicky prekurzor ergokalcifer@iebo vitaminu D2, ktory vznika
pésobeni ultrafialového svetla na ergosterol (Batdal. 1993, Rajakumar et al. 2007,
Margalith 1989).

4.5 Biosyntéza lipidov

Karotenogénne kvasinky, najma z rodhodotorula patria medzi tzv. tukotvorné kvasinky.
Syntéza mastnych kyselin a lipidov z acetyl-CoAabdbkladne Studovana v tukotvornych
kvasinkach, ktoré maju schopiosdas’ na sacharidoch a akumulevayznamné mnozstvo
intracelularnych lipidov (Perrier et al. 1995).

Acetyl-CoA je opd@ kI'd¢ovou vstupnou molekulou biosyntézy. Bolo zisterg ygerpanim
dusikatého zdroja sa zniZuje aktivita enzymov sagish so zastavenim akumulécie lipidov,
hoci glukdza je eSte pritomna v kulttweom meédiu. Tvorba lipidov u tukotvornych kvasiniek
je zap@ata bunénym oderpavanim dusika. Gluk6za je asimilovana rovnako @k
inhibovana aktivita izocitratdehydrogenazy (ICDH)ramci mitochondrii. Toto vedie
k akumul@cii citratu, ktory je transportovany ddagolu a Stiepeny na acetyl-CoA ATP-citrat
lyazou (Klein 1955, Perrier et al. 1995).

Glucose

l glycolysis

malic enzyme
e

Pyruvate Malate

MITOCHONDRION

Pyruvate —_ p» Malate Malate 4—|

l k’ Oxaloacetate
Acetyl CoA Lb Citrate Citrate ATP-citrase lyase
l CoA

Citric acid cycle Acetyl CoA

Oxaloacetate

acetyl CoA
carboxylase

v
Malonyl CoA

fatty acid
synthase

v
Lipids

Schéma 2:Biosyntéza lipidov u tukotvornych kvasiniek (Daeolal. 2004)

Tukotvorné kvasinky mézu akumulavanané mnozstvo intracelularnych lipidov, @@s az
také ako je 70% hmotnosti biomasy. Mikrokvaky lipidov, ktoré akumuluju tukotvorné
kvasinky pozostavaju z triacylglycerolov s nasladpw relativnym zastdpenim mastnych
acylovych skupin: olejova (18:%)palmitova (16:0) - linolénova (18:2) - stearov&:().
Limitaciou nutrénych substratov, inych nez uhlikatych, podporujéychito kvasiniek
intracelularnu akumulaciu lipidov. Produkcia ,siegiell* mastnych kyslin u kvasiniek je
atraktivna najma tym, Ze tukotvorné kvasinky ras#l lacnych &ahko dosiahnutych
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ferment&nych vychodzich substratoch ako je napriklad sejatkelasa alebo na ropnych
produktoch (Davoli et al. 2004).

Kvasinky kmaa Rhodosporidium toruloidessu vynikajucimi producentami lipidov.
Preukazali vysoku toleranciu k lignocelulézovym ibitorom. U tejto kvasinky sa javi
limitacia sirneho zdroja ako¢iinna metdda k regulacii akumulacie intracelularniipidov.
Vzhradom ku kultivénym podmienkam dochadzalo k réznym zmenam zloZevaatnych
kyselin u spominanej kvasinky (Siguo Wu et al. 2011

4.6 Analyza karotenoidov a lipidickych latok

Vysoko&inna kvapalinova chromatografia je povazovana eéepovanu metddu k separacii,
identifikacii a kvantifikacii karotenoidov a ostgth lipidickych latok z nezmydelnitaej
lipidickej frakcie. Casto je vyuzivana normalna alebo reverzna fazakratickom alebo
gradientovom elknom systéme s pouzitim C18 a C30 chromatografickiolon. Vo
vSeobecnosti, polymerické C30 stacionarne faze ypogk lepSie separacie geometrickych
izomérov karotenoidov nez s pouzitim C18. AvSak Glacionarne faze poskytuju lepsie
separané vysledky izomérov ako j@-karotén, lutein a zeaxantin. Sander et al. (1998)
Studoval vplyv silanolovej aktivity na selektivistacionarnej faze pre separaciu karotenoidov
(a- ap-karotén, lykopén) a xantofylov (lutein a zeaxantineto karotenoidy boli separované
pouzitim polymerickych C18 stacionarnych faz. Sépar troch uvedenych nepolarnych
karotenoidov bola len ¥eni méalo ovplyvnena limitaciami stacionarnej fazeohBzid,
komplexné zmesi tychto latok, ktoré&ginou Uzko suvisia Strukturdlne, sa nedaju az tak
jednoznane identifikova len poda retegného ¢asu a pevnej vinovejiiky. Pouzitie
detektora s diédovym fiom umouje kontinualny zber spektralnych datpe celej HPLC
analyzy. Predbezna analyza karotenoidov pomocouHBldetektorom diédového feo
vyZaduje sledovanie ret&méhocasu komplexnych absorbujucich latok, aby sa daibyae’

s retednymi ¢asmi Standardov nameranych s UV/VIS detektoromgBien 1995, Breemen
1997).

V poslednej dobe je UHPLC nadejnym nastrojom piayan karotenidov. Chauveau-Duriot
et al. (2010) porovnal vykonnHodHPLC (pouZzitim reverznej C18 faze) a UHPLC systému
UHPLC poskytoval lepSie kvalitativne vysledky. Paoo HPLC bolo separovanych 12
chromatografickych pikov karotenoidov a pomocou UWBRZ 23 pikov karotenoidov. Medzi
hlavné odliSnosti tychto systémov patri’lkes’ stacionarnej faze. Mal&astice okolo 2 um
redukuju vyznam protonowim sa stava kolona viaciana, sledované latky su separované
rychlejSie. Analyza karotenoidov s pouzitim UHPL&sdhuje excelentné separacie karoténov
a xantofylov. Tato technika zaravesetri ¢as separacietim zabrauje riziku degradacie,
pretoze tieto komponenty su vysoko citlivé k fyzikgn a chemickym faktorom (Breemen
1995, Breemen 1997, Rivera and Canela-Garayoa 2012)

Hmotnostna spektrometrickd analyza poskytuje mateku hmotnog a charakteristicku
fragmentaciu jednotlivych latok, ktoré potom poferdypy jednotlivych karotenoidov alebo
inych lipidickych latok pri pouziti s reténymi a spektralnymi charakteristikami.

Pre analyzu tychto lipidickych latok mézetlgouzitych niekdko LC/MS technik:

- chemicka ionizacia za atmosférického tlaku (APCI)
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APCI prebieha za atmosférického tlaku a pouzivarigyAny rozpraSovwana odparenie
mobilnej faze. Analyt je sprejovany do kruhovéhdoepi, ktory tak produkuje reaktivne
castice, ktoré ionizuju analyt spolu s ionmi plyreniknutych z mobilnej fazy.

Analyza karotenoidov pomocou APCI LC/MS ukazalanézneg¢akavané molekularne
nehomogénnosti. Molekularne iény a protonizovanéekdy boli zistené v pozitivnom mdéde
APCI. Rbzne molekularne i6ny a deprotonizované kdie boli detekované zasa
v negativnom madde APCI. Relativny vyskyt molekujém ibnov a protonizovanych alebo
neprotonizovanych molekdal sa 1iSi pgad zlozenia mobilnej fazy. Napriklad polarne
rozpu¥adla ako su alkoholy, viedli k zvySeniu nadbytkuotpnovanych karotenoidov,
a menej polarne rozptadla, ako je napriklad methyl-tercbuthyléter umbszinik nadbytku
molekularnych iénov. Medza detekcie, jednoduchpsuzitia, kompatibilita rozpdiadiel

a prietoku su pri automatickej a nesledovane] AR@alyze karotenoidov porovnéie

s elektrosprejom. Hlavnou vyhodou APCI s elektrgpre je vySSia linearita odozvy
detektora. Medzi nevyhody APCI je mnohotvarthdeuhov molekularnych iénov, ktoré mézu
vies’ k nejednoznénosti ugenia molekulovej hmotnosti a vysoka fragmentacier&k sa
snazi znizi mnozstvo molekularnych ionov (Breemen 1997, Rivenal Canela-Garayoa
2012).

- elektrosprej (ESI)
Elektrosprej je ionizéna technika a zaroiie vykonny odstraova rozpusadla. Pdoas
elektrosprejovania sa tvori jemna hmla nabitychpiieek z HPLC eluatu pri atmosférickom
tlaku striekanim roztoku cez kapilarne elektrodyysokym napétim (2000-7000 V). Nabité
kvap@&ky su elektrostaticky pfahované k otvoru do hmotnostného spektrometra.oGest
narazia na prud zohriateho plynu dusika, ktory Sygaizvysky rozpd®dla a zabrauje tak
jeho vstupu do hmotnostného detektoru.dKea kvapéky zmrstia na taku J&os', az
elektrostaticka odpudivésmedzi kazdou kvapkou presahuje kombinaciu enesgieatacie
a povrchového napatia ionov, tak su vypudené zédkgpdo plynnej faze alebo sa rozpadajd,
atak uvdnuju iony analytu. Vzhadom ktomuto kombinovanému spésobu ionizéacie
a desolvaténého procesu je elektrospej kompatibilny s HPLCetpkmi od niekdkych
ul/min az po 1 ml/min (Breemen 1995, Kaiser 2012).
V analyze karotenoidov v negativnom mode ESI LC/M& moZzu detekova polarne
xantofyly. AvSak pozitivny moéd preukazal analyzuntadylov aj karoténov. Hoci iony
produkované elektrosprejom su obvykle prevadzangztokoch kyslych alebo zéasaditych,
karotenoidové i6ny su pravdepodobne tvorené meeimm desorpcie na povrchu
kvap@&ky. S cidom zvyst tvorbu molekularnych i6nov, na lepSiu oxidaciudtanoidov sa
pouzivaju rdézne halogenované pridavky do rogpdi®l (chloroform, 2,2,3,3,4,4,4-
heptafluoro-1-butanol, 2,2,3,3,4,4,4,-heptafluotdnova kyselina, 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol alebo trifluroctova kyselina). Vysledkom jeobvykla ionizacia, ktora produkuje
mnozstvo molekularnych katibnov M+ s malymi fragn@amami a Ziadnymi molekularnymi
anionmi (Breemen 1995, Kaiser 2012).
Vyhodami elektrospreju v analyze karotenoidov patnizSie limity detekcie, bohaté
molekulové iény xantofylov a karoténov, podstatfehSia prevadzka a udrzba. Jednym
z moznych obmedzeni elektrospreju je relativne ynimkzsah linearnej odozvy, ktora sa
prejavuje v kvantifikacii karotenoidov (Breemen 59%aiser 2012).
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Hoci niektoré karotenoidy poskytuju rovnaké alel@invi podobné fragmentaé vzorce,

v zmysle ich Struktary, boli uz zistené odliSnastedzi intenzitami ich fragmentov. Tieto
odlisnosti m6zu by pouzité k rozliSeniu danych molekul. A naviac m@bskytova nal’ad

na predominantné karotenoidy gas koellucie. NavySe LC/MS je pouzivana nielen
k charakterizécii karotenoidov, ale ikich kvaikidfci. Je to mozné diaka nizkym
detekknym limitom a Sirokému linearnemu dynamickému rbzsdaodnoét vykazovanych
hmotnostnym detektorom (Kaiser et al. 2012).

5 EFEKT NUTRI CNEHO A FYZIOLOGICKEHO STRESU NA
PRODUKCIU BIOMASY A KAROTENOIDOV CERVENYCH
KVASINIEK

Karotenoidné kvasinky utilizuja rézne druhy uhli@t zdrojov, ako je glukéza, xyldza,
cellobioza, glycerol a iné. Rovnako tak mézu ppuzité rozne odpadové materialy ako lacné
subtraty na kultivaciu. Kvasinky akumuluju ¢& mnoZstva pigmentov pod stresovymi
podmienkami. Spravne zloZzenie kuliive&ého média s pridavkami stresovych faktorov jeestal
vo v&Som zaujme biotechnolégov. VyuZitie karoténmi oliehaj biomasy v krmnom
priemysle ma pozitivny efekt nielen na zvieratalkv§sSSiemu obsahu aktivnych latok, ale
i v kongnom désledku vo finalnych produktoch¢enych pre vyZzivurudi (Frengova and

Beshkova 2009, Latha et al. 2005, Gnaneshwar GOL#)2

Tak, aby sa wazok karoténovych pigmentov zvySoval a zatowmizovali naklady na
biotechnologicky proces, testuju sa rézne nastavaroptimalizacie podmienok kultivacie
zahinujacich nutréné a fyzikalne faktory. Faktory ako koncentracidikdvého a dusikoveho
zdroja, mineraly, vitaminy, pH, aeracia, teplotztl a stres maju hlavny vplyv na badng
rast a vyazky karotenoidov. PretoZe sa biosyntéza karotenai@di poda urovne a aktivity
enzymov regulujucich procesy od celkového toku k#hlaZz ku biosyntetickému systému
karotenoidov, tak moéze By efektivha tvorba karotenoidov dosiahnutda aj poroco
nadproduknych kmeiov ziskanych mutagenézou a genetickym inZinierst{idid@rova et al.
2004, Bhosale and Gadre 2001, Meyer and Preez 1994)

Agro-priemyselné vdtjSie produkty a prebytky, ktoré sica&’ou vysokej environmentéalnej
z&aze, by mohli by vyuzivané ako nizkonakladové sacharidické zdroge mikrobialnu
fermentaciu aj k ziskaniu karotenovych pigmentowyuaite’nych vo farmaceutickom,
chemickom gi potravinarskom priemysle (Martin, Chun and Thak884). V tomto smere uz
bolo otestovanych mnoZstvo substratov a mikroomyaov so zvySenym zaujmom
o nadprodukciu mikrobidlnych karotenoidov ako al&ivu k syntetickym potravindrskym
farbivam¢i antioxidantom. NajastejSie pouzivané surové materialy ako uhlikatbag@dove
zdroje pre fermentaciu su koncentrovany vinny ngobsah 820 g/l celkovych sacharidov),
vinny most (183 g/l celkovych sacharidov), glukdgeirup, repna melasa, extrakt zo sdjovej
muky, extrakt z kukutinej muky (Buzzini 2000, Frengova 2009). Pri kulova
karotenogénnych kvasiniek rodRhodotorulana uvedenych substratoch neboli pozorované
Ziadne vyznamné rozdiely v produkcii biomasy a geefich karotenoidov. Napriek tomu viak
produkcie karotenoidov na extraktu zo soOjovej mizkyinnom moste, i koncentrovanom,
vykazovali zvySené hodnoty. Vinny most podporujerdamikrobidlnu biosynteticka aktivitu
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v produkcii sledovanych metabolitov (Tinoi et a5, Buzzini and Martini 2000, Aksu and
Eren 2005, Buzzini Gobbetti and Rossi 1993, Cieglaold and Anderson 1999).

Medzi d’alSie agro-priemyselné odpady vyuzivané k ferméntprodukcii karotenoidov
patria aj ovsené viiy, pSenica, jgmen, kukurica, ryZza ainé (Marova et al 2010). V Studi
(Aksu and Eren 2007) boli testované sacharidovéendy ako melasa so sacharézou
a srvatka s laktdozou v porovnani s glukézou kvasimk Vo vSeobecnosti, s narastom
koncentracie sacharidov v médiu, sa zvySovali afaigly biomasy a karotenoidov,
s vynimkou srvatkového média s laktdzou. Pri pajdbncentracii 20 g sacharidov/l| média
bola produkcia celkovych karotenoidov u gluk6zovéhoédia 13,8 mg/g suSiny,
u melasového média az 28,4 mg/g susSiny. V médiosattom 13,2 g laktozy na liter média
bola produkcia celkovych karotenoidov 35,5 g/g syuSRovnako tak sa produkcia biomasy
nezvySovala ani pri kultivaciach na réznych typasiatky (Marova et al. 2012%i uz
deproteizovanej alebo neupravenej lyofilizovanefodRkcia karoténovych pigmentov
u kvasiniek rodu Rhodotorula vSak s pouzitim sreaého meédia vzrastla 3,5-nasobne oproti
kontrolnému gluk6zovému médiu. Pridavok zemiakovéhtraktu do média rovnako tak
viedol k zvySeniu produkcie pigmentov, z#itia vytazky biomasy ostavali nizke. Kvasinka
Sporobolomyces roseus sa vy&oaala obrovskymi zmenami v pomere biomasa:karotBnoi
v zavislosti na pridavku srvatky do média. Jej gvimk viedol az k 11-nasobnému zvySeniu b-
karoténovej produkcie oproti kontrole (Marova et24112).

Odlisnosti v produkciach karotenoidov na réznycktdeanych odpadovych materialoch
modzZzu by spbsobené nielen kompoziciou samotného sachaathu, aj pritomnao%u
aminokyselin, vitaminov, stopovych prvkov a inycbbsahu kultivénych médii (Marova et
al. 2012, Marova et al 2010).

Pridavok stresovych faktorov do kultiréého média vedie k odliSnym zmenam v raste
v zavislosti na kvasinkovom druhu, typu stresovigkboru, rastovej faze. Pridavok peroxidu
vodika mézZe u viacerych krev zvyst' produkciu biomasy. Iné stresové faktory mézu zasa
stimulova produkciu karotenoidov. Karotenoidy sa akumulujkveasinkach v neskorej
exponencialnej faze a pokrgu v stacionarnej faze, kde je ichtagok najvyssi (Marova et
al. 2012).

Karotenogenéza sa u kvasiniek reguluje pritommossvetla. AvSak intenzita a potreba
osvetlenia sa meni v zavislosti na danom mikrodmae. KvasinkaPhaffia rhodozyma
produkovala viac astaxantinu v pritomnosti svetiargenSim odtigom (Frengova, Beshkova
2009).

Teplota je teda jeden z mnohych dolezitych faktovplyvajuci na rast buniek a produkciu
metabolitov. Efekt teploty zavisi na druhovej Sfiszi daného mikroorganizmu.
U karotenogénnych kvasiniek vplyva teplota na rdados’ syntézy pigmentov. Je
vSeobecne zname, Ze nizke teploty okolo 25°C vediyntéze prevaznég-karoténu

a torulénu, zati@o vysSSie teploty okolo 35°C maju pozitivny vplyv naosyntézu

torulahodinu u kvasinkiRhodotorula glutinifFrengova a Bershkova, 2009).

Produkcie karoténovych pigmentowcervenych kvasiniek v pritomnosti oxitteho stresu

obvykle vedu k niektkondsobne zvySenym tgZkom v porovnani s optimalnymi
podmienkami kultivacie. Kme Rhodotorula glutiniskultivovany v pritomnosti peroxidu
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vodika mal produkcie katotenoidov 5-6-nasobne ey§¥rengova and Beshkova 2009,
Davoli, Mierau, Weber 2004).

Karotenogenézacervenych kvasiniek je aerObny proces. Vplyv aeramevplywiuje len
celkové mnozZstvo produkcie pigmentov, ale aj konigiaz individualnych pigmentov
z celkovych karotenoidov. Pri vysSSej aeracii saSeygy mnozstvo produkcie karotenoidov
oproti produkcii biomasy a mastnych Kkyselin u kakgi Rhodotorula glutinis Ale
kompozicia karotenoidov sa nemeni, zostava v 8&péa zastupeni torulén, nasled(je
karotén, x-karotén a nakoniec torularhodin. Naproti tomu kvikas Sporobolomyces roseus
reaguje na zvysenu aeraciu vysSSou produk@ekaroténu, po ktorom nasleduje torulén
a torularhodin (Davoli, Mierau, Weber 2004, Daaid Weber 2002).

6 MOZNOSTI MOLEKULARNYCH CHARAKTERISTIK KVASINIEK

Cervené kvasinky boli doteraz v dostupnej literaticharakterizované predovsetkym
pomocou morfologickych, fyziologickych a biochemyck vlastnosti. Tradhd metodolégia
zahfia mnoZstvo testov, proces identifikacie je zloAtgarové ¢asovo narény. Najva&sim
obmedzenim tradhych pristupov je mala znaldbsprirodzeného prostredia daného
mikroorganizmu, rovnako tak je ki nara@né izolova z prirodycistu kultaru. V sdasnosti
sa veda snazi zlegsSidentifikaciu kvasiniek na zaklade molekularnotbgckych technik s
vyuzitim ribozomélnej DNA, ktora obsahuje mnoZzstkonzervativnych Usekov gendmu
s variabilnymi sekvenciami. Sekvencie ribozomalnygénov sU uZ rutinne pouzivané
k stanoveniu odliSnosti medzi jednotlivymi kvasimygmi druhmi  asd dostupné
v medzinarodnych databazach pre kvasinky radenézim&stomycetesaBasidiomycetes
NajlepSie popisany gendm je u kvasinaccharomyces cerevisi€® karotenogénnych
kvasinkach najdeme v databazach popisanych len gé@lov. Ich celkovy karyotyp eSte nie
je charakterizovany,éo je spbsobené hlavne obtiaznym ziskavanim nedeguadj
nenastepenej chromozomalnej DNA z buniek s extrénmmiggdnou bunénou stenou
(Kurtzman 2011, Mueller, Gerald 2004).

Metddy molekularnej biolégie st pouzivané na ryddientifikaciu a taxonomické zaradenie
kvasiniek. Ich vyhodou je, Ze nie su ovplyvnené mmhkami vonkajSieho prostredia.
K taxonomickému, fylogenetickému zaradeniu sa cawpjSie pouziva technika
polymerazovej réazovej reakcie PCR, denattmaj gradientovej gélovej elektroforézy
DGGE a pulznej gélovej elektroforézy PFGE, ktoré&alnZzené na analyze gendmovej DNA.
V pripade PCR aDGGE byvaju ku charakteriza¢grvenych kvasiniek pouzivané
vysokokonzervativne Useky gendémovej DNA alebo nhitoairialnej DNA. Prikladom
takychto sekvencii su ribozomalne gény velkej D1fib®dzomalnej podjednotky alebo tzv.
ITS medzerniky, ktorych analyzou je mozné dosighrmgové a druhové rozliSenie medzi
jednotlivymi kvasinkami. Doména D1/D2 Rkej podjednotky 26S rDNA sa sklada zhruba zo
600 nukleotidov a mbZe Bysekvenovana pre prakticky vSetky zndme druhy kielsi Tato
oblag’ byva rutinne pouzivana Kk identifikacii kvasiniek fybogenetickej taxonomii.
Porovnanie sekvencii mézetbgouZzité i pre malt podjednotku 18S rDNA, avSadkveainé
rozdiely nemusia ki/tak dostatdne odlisné, aby sa dosiahlo odliSenie pribuznyclnkm
(Daniel a Mayer 2003, Mueller, Gerald 2004).

Oblasti ITS rDNA vykazuju vysSiu mieru divergenceepreto sa zdaju ByhodnejSie na
druhové odliSenie. Tieto oblasti sudaka vySSiemu pu kopii v gendme I'ahko
apmlifikovaténé avramci pribuznych druhov vykazuji pomernesokyl rozdielnod
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Velkog” ITS amplikbnov sa liSi pdd druhu. Preto mézu Bydruhy odliSené viacmenej
i podla va’kosti polymorfizmov jednotlivych amplikdnov. V porani s oblaou 18S rDNA,
prave ITS rDNA oblasvykazuje vySSi stugeodliSenia (Boekhout a Robert 2003).
Sekvencie mitochondridlnych génov a génov, ktorélukd proteiny, su tiez pouzivané
k stanoveniu fylogenetickych vahov medzi jednotlivymi druhmi kvasiniek (DanieMayer
2003).

6.1 PCR v spojeni s DGGE

PCR - DGGE je technika podvodne vyvinutd k detekmidovych mutécii v klinickej
diagnostike, v stasnosti je vyuzivana vo viacerych odvetviach milolidgie — identifikacia
jednotlivych mikroorganizmov, vyhodnotenie mikrobiého zastipenia vo fermetitgich
procesoch, monitoring rozvoja mikrobialnej poputd@ iné. Jej vyhodou je moZzmos
extrakcie DNA z realnych vzoriek, bez potreby ktdtiie. Vysledkom je tzv. fingerprint —
otlatok mikrobialnej komunity z daného prostredia (Emic2004, Cocolin, Bisson and Mills
2000, Prakitchaiwattana, Fleet and Heard 2004).

Prvym krokom metddy je izolacia DNA, z ktorej jestédne amplifikovany Specificky usek
vybrany pouzitim Specifickych primerov. Vysledkone jzmes amplikénov s druhovo
Specifickymi  rozdielmi orovnakej Vkosti, zrovnakého alebo réznych druhov
mikroorganizmov pritomnych vo vzorke. Amplikobny &nych druhov maja odlisné
sekvencie, ktoré su separované metodou deraejragradientovej gélovej elektroforézy
DGGE waka odlisnému denatumr@ému profilu (,melting* profil). Teplota topenia Tm
jednotlivych amplikonov je Specificka pre kazdu wakciu. Akonahle sa dosiahne dana
teplota daného Useku, fragmetibstaine denaturuje a vytvori sa vetvena molekula. Po
separacii je mozné v DGGE géli pozorovfeagmenty DNA neuiitého povodu. Tie mbzu
byt z gélu vyizolované,d’alej sekvenované a porovnané so sekvenciami doghipn
v databazach. Pre identifikaciu mikrobialneho spethstva z realnych vzoriek je kamgm
produktom DGGE separéacie fingerprint Specificky pa@alyzovanu vzorku, tvoreny
niekd’kymi fragmentami reprezentujacimi zloZenie jednagttih druhov v Studovanej vzorke
(Rantsiou et al. 2013, Cocolin et al. 2002).

Alternativou k sekvenovaniu jednotlivych frakcii zZgelom identifikhcie mikrobialnych
druhov v ziskanom DGGE profile je konStrukcia maléknych rebrikov (referegnych
markerov). ldentifikény marker je zostrojeny ako zmes amplikonov rDNprezentativnych
druhov analyzovanej realnej vzorky. PCR produkt Did@lovanej priamo z matrice je na gél
naneseny spotme so zmesou amplikonov refetagich druhov ako rehék alebo Standard.
Porovnanim migranych vzdialenosti amplikonov s refetaymi druhmi v identifiké&nom
rebricku je mozné identifikacia mikroorganizmov pritomhye analyzovanej vzorke (Innis
1990, Green, Leigh and Neufeld 2009).

Tato metdoda PCR-DGGE byva aplikovana na Studiunamyakickych spoldenstiev, ktoré
casto zohravaju délezitd ulohu vo fermemgch procesoch potravin. Pre sledovanie
kvasinkove] populacie bol vyvinuty pristup, ktoryepsruje amplifikované produkty
variabilnych Usekov 26S rDNA z kvasinkovej DNA vigizehu komemych (priemyselnych)
ferment&nych procesov vyroby vina. V kazdom stupni kvasngitocesu je mozné
profilova mikrobidlnu komunitu a identifikowa druhy kvasiniek patriace krodom
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Metschnikowia Candidaa Pichia na z&iatku fermentacie, &accharomyces cerevisiaio
dominantny druh v poslednych Stadiach procesu gMilbhannsen and Cocolin 2002).
Metdéda sa pouZiva aj pre analyzu kvasinkovych pgapulv prostrediach ako su: bobule
vinnej révy, rézne druhy cesta, kakaové boby, fatmené klobasy a surové neupravené
mlieko a iné (Green, Leigh and Neufeld 2009, Cacab00).

Pomocou PCR-DGGE je moZzné analyzbvanutané varianty na Specifickych usekoch
DNA, jednobodové zdmeny v nukleotidovych sekverttidtoré v bunkach vznikaju pod
stresovymi podmienkami ako su teplotné Soky, pasebgeroxidu alebo alkytaych
¢inidiel, nedostatku nuitnych zdrojov a inych. Tieto stresy vyvolavaju v kéoh aktivaciu
mechanizmov, ktoré pdsobia adapt@ na drastické vonkajSie zmeny. Stresovy signélj@u
do bunéného jadra, aktivuje genovu expresiu, ktora vedienlotypovym zmenam v podobe
syntézy mnozstva proteinov (Innis 1990, KralovaleR001).

6.2 PFGE — analyza karyotypu kvasiniek

Jednou z novSich metdéd pouzivanych na analyzu D&lApylzna gelova elektroforéza.
Metdda sa pouziva k separaciilkgch molekal DNA - celych chromozédmov kvasiniek.
Molekuly DNA su vystavené elektrickému ljpg ktorého smer sa pod citym uhlom
periodicky meni wasovych intervaloch. Molekuly su tak delené fmddkosti v dosledku
reorientacie molekuly pésobenim daného smeru @kktio pda. Cas potrebny
k reorientacii molekuly nukleovych kyselin rastigigkou ich réazca. KratSie molekuly
putuju gélom rychlejSie, nez dlhSie, a tym sa dusgavysSia &innog” delenia (Herschleb et
al. 2007, Basim and Basim 2001, Tanskanen et 8D,1Rapley and Walker 1998).

Pulzna gélova elektroforéza je hodne vyuZivana aaitierizacii kmgov kvasiniek.
Karyotypy c¢ervenych karotenogénnych kvasiniek neboli dogosmiznamne popisané.
Metoda je vhodna i na druhové odliSenie kvasinigdného rodu. Naumov et al 2001 odliSili
kvasinku Saccharomyces cerevisiagl kvasinkySaccharomyces bayanubieto dva druhy
maju vémi podobné karyotypné vlastnosti. LiSia sa jedirgimomozomom o véosti 1300
kbp uS. bayanuskde S. cerevisiambsahuje fragment o Meosti 1600 kbp. Vyuzitie PFGE
ma vé&ké uplatnenie aj v potravinarskych aplikaciach, aj@ detekcia geneticky
modifikovanych potravin, k stanoveniu fytopatogécimy mikroorganizmov, stanoveniu
vlastnosti priemyslovo pouzivanych mikroorganizmiok sledovaniu zmien na urovni DNA
v dosledku stresovych odpovedi na environmentaldsolpenie neziaducich faktorov.
Priemyslové kmeneasto podliehaju mutacidam a stracaju tak pozadowdagtnosti. Na
druhej strane je PFGE jedna z najobtiaZznejSich dnetdalyzy DNA ku karyotypovej
charakterizacii,co je sposobené hlavne zlozitym postupom izolacieADRb vzoriek
a rovnako tak potrebnou zZmog’ou pri samotnej analyze (Alaidan et al. 2009, D2a&8,
Deak 2002, Kurtzman and Robnett 2003, Naumov 20@l, Naumov et al. 2000, Versavaud
et al. 1995).

6.3 Molekularne charakteristiky a posudenie vplyvu exémnych podmienok

Molekularne charakteristiky vyuZivajuce rézne tekhinod PCR-DGGE, PFGE, analyzy
DNA pomocou tzv. ,microarray” az po 2D elektrofovéanalyzujicu protedm bunky su stale
CastejSie pouzivané aj nacanie vplyvu extrémnych environmentélnych podmiemak
kvasinky. Tieto podmienky zatwju vplyv fyziologického, chemického alebo biologto
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stresu. Porozumenie zakladnym btmgn mechanizmom je hlavhym €@n mikrobiédlnych
technolégov, ktori sa snazia vyBranikrobialne kmene s vysokou viabilitou a vitalifou
i odolnogou vai vonkajSim stresovym faktorom, aby mohli thyd’alej vyuZivané
v priemyselnych fermentaciach (Smarda et al. 20@§eld 1997).

Funikina analyza gendmu a protedmu je dobrym nastrojorpan@zumenie ulohy génovej
expresie a jej produktov, ako su bunky schopnéiprezlozitych podmienkach, aky je ich
rast, delenie a reakcie na vonkajSie zmeny (Wdlke8).

Tab. 4: Stresoveé faktory vyuzivané u kvasiniek (Walker JL998

Fyzikélny stress

Teplotny Sok

Osmoticky Sok
Dehydratacia

Vysoky hydrostaticky tlak
Radiacia

Chemicky stres

Ethanolova toxicita

Nutri¢na limitacia

Oxidativny stres

pH Sok

Stres z kovov (toxicita, limitacia)
Chemicka mutagenéza

Biologicky stres

Buneiné starnutie
Genotypové zmeny
Kompeticia z inymi mikroorganizmami

V tabu’ke su uvedené priklady environmentélnych stresétich niektoré boli blizSie
popisané v uvodnych kapitolach.

Chemicka mutagenéza

Niekol’ko chemickyckinidiel je znamych tym, Ze poSkodzuju DNA. Mutaaigkrobialnych
kmeiov mézu vies ku zlepSeniu niektorych vlastnosti prica8nom oslabeni vlastnosti
druhych. Mutécie su spdsobené dadu zmenou sekvencie bazi v DNA. Vznikaju &jne
pri chybnej replikacii, presunoch alebo opravachAD&l vyskytuju sa s frekvenciou jedna
mutacia na 1Dbunénych deleni. Jedna sa o kazdl zmenu v géne, kiazachova aj g@as
jeho expresie, a to aj v pripade, Ze prestal péswhitagénnyinitel. Frekvenciu mutéacii
zvySuje cely rad faktorov vratane virusov, chematkyinidiel, ultrafialového svetlli
ionizatného Ziarenia. SU to zmeny trvalé a prenaSané slechglcich buninych generacii
toho istého organizmu. Je mozZné pripfamutanty a hybridy, ktoré su z priemyselného
hradiska omnoho vyhodnejSie ako pévodné kmenel'&ggnového inZinierstva pouzitého
pri kvasnej vyrobe aminokyselin je znama aj vyrabdibiotik za pouZitia mutantnych
kmeiov. VSeobecne je pri mutaciach u mikroorganizmovezitd dzka jeho kontaktu s
mutagénom. NajvyhodnejSim spésobom, ako zéwiastaciu do gendému, je pouzitie takého
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mutagénu, pre ktory je charakteristickd nizka Uoatmmikroorganizmu a zarovievysoka
frekvencia mutacie (Park et al. 1998, Xiao 2006).

K najpouzivanejsim mutagénom patri ultrafialovétisve vinovej dzke 265 nm, naKiko je
najviac absorbované DNA. Spolu so zZiarenim RTG mizasnym patri ku fyzikalnym
faktorom spésobujucim mutacie DNA. Kei G¢innymi mutagénmi, ktoré sa pouzivaju pre
ziskavanie mikrobialnych mutantov pre priemyselnglyl su alkyl&né cinidla, napr.
methylmethansulfondt (MMS), ethylmethansulfondt @M ethylénoxid, diepoxybutan
a methylované nitroztieniny (Xiao 2006, Tura et al. 1990)

Pomocou chemickej mutagenézy bolo vytvorenych riileko mutantnych kmiov
karotenogénnych kvasiniek s nadprodiukmi vlastnogami. U UV mutantaRhodotorula
gracilis bola preukdzana 1,8-krat vysSSia aktivita syntéayotenoidov nez u ,wild-type“
kmeia. Mutant 32Rhodotorula glutinisziskany tiez UV mutagenézou produkoval 24-krat
viac celkovych karotenoidov a 120-krat vifiekaroténu (2,05mg/g suSiny) nez pbvodna
kultira. P&nasobné zvySenie akumuladiekaroténu bolo zistené u zZltého mutantu Phaffia
rhodozyma 2-171-1, ktory bol ziskany po EMS mutg&gen UV mutanPhaffia rhodozyma
PG104 produkoval 46-krat viac b-karotérim bolo 92% z celkovych karotenoidov, nez
pévodna rodiovska kultira (Bhatt et al. 2013, Meyer and Pre¥94).

6.3.1 Environmentalne stresové odpovede u kvasiniek
VSetky bunéné organizmy vyZaduju Specifické vnatorné podmiepkg optimalny rast a
funkcie. Nahla zmena v podmienkach externého mdstrméze rugivnatornd rovnovahu a
narusuje normalne procesy prebiehajlce v bunkéo Brenka musi oprawivnutorny systém
napriek kolisaniu vo vonkajsom prostredi. Mecharizktoré kvasinky pouzivaju k ochrane
svojho vnutorného prostredia prottitkom z vonkajSieho prostredia, sa nazyvaju suhrnne
ako environmentalna stresova odpévéESR) (Hohmann and Mager 2003, Perrone et al.
2008).
Environmentalna stresova odpdvena zasadny vyznam u vSetkych Zivych organizmov,
v rozmedzi od jednoduchych prokaryot az po mnoheinén eukaryota. Profil odpovednej
reakcie je zavazne ovplygvany druhom stresovéhdgiaku. Pri nizkych stresovychiiinkoch
sa bunky adaptuju aktivaciou réznych obrannych éiink/o vySSich davkach streséag’
buniek v populacii je usmrtenych apopt6zou, v ertrgch pripadoch nekrézou (Hohmann
and Mager 2003, Jamieson 1998, Izawa et al. 1995).

Mechanizmy adaptéacie

Bunky reaguju na riakany stres v odliSnych fazach. V primarnej fazeyskytuju buneéné
zmeny ako dbésledok stresovej expozicie. V sekumjldéize — je faza stresovej odpovede, a
je charakterizovana citenim, signalizaciou a Upnagénovej a proteinovej expresie. Nahle
bun&né zmeny su detekované Specifickymi senzormi, ktakdéivuju Specializované
signaliz&né drahy predavajuce buim& signaly do jadra. Aktivuju sa proteinové kinatig,
aktivuju mnozstvo proteinov sprostredkujuce iundeodpove’, ako je zastavenie butreého
cyklu, inhibicia translacie, zmeny v génovej a pmobvej expresii a enzymatické zmeny
(Hohmann and Mager 2003).

Kazda bunka je presne riadena tak, aby zalddappomocou univerzalneho bummeho
programu prezitie v novych environmentalnych podrkéeh. Toto sa deje v tzv. adapie;
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faze. Stres indukuje bunkovu( aktivitu, ktor4 vekliebnoveniu rastu a proliferaciu v novych
podmienkach (Hohmann and Mager 2003).

Genomika kvasinkovych odpovedi na stres

Aspektom kazdej burteej odpovede na environmentalne zmeny je reorgeidizgénovej
expresie na prispésobenie sa novym podmienkam. ¥Ymeménovej expresii su
priamoumerné v#&osti environmentalneho stresu. Niektoré expresnérg su Specifické pre
dané noveé prostredie, iné sa vyskytuju v beznygoweediach na stresové podmienky (Gasch
et al. 2000).

Analyza génovej expresie u beznych odpovedi naremvientalny stres odhalila, Ze do
expresie je zapojenych zhruba 900 kvasinkovych gém@ sa delia do dvoch skupin na
zaklade ich expresného modelu. Prva skupina sal&kigpotlgdovanych — reprimovanych
génov, ktorych transkripcia je potkna v zavislosti na podmienkach stresu. Patria ggamy
zahiujace proteinova syntézu, gény pre ribozomalnuéamtRNA polymerazu a iné. Bunka
Setri energiu zniZenou transkripciou, Zatiasa prispdsobuje podmienkam noveho prostredia.
Do druhej skupiny patria tzv. indukované geény,rkth transkripcia je naopak zvysena
v stresovych podmienkach. Tieto gény maju na dtiarégne bun&né procesy, vratane
metabolizmu sacharidov, bielkovin, ochranu ¢ivooxidainému stresu, reorganizaciu
vnuatorného prostredia, opravu DNA a iné. Funkciedpktov tychto génov zabezpgu
rezistenciu kvasinky vystavenej stresu, tym saasttblerantnejSou &alSej vine novych
stresovych environmentalnych podmienok (Gasch. &0l0, Pearce and Humphrey 2001).
Okrem beznych odpovedi na stresové prostredielmmke moézu vyskytniii mechanizmy
vyvolavané zmenami v génovej expresii na vysSickcifipkych génoch. Sem patria
napriklad odpovede na stresy vyvolané teplotnynoggpkosmotickym alebo oxidativnym
stresom, alebo poskodenie az na urovni DNA (Gasah 2000).

Regulacia génovej expresie u kvasiniek

Ked sa kvasinkova bunka dostane do nového environineht prostredia, receptory na
povrchu bunky vyslu signal, na ktory bunka reagujenou génovej expresie. Kontrola tejto
expresie zabezpaje v bunke syntézu takych produktov, ktoré préotgbuje. Tym sa stava
bunka flexibilna v adaptacii na variabilné prosteedRegulacia génovej expresie je Specificka
v zavislosti na podmienach a zahje mnoZzstvo regutmych mechanizmov, ktoré reguluju
expresiu na mnohych stiipch drahy od DNA cez RNA aZ k syntéze proteinu (Bast al.
2000, Hohmann and Mager 2003).

NajStudovanejSim regulaym krokom na stresové odpovede je regulécia trgpmk. RNA
polymerdza sa naviaze na DNA \itych miestach k zahajeniu transkripcie. Hlavnym
usekom je tzv. TATA box. Transkidpé faktory mézu by/lokalizované na réznych miestach
od transkrigného Startu, a ich naviazanim na Specifické usekp Ba reguluje transkripcia
posilnenim alebo inhibovanim tvorby komplexnychuktér, ktoré zahajuja transkripciu.
Pozname dva typy transkéipych faktorov, a to su transkipé faktory ,vSeobecného stresu®,
ktoré su aktivované vo vSetkych pripadoch enviramidaeho stresu indukciou stresovych
génov cez element znamy ako stresovy zodpovedmjesle STRE, a transkidpé faktory
Specifické potla podmienok, kontroluji génovu expresiu v Specifatk podmienkach
(teplotny Sok, osmoticky Sok, oxi¢lay stres a in€) (Gasch et al. 2000, Hohmann andeMag
2003, Gash and Werner-Washburne 2002, Estruch 2000)
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Fenotypové désledky environmentélnych stresovych povedi u kvasiniek

Zmeny v génovej expresii vedu k inym produktom enobvej syntézy. Proteomické Studie
identifikovali proteiny, ktoré boli syntetizovandebo naopak sa prestali syntetizfva
v podmienkach stresu. Aj napriek celkovému poklesoteinovej translacie v stresovych
podmienkach bunky boli stale schopné produkawsité proteiny potrebné pre ich preZitie.
Zmeny v génovej expresii pomahaju bunke uptasyntézu proteinov na rast a prezitie
v novych podmienkach. Gény indukované v environdlegth stresovych odpovediach su
zodpovedné za mnoZstvo procesov fyziologickych tigmmvych odpovedi. Napriklad ako
ochranu ve&i osmotickému Soku bunka akumuluje glycerol a ti&ha zvySuje vychytavanie

K+ avydaj Na+. ZvySenim syntézy polynenasytenyistmbranovych lipidov sa bunka
chrani va@i teplotnému Soku, konkrétne chladu (Hohmann andjévi2003, Walker 1998,

Penninckx 2000).

DNA-mikro €ipy (,microarrays")

Mnozstvo technik uz bolo pouzitych na identifikag@nov génovej expresie v bunkéach
zodpovedajucim r6znym prostrediam. DNA mikiy (,microarrays“) sa pouzivaju na
identifikaciu génov a proteinov zapojenych v ohlagtesovych reakcii. Je to nastroj na
vykonavanie tisicov hybridizacii v rovnakomase s pouzitim malého mnozZstva vzorky.
Fragmenty DNA su amplifikované pomocou PCR a hybugh sa s DNA ¢ipu pod
podmienkami schopnymi hybridizacie. DNA vzoriekgenaena fluorescemym farbivom

a laserovym skenom alebo fluoreséi®ym mikroskopom sa detekuju pozicie hybridizacie.
Vysledky su vyjadrené kvantitativne votehu ku kontrolnej skupine (Gash and Werner-
Washburne 2002, Hirasawa et al. 2007).

DNA-microarrays sa pouZiva na vyhodnotenie roznymine&nych funkcii, vratane
transkripcie kazdého génu v bunke, pritonthadokalizaciu DNA s vazbami na proteiny
naviazané v celom gendme. Charakterizacia zmieBnewgj expresii ponuka ngdd na
charakter fyziologickych odpovedi buniek ku zmenaioh okoli (Hartl et al. 2009).

2D elektroforéza

DalSou cestou v hodnoteni vplyvu stresovych faktonavbunku je aj analyza proteému.
| mala zmena v expresii proteinov sa prejavi v zmenoteinového zloZenia. Zmeny su
najlepSie pozorovaleé porovnavanim proteinového zloZenia kontrolnyctoriek so
vzorkami  stresovanymi  z proteinovych  profilov  ziskeh dvojdimenzionalnou
polyakrylamidovou elektroforézou. Téa deli proteing zéklade ich izolektrického bodu
a molekulovej hmotnosti pomocou SDS elektrofor&yojenie tychto dvoch metdd umoznilo
analyzu proteinov v mnoZstve stoviek az tisicovjednom géli. Ziska sa tak proteinova
mapa, daka ktorej sa mbze porovnavikomplexné proteinoveé zlozZzenie vzorky za réznych
podmienok. Principom metddy je rehydratacia IPGopasaplikacia vzoriek a nasledna
izolektrickd fokusacia. Potom su pasy ekvilibrovan€DS pufre, prenesené na SDS gél
nasledne delené v druhej dimenzii. Po separacifasbeni mézu by gély porovnavané
pomocou obrazovej analyzy, databazovych programieboaonline databaz. Vyhodou
metody je, Ze jeden spot zodpoveda jednému protdiednotlivé spoty potom mézu tby
z gélu extrahované, hydrolyzované trypsinom a mdi&€ identifikovana sekvencia
aminokyselin v peptidoch separovanych pomocou HMISIMS. Pomocou databaz
sekvencie peptidov, potencialnych prekryvov as Zitym databaz parcialnychgi
kompletnych proteinovych sekvencii sa da viacmenej presne identifikovazostava
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proteinov, ktorych expresia sa vyznamne meni bestoasu. Tato metdda jelrai Specificka
a ako jedna z mala prinasa vysledky femdy aktivity bunky v zmenenych podmienkaclét{S
and Ermely 2007, Kellner and Meyer 1999, Bouchadl Kncera 2003, Halienova et al. 2007)
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7 CIELE PRACE

Cielom dizert&nej prace je Studium regulacie biotechnologickepdpikcie karotenoidov

a vybranych lipidickych latok pomocouwervenych kvasiniek rodovRhodotorula
Sporobolomycesa Cystofilobasidium Ako zdroje uhlika su vyuzivané rdézne odpadové
materidly z agropriemyselnych zdrojov.

V préci su rieSené nasledujuceldie ciele:

- Kultivacné experimenty karotenogénnych kvasiniek na réznymdpadovych
materialoch

- Kultivacné experimenty kvasiniek na hydrolyzovanych odpsgdbwmaterialoch

- Selekcia naprodukiych kmeov na odpadovych materidloch vyuzitim nahodnej
mutagenézy

- Vyuztie lignoceluldbzového hydrolyzovaného materidtyprodukcii karotenoidov
a sledovanych lipidickych latok

- Sledovanie produkcie biomasy, karotenoidov, ergokte pripadne koenzymu Q
v jednotlivych produknych médiach

- Monitoring metabolickych zmien v kvasinkovych bunokapomocou metédy PCR
v spojeni s DGGE

- ldentifikacia a charakterizacia jednotlivych kvdsimych kme&ov metddami PCR-
DGGE a PFGE

- Moznosti vyuZitia kvasinkovych metabolitov a chasakzacia obohatenej kvasinkovej
biomasy
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8 EXPERIMENTALNA CAST
8.1Pouzité chemikalie

8.1.2 Chemikalie

Kvasniny autolyzéat, Himedia (India)

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach-Ner s roR}

Siran amonny p.a., LachenR)

Dihydrogenfosforgnan draselny p.a., Lachen@R)

Siran horgnaty heptahydrat p.a., ChemapOR))

Chlorid sodny p.a., Lachem@R)

Aceton p.a., Lachem&R)

Hydroxid draselny p.a., Lachem@R)

Diethyléter p.a., Lachem&R)

Ethanol pre UV-VIS, Lachem&R)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Pent:R]
Beta-merkaptoethanol, Serva (SRN)

Izopropylalkohol, Lach-Ner s r.oCR)

Lytikdza, Sigma-Aldrich (SRN)

Agaroéza (,low melting®), Serva (SRN)

N-laurylsarcosine, Sigma-Aldrich (SRN)

Proteinaza K, Sigma-Aldrich (SRN)

Ultra Clean Microbial DNA Isolation (MO BIO Labomates, Inc).
PCR voda — voda pro injek€&L 4, Biotika (SR)

Syntetické priméry (NL1, NL4, LS2, ITS1, ITS4, ITSZS3), Elisabeth PharmacotR)
KAPA2G™ Robust PCR Kit, Kapa Biosystems (USA)
Agardza Premium, Serva (SRN)

Akrylamid 99%, Sigma (SRN)

Bromfenolovd modra — sodnélsServa (SRN)

DNA ladder RTU (Ready-to-Use) 100 bp, Nippon Gesee(ERN)
Ethidium bromid, Serva (SRN)

Hydroxid sodny p.a., Lach-Ne€R)
N,N'-methylenbisakrylamid, Serva (SRN)
N,N'-tetramethylendiamin (TEMED), Serva (SRN)

Persiran amonny (APS), Serva (SRN)

Methylester kyseliny methansulfonovej (MMS), Sigmlaich (SRN)
Ethylester kyseliny methansulfénovej (EMS), Sigmidskh (SRN)
Methanol pre HPLC Gradient Grade, Sigma — AldrisRK)
Ethanol pre HPLC Gradient Grade, Sigma — AldricRN$
Methanol pre LC-MS, Sigma — Aldrich (SRN)

Beta, beta-karotéen, Sigma (SRN)

Koenzym Q, Sigma (SRN)

Ergosterol, Sigma (SRN)
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8.1.3 Enzymy

AMG - amyloglukosidaza Novo, exo-l¢4D-glukosidaza (glukoamylaza), vznik ze
submerzni fermentace pomoci Aspergillus niger. Idgumes A/S (Dansko)

Viscozyme - tekuty multienzymovy komplex obsahujidrabinazu, b-glukanazu,
hemicelulazu, celulazu a xylanazu. Produkovany Agjpes acetuleatus s aktivitou 100 FBG
(fungélnich b-glukanazovych jednotek) na gram. Noywmoes A/S (Dansko)

Novozym - Novozym 188 - enzymovy preparat obsahujigllobiazu. Novozymes A/S
(Dansko)

Celluclast — enzymovy preparat obsahujici celul&nyozymes A/S (Dansko)

8.1.4 Pouzité mikrooganizmy

Ku kultivacii boli pouzité kvasinkové kmenBhodotorula glutinis CCY 20-2-33

Rhodotorula aurantiac€YY 20-9-7

Rhodotorula mucilagliosaYY 20-7-28
Cystofilobasidium capitatur@¥10-1-1

Cystofilobasidium capitatu@YyY 10-1-2
Sporobolomyces roseus CC8-29-
Sporobolomyces shibatanG¥'Y 19-20-3
Sporobolomyces salmonicolGYY 19-4-6
Phaffia rhodozym&CY 77-1-1
Saccharomyces cerevisiae CCM 8191

Enzymy na hydrolyzu odpadov boli pripravené z hab:
Fusarium solan(CCM F-552)
Phanerochaete chrysospori@CM 8074)

8.1.5 PouZité pristroje a pomocky

Spektrofotometer VIS, Heliag Unicam (UK)

Mikroskop L Il 00A, Intraco Micro (SRN)

GKB Color Digital CCD kamera (Taiwan)

Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spalos (CR)
Trepaka IKA Yellow Line, (SRN)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)

Analytické vahy Boeco (SRN)

Filtre pre HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB)

Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)

Vodné lazé EL-20, Merci a.s.(R)

Zostava na HPLC/PDA/ESI-MS
Soustava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOR)
Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVER O
Hmotnostni spektrometr - LCQ Advantage MAX, TherRionigan
Vyhodnocovaci systém Xcalibur
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Zostava HPLC/UV-VIS od firmy ECOM spol. s r.&R)
Programator gradientu GR 5

Vysokotlakécerpadlo typ P 4020

Davkovaci ventil typ C

Termostat kolony typ LCO 101

UV-VIS detektor procesorovy, typ LCD 2084

Software Clarity — chromatography SW, Data apex6200

Chromatografické kolony:

Koléna Biospher, 4,6 x 150 mm, reverzna faza P8IQ08, 7um, Labicom CR)
Kolona Nucleosil 100-C18, 4,6 x 150 mm, C18yi@ (ECOM)

Koléna Zorbax Elipse Plus, XDB C18Bn, 4,6 x 150 mm, (Agilent)

Kolona Kinetex C18, 2,fim, 4,6 x 150 mm, Phenomenex

Drzék gredkolony - KJO - 4282, ECOM'R)

Predkolony - Gg AJO - 4287, Phenomenex

Centrifuga, model Mikro 200, Hettich ZentrifugerR([S)

Vortex, typ Heidolph, Vittum(R)

Vortex Genie 2, Mo Bio Lab. (USA)

Vodni lazei, model TW2, Julabo Labortechnik (SRN)

Kompaktni mikrocentrifuga HERMLE Z-100M, LabortechiiSRN)

Termocykler Palm Cycler™, Corbett Research (Austyal

Vortex Experion™ Vortex Station, Bio- Rad (USA)

Detection System, Bio-Rad (USA)

DGGE aparatura DCode™ Universal Mutation Detec8gatem, Bio-Rad (USA)28
Horizontalni elektroforetickd vana Owl, model B2yIBeparation Systems (USA)
NanoPhotometer™ UV/VIS, Implen (SRN)

Software Scion Image, BiotecBR)

Transluminator Ultra Viewer, Ultra Lum (USA)

Zdroj naggti pro elektroforézu MP- 300N, Major Science (USA)

Zdroj naggti pro elektroforézu SH-300, Shelton Scientific &)S

PFGE zostava (Gene Navigator, GN Controller a @ogvatelny zdroj (Pharmacia Biotech,
Svédsko)

8.1.6 Materidl
Jabkna vlaknina, Provita, Frydek-MistekKR)
Vajecné cestoviny, Ideal Slovakia (SR)

Otruby pSeniné (Evit, R; termizované, berstirenského QrachufJR)
Ryza SOS long, SOS Corporacion Alimetaria, S.A.dhth (SP)

Lignocelul6zovy hydrolyzat z borovicového drev@lLU, Umed, Mehrdad Arsadi, (Svédsko)
Repkoveé vylisky s obsahom lipidov 2,55% a 9%, Agipk Jihlava, a.s

8.2 Kultivacia karotenogénnych kmaiov

VSetky karotenogénne kvasinky boli kultivované rm@irnalnom (kontrolnom) gluk6zovom
médiu a médiach s réznym zdrojom uhlika a dusild@dzajucich z odpadovych materialov
po’'nohospodarskych, potravinarskych vyrob alebo zlgtulézovych materialov. Kvasinky
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boli kultivované v sterilnych médiach pri teplot8°Z za neustéleho trepania a osvetlenia pre
produkciu karotenoidov.

8.2.1 Zlozenie kultivaénych médii
Kultivacia prebiehala dvojstuipvou inokulaciou s naslednym produmgm médiom. Pre
kazdu sériu kultivacii sa subezne prevadzala idobmd kultivdcia na gluk6zovom
produkinom médiu, ktorého zakladné zlozZenie je uvederabike, a ako zdroj uhlika bola
pouzita gluk6za v mnozstve 30 g/l. ZloZenie inoknfah médii je uvedené v taltke 5.

Tab. 5: Inokulaché médium

Zlozka Mnozstvo (g/l vody)
Glukoza 40

(NH4)2SO 5

KH.PO, 5

MgSO, 0,34

Kvasniny extrakt 7

Tab. 6: Produk’né médium — zaklad

ZloZka MnoZstvo (g/l vody)
(NH4)2SOy 4

KH2PO, 4

MgSOy 0,34

8.2.2 Podmienky kultivacie

Kvasinkové kmene boli kultivované v optimalnych teag/ch podmienkach pri 25°C, za
neustaleho trepania 90 rpm a osvetlenia. Kultivgrebiehala svojstuiovou inokulaciou.
Kmene boli sterilne zatované do inokula 1 a kultivované 24 hodin, nasedre@kované
do inokul&ného média 2. Kultivacia prebiehala 24 hodin a pubkli pre@dkované do
produkiného média (Tab.6), kde boli kultivované 80 hodfazdé predkovanie bolo
prevedené v objemovom pomere 1 : 5.

8.2.3 Uchova kvasinkovych kmaiov
Kazdy kvasinkovy kmi bol uchovavany pre mozné pouZzitie na agarovyckgtdh pri 4°C
0 zloZeni uvedenom v tatke 5.

8.2.4 Kultivacia na r6znych odpadovych substratoch

Testované karotenogénne kvasinky boli kultivovanéptimalnych gluk6zovych médiach
atiez v médiach s alternativnym zdrojom uhlikausikia, ktory pochadzal z odpadovych
materidlov  rébznych  priemyselnych  odveti  (potravékdr  pd’nohospodarsky,

lignocelul6zovy). Odpadovy material bol pridavang grodukného média ako nahrada
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zdroja uhlikaci dusika. V niektorych pripadoch boli odpady pridde i do inokul&nych
meédii v utitom pomere v désledku lepSej adaptacie kvasingelany substrat (Tab.7).

Tab. 7: ZloZenie produtnych médii s nehydrolyzovanym substratom

Repkové wvylisky 1| Repkové vylisky 2
(2,55% obsah lipidov) | (9% obsah lipidov)
INO | Tab
INO I Tab
PROD 100 % Repka Repkové vylisky 30 g/l
Zaklad 75 % Repka Repkové vylisky 22,5 g/l + gluk6za 7J5 g
uvedeny 50 % Repka Repkoveé vylisky 15 g/l + glukéza 15 g/l
v tab. 25 % Repka Repkové vylisky 7,5 g/l + glukéza 22)5 g
0 % Repka (kontrola) Glukdza 30 g/l

KedZze odpadovy material ¥dinou obsahuje komplexné sacharidové zdroje, bgbrané
substraty hydrolyzované na jednoduché matrice pomdmmeénych enzymov, enzymov
komplexnych extracelularnych izolovanych z hub, balehydrotermickou predapravou
s pouzitim oxidu sititého a vysokej teploty.

8.2.5 Enzymaticka hydrolyza odpadovych materialov

K lepSej utilizacii odpadovych materialov kvasinkaboli tieto substraty hydrolyzovane
pomocou extracelularnych enzymovych preparatov egmil Fusarium solani (FS)
aPhanerochaete chrysosporiufRCH). Tieto plesne boli kultivované na médiaathsahom
soli a komplexného kukumého materialu, ktory vyvolava produkciu enzymowltkacia
prebiehala 72 hodin. Nasledne boli vyprodukovan&ymry oddelené od kultary
centrifugaciou, zmrazené a lyofilizované. Prothékk média s obsahom odpadovych
materialov boli podrobené hydrolyze pridavkom ddnykomplexnych enzymovych
preparatov a hydrolyzované 24 hodin. Po hydrolyderbédia vysterilované a boli stanovené
redukujuce sacharidy metodou fiadSomogyi- Nelsona, prip. jednotlivé sacharidy metd
HPLC-RI. Sacharidy boli stanovené aj v médiach idgukom komeamych enzymovych
preparatov, kde hydrolyza prebiehala za rovnakycddnpenok ako u extracelularnych
plesiovych enzymov. Takto upravené prodn& média boli pripravené ku kultivacii.
ZloZenie médii pre jednotlivé kultivacie je uvedent@bu’kach 8-10.

Tab. 8: ZloZenie produtnych médii s hydrolyzovanym odpadovym substratom(1)

Komekny Komegny Plesiovy Plesiovy
enzym AMG | enzym enzymovy enzymovy
Novozyme | preparat FS | preparat PCH

INO | Tab

INO I Tab

PROD Kontrola Glukdéza 30 g/l

Zéaklad Ryza Ryza 30 g/l

uvedeny | PSenéné otruby PSeniné otruby 30 g/l

v tab. Cestoviny Cestoviny 30 g/l

Jabtna vladknina Jabha vlaknina 30 g/l
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Tab. 9: ZloZenie produtnych médii s hydrolyzovanym odpadovym substratom(2)

Plesiovy Plesiovy
enzymovy enzymovy
prepardt FS | preparat PCH
INO | Glukéza 20| Glukbéza 20 Glukdza 20 g/l Glukdza 20 g/l
((NH4)2SO, 5 g/l, g/l + | g/l + |+ +
KH.PO, 5 g/l, glycerol 20| cestoviny 20 hydrolyzované| hydrolyzované
MgSQ, 0,34 g/, g/l g/l cestoviny 20 cestoviny 20
Kvasniny autolyzéat 7 g/l) g/l g/l
INO Il (= INO 1) (=INO 1) (=INO 1) (=INO 1) (=INOI)
PROD Kontrola Glukoza 30 Glukéza 30| Glukdza 30 g/l| Glukoza 30 gfl
Zaklad g/l g/l
uvedeny V| Glycerol Glycerol 30Q
tab g/l
Cestoviny Cestoviny
30 g/l
Hydrolyzované Cestoviny 30 Cestoviny 30
cestoviny g/l g/l

Tab. 10: ZloZenie produfnych médii s hydrol

Komegny
enzym AMG

Komergny
enzym
Novozyme

yzovanym odpadovym substratom(3)

INO | Glukéza 20 g/l Glukéza 20 g/l
((NH4)2SO, 5 g/l, + +
KH.PO, 5 g/l, hydrolyzované| hydrolyzovanéa
MgSQ, 0,34 g/, cestoviny 20 ryza 20 g/l
Kvasniny autolyzat 7 g/l) | g/l
INO Il (= INO 1) (=INO 1) (=INO 1)
PROD Kontrola Glukéza 30 g/l Glukdza 30 gf
Zaklad Hydrolyzované| Cestoviny 30 Cestoviny 30
uvedeny V| cestoviny g/l g/l
tab Hydrolyzovand Ryza 30 g/l Ryza 30 g/l
ryza

8.2.6 Kaultivacie na odpadovych materialoch s pridavkom mtagénu

Vybrané kvasinkové kmene boli podrobené ndhodnéagamnéze za pokusom vyselektovania
nadproduknych kmeiov. Kvasinky boli kultivované klasickou dvojkrokowoinokulaciou
popisanou v kap. 8.2.2. Do pro@duného média s obsahom odpadovym materialov bolo
pridané alkylané cinidlo EMS o réznych koncentraciach (5, 10 alebo dpa kultivacia
prebiehala 80 hodin. Nasledne boli bunky pkewané desiatkovym riedenim na Petriho
misky s agarovym meédiom o zloZeni rovnakom ako lpptmukiné médium a boli ndhodne
vyselektované tie kolonie, ktoré vizualne namnali nadprodukciu karotenoidov. Po
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nieka’konasobnom preéovavani boli vybrané kolonie pouZité k submerzhkejtivacii
v tekutom médiu o rovnakom zlozZeni ako u nemutasttrmeiov uvedenom v tab. 9, 10.

8.2.7 Hydrotermicka hydrolyza lignocelul6zovych materialos

Surovy borovicovy material bol pred pouzitim v kudiciach predupraveny hydrotermickou
hydrolyzou v reaktore. Borovicové drevo bolo impregané oxidom si¢itym v uzavretych
plastovych vreciach po dobu 20 minat. Nasledne hghtirolyzované v prude pary pri 210°C
po dobu 5 minat. Predupraveny material bol uchomgvari 4°C. Suspenzia pozostavala
Z pevnejcasti oddelenej filtraciou a tekutej frakcie - hylgwatu, ktora bola nasledne pouzita
ku kultivaciam. ZloZenie predupraveného materiélw jab.11, zloZenie médii pre kultivacie
v tab.12. Tekutého hydrolyzatu bolo pouzité vzdyetannozstvo v ml, kiko bolo potrebné
mnozstvo celkovych sacharidov ako uhlikatého zdr@@@g/l) poda poZadovanych
koncentracii uvedenych v taltke 11.

Tab. 11: ZloZenie predupraveného borovicoveého materialu

Obsah pevnejasti (% suchej vahy) Obsabhkutejcasti - hydrolyzate (g/l)
Glukan a7 Glukoza 40
Manan 2,2 Manoza 22
Xylan 0 Xyloza 9
Lignin 53,9 Furfural 3,7
HMF 4,2

Kyselina océov 3,9

Tab. 12: ZloZenie produfnych médii s hydrolyzatom z borovicového dreva

Tekuty hydrolyzat z borovicového materialu
INO | Tab
INO I Glukdéza 40 g/l Glukéza 20 g/l
((NH,)2SO, 5 gll, + hydrolyzat s obsahom 20 g/l
KH,PQO, 5 g/l, celkovych sacharidov
MgSQ, 0,34 g/l,
Kvasniiny autolyzat 7 g/l)
PROD 100 % HYDR Hydrolyzat s obsahom 30 g/l celkovycblrsaidov
Zaklad 75 % HYDR Hydrolyzat s obs. 22,5 g/l sacharidovukgza 7,5 g/l
uvedeny v 50 % HYDR Hydrolyzat s obs. 15 g/l sacharidov +kglza 15 g/l
tab 25 % HYDR Hydrolyzat s obs. 7,5 g/l sacharidov skgiza 22,5 g/l
0 % HYDR Glukdéza 30 g/l

Dalej boli stanovované rastové charakteristiky kvieki na jednotlivych sacharidoch
obsiahnutych v hydrolyzéate a efekt inkitnych faktorov na rast buniek.

Glukéza, xyl6za a mandza su hlavnymi sacharidansabbutymi v kyslom hydrolyzate
z borovicového materialu. Kvasinky boli kultivovana jednotlivych sacharidoch zvida na
zmesi sacharidov v tzv. umelom hydrolyzate tak, abyenie uhlikatého zdroja napodobnilo
originalny hydrolyzat (tab. 13). Boli sledované tma® charakteristiky ptas utilizacie
jednotlivych cukrov kvasinkami. Nasledne boli dogukinych médii pridavané i jednotlivé
inhibi¢né faktory, ktoré sa nachadzaju v originalnom hlycdéte (tab. 11) s cfem zistt,
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ktord latka najviac vplyva na rast buniek, spbmp@ ho, ¢i dokonca zastavuje. Kultivacie
prebiehali 53 hodin, aby sa zachytila délezita eepcialna faza rastu, s neustalym
osvetlenim a trepanim 90 rpm pri 25°C.

Tab. 13: ZloZenie produfnych médii pre rastové charakteristiky

Bez Kyselina Furfural 5-
inhibitora | octova 3,7 g/l hydroxymethyl-
3,9 g/l furfural 4,2 g/l
INO | Tab
INO I Tab
PROD Glukdéza Glukdéza 30 g/l
Zéaklad Mano6za Mané6za 30 g/l
uvedeny | Xyléza Xyl6za 30 g/l
v tab Umely hydrolyzat Glukéza 16,9 g/l + Mandéza 9,34gKyldza 3,8 g/l

8.3Stanovenie  sacharidov  u hydrolyzovanych  odpadovych materialoch
a v kultivaénych meédiach

Komplexné sacharidové zdroje obsahujlimemalo jednoduchych cukrov, ktoré mézut'by
kvasinkami priamo utilizované. Preto boli odpadaovaterialy podrobené r6znym hydrolyzam
za (telom naStepenia komplexnych vazieb a tvorby do&tétto mnozstva monosacharidov.
Ich obsah bol stanoveny dvoma metddami — spektofetricky metédou Somogyi- Nelsona
a metédou kvapalinovej chromatografie HPLC/RI, Kogi zistené konkrétne sacharidy.
V médiach z rastovych charakteristik bol sledoveostupny Ubytok konkrétnych sacharidov,
aby sa zistila utilizacia jednotlivych monosachavidobsahnutych v médiach. Toto bolo
stanovené opametodou HPLC/RI.

8.3.1 Stanovenie redukujucich sacharidov metédou Somogyelsona

Redukujuce sacharidy v prodirig/ch médiach hydrolyzovanych pomocou enzymov, gko a
v samotnych enzymovych preparatoch, boli stanovesp&ktrofotometricky metédou
Somogyi-Nelson. Tato metéda vyuZiva schopnosti kegligich sacharidov vyredukova

z alkalického prostredia rd@atych soli oxid mény, ktory s arzenomolybdenanovym
¢inidlom poskytuje farebny komplex, ktorého zafarleesa premeria spektrofotometricky.
Najprv sa pripravili jednotlivéinidla:

Roztok | pozostaval z 24 g bezvodého &3, 16 g NaHCQ, 144 g bezvodého NaO,, 12

g vinanu sodno-draselného a 800 ml destilovaney.vod

Roztok Il pozostaval zo 4 g CugO5H,0, 24 g bezvodého N8O, a 200 ml destilovanej
vody.

Roztok Il pozostaval z 25 g molybdenanu amonného rozpustend®0 ml destilovanej
vody, 21 ml koncentrovanej280, a 3 g NaHAsO,.7H,0 rozpusteného v 25 ml destilovanej
vody. Tento roztok sa musel ne¢8 hodin stépri laboratérnej teplote za nepristupu svetla.
V samotnom stanoveni sa k1 ml vzorku pridalo 0broztoku 1a 0,5 ml roztoku II.
Skdmavky sa umiestnili na vriaci vodny kiipga 10 minat. Potom sa skimavky ochladili
vodou, pridalo sa 0,5 ml roztoku Ill, dobre preraie$ aby sa vzniknuty GO rozpustil
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a doplnilo sa destilovanou vodou na celkovy objémrl. Bola zmerana absorbancia pri 720
nm.

8.3.2 Stanovenie jednotlivych monosacharidov metédou HPLRI

Analyza vzoriek prebiehala metdédou vysokiofiej kvapalinove] chromatografie

s refraktometrickou detekciou. Separacia prebéehal kolone Agilent Zorbax Eclipse C18-
NH2 (5 um, 4,6 x 150 mm) s izokratickou ellciou.Akobilna faza bola zvolena zmes
acetonitrolu a destolovanej vody v pomere 75 :p2igtok mobilnej faze bol nastaveny na 1,0
ml/min, teplota separacie 25°C a objem davkovaeeycéky bol 20 ul. Detekcia bola

prevedena pomocou refraktometrického detektoru,ntitéedivne vyhodnotenie pomocou
externej kalibracie s vyuzitim prislusSnych Standardrozpustenych v mobilnej faze

a analyzovanych za rovnakych podmienok ako vzorky.

8.4Stanovenie celkového dusiku metdédou Kjeldahla

Pri stanoveni celkového dusika sa jedna o mindwlizvzorky v koncentrovanej kyseline
sirovej za pritomnosti katalyzatora Weinengerovidasikaté latky su prevedené na siran
amonny, z neho sa za pridavku hydroxydu sodnéhéninaomoniak. Vzniknuty amoniak sa
predestiluje s vodnou parou do Standardizovanéhtmka kyseliny sirovej a jej prebytok sa
stanovi alkalimetricky.

Pripravia sa Standardizované roztoky 0,05 M kysesiitovej, 33% a 0,1 M roztok NaOH,
0,05 M roztok kyseliny tiavelovej. Do mineralizmej trubice sa nasype navazka vzorky (19)
a k nej sa prida 2 ml koncentrovanej kyseliny sgjov 0,2 g Weinengorovho katalyzatoru.
Trubica je vloZzena do mineralig@ho bloku aponechand mineralizbv@4 hodin.
Mineralizacia je ukofena az je vzorkaira.

Mineralizat je kvantitativne prevedeny do destiej banky, kde sa prida par kvapiek
fenolftaleinu. Banka je pripevnena k desiilamu zariadeniu. Do banky sa pridava 33%
NaOH aZ do ruzového zafarbenia roztoku. themy amoniak sa predestiluje vodnou parou
do predlohy s 25 ml Standardizovanej kyseliny sijof?Po 25 minatach destilacie je koniec
chladta zniZzeny tak, aby nezasahoval do roztoku.drRtSich 5 minatach je destilacia
ukontena. K destilatu su pridané tri kvapky Tashirovimalikatoru a zmes je titrovana
Standardizovanym roztokom NaOH do prvého trvalélehd zafarbenia. Obsah celkového
sudika je vypoitany poda spotreby Standardizovaného roztoku NaOH.

8.5Rastové charakteristiky

Rastové krivky u kvasiniek boli stanovované v predaxenychéasovych intervaloch vzdy
rovnhakym spdsobom. Pre kazdy planovany odber balavmakého inokula Il za&ovana
jedna produé&na Erlenmayerova banka o objeme 500 ml so 150 adydného média. 1 ml
suspenzie bol pouZzity k stanoveniu zakalu a mikvpgikému pozorovaniu na vylénie
kontaminacie, 10 ml na stanovenie hmotnosti sudifyp0 ml k stanoveniu karotenoidov a
ergosterolu metédou HPLC. Ziskané uadaje boli pot@pracované v programe
MicrosoftExcel.

SusSina bola stanovena gravimetricky i turbidimédyiclO ml kultdry z rastovej krivky, ktoré
boli urcené pre stanovenie susSiny, bolo centrifugovanyeh5p00 otékach po dobu 10
minut. Bunky boli nasledne premyté destilovanou owoch opé staiené. Vzorka bola
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rozsuspendovana v 1 ml destilovanej vody, naliatgmrdom vysuSenej a zvazenej vazenky
a vysuSena do konStantnej hmotnosti pri teplot€@0®0 ochladeni na laboratérnu teplotu
v exikatore a zvazeni na analytickych vahach, lzotazdielu hmotnosti prazdnej vazenky
a vazenky s vysusenou vzorkou stanovena hmoswsny v kazdej vzorke. 1 ml kultary bol
po vhodnom nariedeni stanoveny spektrofotometrfmky630 nm a hodnoty boli vztiahnuté
do zavislosti k hmotnostiam suSiny z gravimetriakéstanovenia. Zo zavislosti boli
zostrojené regresné kalibracie.

Stanovenie biomasy péas kultivacii a jej spracovanie

Stanovenie mnoZstva biomasy bolo prevedené turkidicky pomocou spektrofotometru pri
vinovej dzke 630 nm avhodnom nariedeni. Hodnoty absorbaboilé vztiahnuté na
mnoZzstvo suSiny v g/l pdd nasledovnych regresnych rovnic zostrojenych é@xeetalne
pre jednotlivé kmene z rastovych charakteristik:

Rhodotorula glutinis y 0,194% — 0,0234,
Rhodotorula aurantiaca y 0,204% - 0,0184,
Rhodotorula mucilaginosa (rubra) =¥0,22%,

Cystofilobasidium capitatum 0,166% + 0,1884,
Sporobolomyces roseus =\0,242X% — 0,0488,
Sporobolomyces shibatanus =9,204% - 0,0184,

kdey je namerana absorbancia spektrofotometrickygpositané mnoZzstvo susiny v g/l.

V pripade zivnych médii obsahujucich pridavok odygdmb substratu sa ako blank pouzivalo
toto médium pripravené zaraves médiami pre kultivaciu, aby sa dosialiio najmenegj
nepresnosti. VSetky vzorky boli premerané dvakratysledna hodnota je vzdy priemer z
tychto merani.

Biomasa kultivovana v proddkych médiach s obsahom odpadového substratu beta pr
centrifugaciou este prefiltrovana cez nilkokrat zloZzend gazu, aby sa bunky oddelili od
pridaného nerozpusteného odpadu. 100 ml objem géaého média bol scentrifugovany pri
5000 otékach po dobu 10 minat, premyty vodou atb&entrifugovany. Nakoniec boli
bunky rozsuspendované vo fyziologickom roztoku chosané pre dalSie pouZitie

v mrazntke.

8.6Mikroskopické pozorovanie morfologickych zmien kvagiek

Bunena kultdra po vohnom nariedeni bola prenesena dijwe skitko, prikryté krycim
sklickom a pozorované mikroskopicky pri 2¢&ni 640x. Sledovali sa morfologické zmeny
buniek v jednotlych kultivénych médiach, aby mohli By porovnané s bunkami
v optimalnych rastovych podmienkach. Obrazky z powania boli vyfotografované
a ulozené pomocou fotografického softwaru Luciagema

8.7Detekcia a identifikacia dolezitych molekul Ramanowu mikrospektrometriou
a fluorescerénou mikroskopiou

Ramanove mikrospektrometrické experimenty boli gngvané na pristroji vyrobenom na
zakédzku s inStalovanym mikroskopom. Aby sa minigwlali autofluorescemeé emisie na
pozadi spektier, zvolili sa prevadzkové vinou#kg Ramanovej excitacie laserom v blizkej
infratervenej oblasti spektra (785 nm). Sila Ramanovtsera/ého lda sa da upravi
dodanym softwarom (Win Spec) cez filter neutralhagtoty NDF1. Maximalny laserovy
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vykon na excitciu vzorky je priblizne 60 mW. Raroap I0¢ sa zameriava na vzorku
pomocou optimalizovaného objektivu. Tento objekti& vé’mi dobru transmisiu v blizkej IR
oblasti a dlht pracovnu vzdialenpgtora umo#uje pracové az do 20Qum hibky vzorky bez
nejakého vplyvu na kvalitu spektroskopického mexani

Pre fluorescetnu detekciu lipidov boli bunky zmieSané s roztokNitskej cervene v acetone
a inkubované pri 37°C po dobu 5 minut. Nasledne linahky prenesené na podlozné &kdi
a sledované pomocou fluores¢aého mikroskopu. Obrazky boli vyfotografované pomoc
inStalovaného fotoaparatu Canon.

8.8lzol4cia a analyza karotenoidov

Karotenoidy, ergosterali koenzym Q su siag’ou lipidickej frakcie kvasinkovych buniek,
preto je mozné ich izolovaniekd’kostupiovou extrakciou spojenou so zmydelnenim.
K analyze boli pouzité vzorky z prodirkych médii o obsahu 100 ml. Identifikacia bola
prevedena pomocou vysokdhinej kvapalinovej chromatografie so spektrofotams&bu
detekciou.

|zol4cia karotenoidov

Vzorky pripravené k analyze boli $&né pri 5000 otkach po dobu 10 minut. Sediment,
ktory obsahoval kvasinkové bunky, bol v trecej misttezintegrovany s 50 ml acetonu,
kvantitativne prevedeny na odparovaciu misku a gdapku 50 ml 10% alkoholického
roztoku KOH bol zmydelovany na vodnej 1&zni pri 90°C po dobu 30 minut.

Zmydelneny odparok bol trikrat extrahovany pomodathyléteru. Spojené étherové frakcie
boli odparené na vakuovej odparke.

Analyza karotenoidov metodou HPLC/PDA

VysuSeny extrakt bol rozpusteny v ethanole pre HPhEfiltrovany cez jednorazovy filter
a prevedeny do mikrocentrifugyaej skimavky. Pred samotnou analyzou boli vzorkie eS
kratko st@ené pri 5000 ot/min.

K chromatografickej analyze karotenoidov bola ptuzostava HPLC od firmy ECOM spol.
sr.o. aod firmy Termofisher Scientific, USA. Krapovaniu analytickych dat
a chromatogramov bol pouzity chromatograficky safevClarity a Xcalibur.

Analyza karotenoidov a vybranych lipidickych latoletédou HPLC prebiehala za
izokratickych podmienok pri prietoku mobilnej fazy0 ml/min a teplote 45°C na nerezovej
koléne s predradenou predkolénou, s fotometrickoetektiou pri vinovej ikke
odpovedajucej maximu absorbancie prislusnej anadyrg latky (450 nm pre karotenoidy
a 285 nm pre ergosterol akoenzym Q). Vzorka bdda kolénu davkovana ventilom
s davkovacou snékou o objeme 2@l. Ako mobilna faza bol pouzity methanol pre HPLC.
Analyza bola prevedena na z&klade chromatografickeglyzy StandardoB-karoténu,
ergosterolu a ubichinonu pri danych vinovydiikaich.Dalej sa stanovoval obsah celkovych
karotenoidov, kam patri okreffy -karoténu i torulen a torularhodin. Pre odhad pkaie
celkovych pigmentov bola pouzita kalibrea krivka pre b-karotén viadom k nedostupnosti
vSetkych Standartov, ale podobnosti danych Struktéaroténov. Ku kvantitativnemu
vyhodnoteniu bola pouzita zavistoplochy pikov jednotlivych Standartov na koncentrac
(Marova et al. 2010).
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8.9Charakterizacia kvasiniek molekularnymi technikami

8.9.1 Izolacia kvasinkovej DNA

Izolacia kvasinkovej DNA bola uskutoena pomocou Specialneho izwiého kitu pre
eukaryotické  mikroorganizmy. Koncentracia vyizologpg DNA bola sledovana
spektrofotometricky.

Izolacia DNA pomocou izol&ného kitu UltraClean Microbial DNA Isolation Kit

1,8 ml objem mikrobialnej kultary rozsuspendovang fyziologickom roztoku bol
napipetovany ddistej mikroskimavky a scentrifugovany pri 11300 rpt&kach po dobu 30
sekdnd. Supernatant bol zliaty a k usadenym bunkélo pridanych 30Qul ,MicroBead"
roztoku obsahujuceho soli a pufor. Bunky boli zesdvané a roztok bol presunuty dalSej
mikroskimavky obsahujicej drobny piesok. K roztdialo pridanych 5Qul MD1m ktory
obsahuje SDS a in#nidla k lyze bunky. Mikroskimavky boli zahrievamé vodnej lazni pri
65 °C po dobu 10 minut.

Nasledne boli mikroskimavky presunuté na horizomgtalvortex a vortexované pri
maximalnej rychlosti po dobu 10 minut. Potom bolikraskimavky scentrifugované pri
11300 rpm ot&ach po dobu 30 sekund. Supernatant obsahujuci BNAresunuty do novej
mikroskimavky a bolo k nemu pridanych 1@0MD2, ktory zraZza organické i anorganické
necistoty. Roztok bol vortexovany asi 5 sekind a irdedny pri 4°c po dobu 5 minat. Potom
bol op& centrifugovany pri 11300 rpm @téach 30 sekund.

Supernatant bol presunuty do novej mikroskimavkypla k nemu pridanych 900l MD3
obsahujuci vysoko koncentrovany roztok soli potseba naviazanie DNA na filter.

Roztok bol presunuty do Specialnej mikroskimavkiyitrom a opd& centrifugovany pri
rovnakych podmienkach ako predchadzajuce centiifegdento postup bol opakovany, kym
nebol prefiltrovany cely objem pévodného roztokuvaldalina, ktora presla filtrom
neobsahuje DNA, a tak mohlatbgdstranena.

Filter bol d’alej preisteny 300ul MD4 obsahujucim ethanol, ktory je schopny rozpust
pripadné kontaminanty DNA. Roztok bol centrifugoyaa filter presunuty do novej
mikroskimavky. Ku zrazenine DNA na filtri bolo padych 50ul MD5, ktory obsahuje
elweny pufor uvdnujuci zrazeninu DNA z filtra. Po kotieej centrifugacii bol prazdny filter
odtraneny a roztok obsahujuci DNA uskladneny v mik&e pri -20°C.

Koncentracia distota vzoriek bola merand spektrofotometricky pomo pristroja
NanoPhotometer.

Izolacia intaktnej gendémovej kvasinkovej DNA

Izolacia gendmovej DNA bola prevadzanéezstvych buniek kultivovanych na gluk6zovom
¢i odpadnom meédiu. Pomocou stanoveni&tpduniek metdodou Birkeovej komorky bola
stanovena koncentracia buniek v médiu. Z kulturjo bwasledne odobraté také mnoZzstvo,
ktoré odpovedalo koncentracii 0,5 1®uniek. Bunky boli scentrifugované pri 500 rpm po
dobu 10 min a trikrat premyté roztokom 50 mM EDTAtd 7,5. Nasledne bol k bunkam
pridany roztok enzymu lytikdzy (0,638 mg lytikdzg BOpl) a boli inkubované 10 minat pri
40°C. Po inkubacii boli bunky zmieSané s roztokot Bw melting agardzy rozpustenej
v roztoku 125 mM EDTA a inkubované 30 minut pri @8<Suspenzia buniek bola presunuta
do formiiek na agar6zoveé bty a inkubované pri 4°C asi 30 minat, do stuhnaigardzy.
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Po inkubacii boli bloky vynaté z forméiek a inkubované 16 hodin v LET pufru (18,61 ¢
EDTA, 7,5 ml 7,5%pB-meraptoethanolu a 0,122 g TRIS v 10 nedlestilovanej vody o pH
7,5). LET pufor bol zliaty a blkky boli inkubované v 4,5 ml NDS pufru (18,61 g EDTA
0,122 g TRIS v 10 ml redestilovanej vody o pH 7,5 s 0,5 ml roztokom tpimazy

o koncentracii 2 mg/ml. Inkubécia prebiehala 24ihqati 50°C, po ktorej bol roztok zliaty
a blatky premyvané uz len v samotnom NDS pufru a znokubované 24 hodin pri 50°C.
Nakoniec su bleky niekd’kokrat premyté v50 mM EDTA pufru avtomto roztokd
uschované pri 4°C pr€alSie pouzitie.

8.9.2 PCR

Kvasinkova DNA vyizolovana pomocou koniee dodavaného kitu bola pouzita ako templat
pre polymerdzovu razovu reakciu. Reakcia prebiehala v dvoch amplifigah krokoch —
tzv. nested PCR.

Reakéna zmes pre nested PCR

Zlozky reaknej zmesi pre PCR boli pred pouzitim kratko zvanieané a scentrifugované.
PCR komponenty boli zmieSavané v danom poradirilrgten boxe. Zmes bola pripravena
v prislusnom objeme pdéd patu vzoriek navySenych o jednu kvoli kompenzaciasiori
pipetovani a nasledne rozpipetovand do PCR mikroakiek. Nakoniec bola pridana
templatova DNA. Jedna PCR zmes obsahovala stefi@®R vodu, 10x PCR pufor, 25 mM
MgCl;, 10 mM dNTP mix, 10QuM priamy primer, 100uM reverzny primer, Tag-DNA
polymerazu 5 Ufil a templat DNA do celkového objemu gbpre prvy krok PCR a 50l pre
druhy krok PCR.

Pre amplifikaciu D1/D2 oblasti 26S rDNA, tak ipldS dRNA oblag, boli pouzité
univerzalne eukaryotické primery dodané firmou &bisth Pharmacon. Sekvencie primerov
su uvedené v tab. 14, 15

Pre overenigistoty vSetkych komponent bola do reakcie zarad@#negativna kontrola.
Mala rovnaké zloZenie PCR zmesi, avSak namiest@légovej DNA obsahovala sterilna
PCR vodu.

Tab. 14: Sekvencia primerov pre reakciu PCR (1)

Nested PCR pre oba®1/D2 26S r DNA

primer sekvencia
1. amplifikainy | NL1 5-GCCATATCAATAAG-3
krok NL4 5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’
2. amplifikatny | NL1-GC | 5-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGL
krok CATATCAATAAG-3’
LS2 5-ATTCCCAAACAACTCGACTC-3’

Tab. 15: Sekvencia primerov pre reakciu PCR (2)

Nested PCR pre obla$TS1, 5,8-ITS2 rDNA

primer sekvencia

1. amplifikany | ITS1 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
krok ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3

2. amplifikatny | ITS1- 5'CGCCCGCCGCGLCGCGGCGGGLCGGGGLGGEEE
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krok ITS1 GC TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3

rDNA ITS2 5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3

2. amplifikatny | ITS3 5'-GCATCGATGAAGAACGCAGC -3

krok 5,8-ITS2 | ITS4- 5'CGCCCGCCGCGCGLCGGLGGGLCGGGGLGEEE
rDNA GC TCCTCCGCTTATTGATATGC-3

Pripravena reaia zmes pre PCR bola vloZzena do termocykléru asposteny nastaveny
PCR profil. Pre ITS oblasti rDNA boli teploty antiegu optimalizované na 60°C. Pre vSetky
pouzité kvasinkové kmene boli amplifikované oblastl/D2 iITS oblasti rDNA, avSak
u mutantnych kmigov prebiehala amplifikacia len v oblasti D1/D2 2G8NA.

Jednotlivé reakné cykly su uvedené v tab.16.

Tab. 16: Reakné cykly reakcie PCR

Teplota jednotlivych cyklov (°C)

D1/D2 26S rDNA oblas | ITS1, 5,8-ITS2 r DNA oblas

1. amplif.| 2. amplif.| 1. amplif.| 2. amplif.| 2. amplif.| Trvanie

krok krok krok krok krok cyklu (sek)
primery NL1/NL4 NL1-GC/ | ITS1/ITS4 | ITS1-GC/ | ITS3/

LS2 ITS2 ITS4-GC

Pctiatocna | 94 95 94 95 95 300
denaturéacia
Denaturacig 94 95 94 95 95 60
Anelacia 52 55 60 60 60 120
Elongacia | 72 72 72 72 72 120
Zavergna |72 72 72 72 72 420
elongéacia
Paet 36 30 36 30 30
cyklov

Elektroforetick& kontrola PCR produktov

Uspe3not oboch krokov amplifikacie bola overend pomocouizuntélnej elektroforézy
v agarézovom géle. PCR produkty boli ofarbené digna farbtkou (pozostavajucou
z 0,025g brémfenolovej modrej a 4g sacharézy nanlLéedestilovanej vody) a nanesené na
gél. Ako veé’kostny Standart bol pouzity DNA ladder RTU 100 bpbjeme Sul.

Pre pripravu 1,8% agar6zového gélu bolo prislusnézstvo agar6zy rozpustené v 1x Tris-
acetatovom (TAE) pufre (50x koncentrovany 2 moWET pufr: 242 g Tris; 57,1 mlladovej
kyseliny octovej; 100 ml 0,5 mol/l EDTA, pH 8 nal Xedestilovanej vody). Agaréza bola
rozpustena zahriatim v mikrovinnej trube. Po ochtdadbolo do roztoku pridanych 1,4
ethidium bromidu zo zasobného roztoku o konceritrd®i mg/ml, takZze jeho kokimra
koncentracia v géli bola 1g/ml. Po jemnom premieSani bol gél naliaty do etdktretickej
vane, vloZil sa hreliepre vytvorenie jamiek a gél bol ponechany stuhpi laboratérnej
teplote asi po dobu 30 minut. Po stuhnuti boli doiknutych jamiek nanesené vzorky.
Elektroforetickd véaa so vzorkami bola zaliata 1x TAE pufrom po vy@ral rysku.
Aparatura sa prikryla prislusnym vikom a k elek&nddbol pripojeny zdroj jednosmerného
prudu. Spustila sa elektroforéza pri podmienka€hv890 mA po dobu 3 hodin.
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Po skoweni elektroforézy bol gél preneseny do vizudlieg komory systému Ultralum. Po
osvetleni UV svetlom sa zviditelnili bandy sledoyelm PCR produktov odpovedajlce svojej
vel’kosti. Obrazok bol vyfotografovany a spracovanyvsafom Scion Image.

8.9.3 Denatura¢na gradientova gélova elektroforéza

Po elektroforetickej kontrole PCR produktov, boletdé d’alej analyzované metdédou
denaturanej gradientovej gélovej elektroforézy.

Priprava polyakrylamidového gélu s gradientom denairantov

Pre denatukmu gradientovu elektroforézu bol pouzivany 8% gékoscentranym
gradientom denaturantov — formamidom amwnou. Najskér bol pripraveny roztok 40%
AA/BIS v pomere 19 : 1 (38 g akrylamidu a 2 g biksydamidu na 100 ml redestilovanej
vody, prefiltrované cez filtkay papier). Pokh tab. 17 boli potom pripravené 0%, 30%, 45%
a 60% zasobné roztoky denaturantov.

Tab. 17: ZloZenie zasobnych roztokov pre 8% polyakrylamidgly

Zlozka denaturgného| 0% 30% 45% 60%

roztoku denaturantov | denaturantov | denaturantov | denaturantoy
40% AA/BIS 20,0 20,0 20,0 20,0

50x TAE pufor 2,0 2,0 2,0 2,0
Formamid - 12,0 18,0 24,0
Mocovina - 12,6 18,9 25,0
Redestilovana voda 78,0 do 100,0 do 100,0 Do 100,0
Celkovy objem 100,0 100,0 100,0 100,0

Do pripravenych kadiek bolo napipetovanych 15 ml 30% denatuesho roztoku, 15 ml
jedného z koncentrovanejSich denatogeh roztokov a 5 ml 0% denatdreeho roztoku. Do
kazdého zroztokov bolo pred pouzitim pridanych @ TEMEDu (N,N'-
tetramethyléndiaminu) a 40 APS (0,1 g persiranu amonneho v 1 ml redestileyaody).
Polyakrylamidovy gél bez denaturantov sa pouzivgdokatocnému utesneniu okrajov
aparatury. Kazdy denaturay roztok bol jemne premieSany a nasaty do ifmekstriekaky,

v ktorej boli nasledne vytesnené bubliny a upraveloigm na 12 ml. Injeiné striekaky boli
upevnené po stranach aparatury na pripravu gradéehadikami pripojené k ihle, ktora bola
zavedena medzi sklené dosky v nalievacom stojasralm ot&anim kolesa aparatury bol
vytvoreny linearny gradient denaturantov v géli. Rapusteni tychto dvoch roztokov bol
nakoniec eSte pridany opf% roztok denaturantov a vioZzeny hrlpee vytvorenie jamiek.
Aparatura s gélom bola prekryta alobalom zabpacom vysychaniu a nechany cez noc
v chladntke polymerizové. Pred samotnym prevedenim elektroforézy bol vyiig hrebé

a jamky boli preplachnuté 1x TAE pufrom.

Priprava vzoriek a prevedenie DGGE

PCR produkty z druhého amplifis@&ho kroku nested PCR boli ofarbené signalnou dtaoii
(pozostavajucou z 0,5 ml 2% bromfenolovej modréjral glycerolu na 10 ml redestilovanej
vody) v pomere 1 :1 a nanesené na gel.

Elektroforetick4 vaa bola naplnena 7 litrami 1x TAE pufru a prikryt&chnym krytom,
pomocou ktorého bolo zapnuté ohrievanie pufru ndC6@ nepretrzité premieSavanie.
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Sklenené dosky s naliatym gélom boli presunuté 8&B kazetu. Do vytvorenych jamiek po

hrebeni boli nanesené vzorky o objeme 40 Zahrievanie pufru bolo prerusené a DGGE
kazeta s gélom bola vloZzena do vane. Opatovne rapouté zahrievanie a premieSavanie
pufru. Po dosiahnuti teploty 60°C bola aparatarpopena ku zdroju napétia. Elektroforéza
prebiehala pri podmienkach: 120 V, 90 mA po dolhogin.

8.9.4 Pulzna gélova elektroforéza

Pre pulznua elektroforézu bol pripraveny 1,1% agav§zgél v TBE pufru (50 g Tris, 27,5 ¢
HsBOs, 3,72 g alebo 20 nfl,5 MEDTA o pH 8, na 10 miedestilovanej vody). Po stuhnuti
boli do gélu zavedené hilky s chromozomalnou DNA jednotlivych kvasinkovyciméiov.
Elektroforeticka vaa bola naplnena pripravenych TBE pufrom a vychladem 10°C.
Nasledne bol do aparatiry umiestneny gél so vzarkamexagonalna elektroda. Po nastaveni
podmienok separacie (napatie a pulzégs) bola elektroforéza spustena. Ako Standart
vel'kosti separovanych chromozémov sluzil Yeast chrames PFG markeBaccharomyces
cerevisiaeYPHB80 so 16 chromozémami volkestiach 225 — 1900 kb.

Farbenie a vizualizacia DGGE a PFGE gélu

Vizualizacia gélu bola prevedené pomocou dvoch alrularbenia: EtBr a striebrom. Bolo
prevedené porovnanie, ktord z metdod farbenia je wyeializaciu kvasinkovej DNA
vyhodnejSia.

Farbenie EtBr

Po ukorieni elektroforetickej separacie bol géehayy z kazety a farbeny v roztoku ethidium
bromidu (do 250 ml 1x TAE pufru bolo pridanych 50 EtBr zo zasobného roztoku
o koncentracii 10 mg/ml). Gél bol v Iazni ponechg@aydobu 20 minat za neustaleho trepania
a nasledne oplachnuty destilovanou vodou. Nakoh@cgél preneseny do vizuali@eého
systému Ultralum a ziskany obrazok bol vyfotografoy a spracovany softwarom Scion
Image.

Farbenie striebrom

Farbenie striebrom patri medzi najcitlivejSie fade metody. Nevyhodou tohto pristupu je
niekd’konasobna vymena roztokov a oplachovanie géluektoiych pripadoch az nadmerna
senzitivita farbenia.

Po skowreni elektroforézy bol gél preplachnuty studenynadi®ym roztokom (10% ethanol a
0,5% kyselina octova, cca 10 °C) a farbeny vo wlast farbiacom roztoku AgNO3 (1,5 g
AgNO3 a 1,5 ml 37% formaldehydu na liter redestioej vody) 6 az 7 minut. Gél bol
dvakrat preplachnuty destilovanou vodou a ponechlanyyvijacom roztoku (15 g NaOH a 2
ml formaldehydu na liter redestilovanej vody) pdbdoasi 5 minut. Vyvijanie obrazu bolo
ukontené pridanim fixéného roztoku. Cely proces farbenia prebiehal vtples nadobe pri
neustalom trepani na tref@. Po jeho ukafeni bol gél opatrne preneseny medzi dve félie,
naskenovany a ulozeny v Q.

57



9 VYSLEDKY A DISKUSIA
9.1Kultivacia karotenogénnych kvasiniek

9.1.1 Rastoveé charakteristiky

Karotenogénne kvasinky, ako vSetky ostatné mikraoizgny, potrebuju k ispesdnej produkcii
biomasy ¢i nadprodukcii sledovanych metabolitov ttass optimalnych kultivénych
podmienkach. Tieto podmienky boli experimentalnstadeané v predchadzajuich pracach
(Méarova et al. 2004, Méarova et al. 2010, Marovale®012).DalSie experimenty nadviazali
na uz optimalizované parametre ako su: aerobnévéaia pri teplote 25°C, kontrolna
kultivacia na gluk6zovom médiu s pridavkom solios@vodou vodou na zabezpaie
dalSich minerélov, stéle osvetlenie pre produkcitotanoidov, stale trepanie pri 90 rpm.
V predchadzajucich pracach boli stanovené i rasthvadakteristiky, kde sa zistilo, ze rastove
krivky karotenogénnych kvasiniek maju typicky dvajgiovy narast exponencialnej faze
a predzent stacionarnu fazu, kde sa produkuje najviaot&aoidov, ako sekundarnych
metabolitov. Z tohto dévodu balialSie kultivacie ukogované v 80. hodine kultivacie.

V predloZzenej praci bola prevedna rastova chariskitea na karotenogénnom kmeni
kvasinky Cystofilobasidium capitatum 10-1-Kvasinka bola kultivovana na optimalnom
gluk6zovom médiu (Obr.1)

Pre porovnanie rastu ki@ cervenych kvasiniek v optimalnom médiu av médiu
s odpadovym substratom, boli prevedené rastovéaktearstiky vybranych kvasinkovych
kmeiov z rodovRhodotorula, Cystofilobasidium a Sporobolomynasodpadovom substrate
z repky. Rastové vlastnosti (produkcie biomasy)i moérané postupom uvedenym v kap.
8.2.9, vysledky uvedené v grafoch su priemeromachexperimentov.

CC-2glukéza: zavislos t'absorbanciena éase

2,51

1,5 1

A(10x)

0 20 40 60 80 100 120
hod

Obr. 1: Rastova krivka Cystofilobasidium capitatum 10-1azyiukéze
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CC-2repka: zavislos t absorbancie na case
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Obr. 2: Rastova krivka Cystofilobasidium capitatum 10-1aZepkovom substrate

CC-1repka: zavislos t'absorbancie na ¢&ase
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Obr. 3: Rastova krivka Cystofilobasidium capitatum 10-l1alrepkovom substrate

RG - repka: zavislos t'absorbanciena €ase
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Obr. 4: Rastova krivka Rhodotorula glutinis na repkovomsstite
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SR - repka: zavislos t'absorbanciena ¢ase
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Obr. 5: Rastova krivka Sporobolomyces roseus na repkovbsiréie

Z rastovych kriviek karotenogénnych kvasiniek (ob-5) je vidi, Ze kma
Cystofilobasidium capitatum 10-1-2 rastlci na gluddom optimalnom médiu prechadza do
stacionarnej faze rastu, kde produkuje najviacasladych metabolitov, okolo 70-80. hodiny
(obr. 2). Podobne je tomu iv médiu s repkovym gdbem (obr. 3) Ostatné kvasinkové
kmene kultivované na odpadovom materiale prechadhal stacionarnej faze rastu uz
v priblizne 60. hodine (obr. 4, 5). Je mozné, Zze@$hebsah sacharidov v repkovom substrate
spbsobuje zastavenie rastu buniek kvasiniek skég, je tomu v optimalnych rastovych
podmienkach.

9.1.2 Produkéné vlastnosti karotenogénnych kvasiniek na réznychdpadovych
substratoch

Kvasinky syntetizujuce karotenoidy byvaju obvykleltkvované v syntetickych médiach
s jednoduchymi sacharidami ako zdrojmi uhlika. Vasinosti sa vyzkumnici snazia ziizi
naklady na biotechnologickd produkciu tychto metabo vyuzivanim réznych odpadovych
materidlov ako lacny zdroj uhlika, pripadne dusfeeto boli v predloZenej praci testované
odpadové materialy z potravinarskych vyrob,I'mmhospodarstva alebo i lignocelul6zové
materidly hojde vyuZzivané pri biotechnologickejqukcii biopaliv.

Ku kazdej sérii kultivanych experimentov bola vzdy zaradena kontrolnaiadta na
gluk6zovom médiu, aby sa mohli sledévameny rastu kultary a produkcie metabolitov
a teda vyuzitelnasdaného pouzitého odpadového materialu.

Produkéné vlastnosti kvasiniek péas rastovych charakteristik

Patas rastovych charakteristik kvasinkovych kime boli sledované aj prodtiké vlastnosti
vybranych metabolitov. Kvasinka vditej faze, prevazne stacionarnej, produkuje zvySené
mnozstva sekundarnych metabolitov. V tejto dobengjvysSich produtnych vlastnostiach

je vhodné danu kultivaciu ukeir. Ziskaju sa tak najvyssie tgzky metabolitov a zaroxiesa
nepredlzuje ¢as kultivacie, ¢im sa nezvySuju pripadne naklady na prevadzku
biotechnologického procesu.

V priebehu rastu boli sledované nasledujuce meitgbop-karotén, ergosterol, celkové
karotenoidy a koenzym Q. Analyza bola prevedenéuposn uvedenym v kap. 8.8. Vysledky
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uvedené v nasledujucich grafoch su priemernymi btaini z dvoch kultivénych
experimentov.
1200 - Cystofilobasidium capitatum 10-1-2
rastova krivka - glukdza _
1000 1 | @susina*10(g/)
800 - @b-karoten (ug/g sus)
Ocelkové karotenoidy
600 1 | (ug/gsus)
Dergosterol (ug/g sus)
400 1 @coenzym Q (ug/g sus)
200 -
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Obr. 6: Produk’né vlastnosti Cystofilobasidium capitatum 10-1-2gsorastovej
charakteristiky na glukoze

Cystofilobasidium capitatum 10-1-2
140 - rastova krivka- repka

120 1 | msusina*10(g/l)
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Dergosterol/10 (ug/gsus)
Bcoenzym Q (ug/g sus)
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Obr. 7: Produk’né vlastnosti Cystofilobasidium capitatum 10-1-2gsorastovej
charakteristiky na repkovom substrate
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Cystofilobasidium capitatum 10-1-1
14 - rastova krivka- repka
12 1 [msusina(gn - I M 1
Bb-karoten (ug/g sus)
10 - Ocelkové karotenoidy (ug/g sus)
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Obr. 8: Produk’né vlastnosti Cystofilobasidium capitatum 10-1-Zgsorastovej
charakteristiky na repkovom substrate
Rhodotorula glutinis
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Obr. 9: Produkné vlastnosti Rhodotorula glutinis ¢es rastovej charakteristiky na
repkovom substrate



Sporobolomyces roseus
1400 - rastova krivka - repka
1200 f
1000 1 msusina*10 (g/l)
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Obr. 10: Produk’né vlastnosti Sporobolomyces roseuggsaastovej charakteristiky na
repkovom substrate

Z vysledkov produénych charakteristik kvasinkgystofilobasidium capitatuni0-1-2 na
gluk6zovom médiu (obr. 6) a médiu s repkovych gsdisin (obr. 7) je vidie mierne
maximum produkcie karotenoidov okolo 77. hodinytimdicie a najvysSie maximum v 100.
hodine kultivacie na gluk6zom médiu, z#tia na repkovom subtrate kvasinka dosahuje
maximum produkcie pigmentov v 96. hodine. Pri sledo produkcie ostatnych
kvasinkovych km#och na repkovom odpadovom substrate (obr. 8-1@)imé rovnaky
priebeh ako «. capitatum 10-1-2, ato zvySené produkcie karotenovych pigmen

i lipidickych latok ergosterolu a koenzymu Q, okd® — 90. hodiny kultivacie. Z tohto
dévodu bokas ukoeniad’alSich prevedenych kultivacii stanoveny na 80. modi

9.1.3 Kaultivacie na neupravenych odpadovych substratoch
V predchadzajucich pracach s karotenogénnymi kkasin boli vyuzité rézne odpadové
materialy: jabtna vladknina, jakiiné Supky, srvatka, pS€né i kukricné otruby afalSie. Tieto
materialy sa javili prevazne ako vhodna lacna rddnzadroja uhlika pri produkcii obohatenej
biomasy v zavislosti na kmeni i pouzitom substrate.
Preto prvé experimenty zafwvali kultivdciu kvasiniek v médiach, kde zdroj ika —
glukdza, bol nahradeny odpadovym subtratom komeletiebociastane. Boli sledované
nasledujuce parametrg:karotén, ergosterol, celkové karotenoidy a koengynvysledky su
uvedené v taldikach 18, 19 ako priemerné hodnoty z dvoch kultivaci

Tab. 18: Produkcia biomasy vybranych karotenogénnych kvelsina repkovom substrate

Susina | kontrol |25 % |50 % |75 % |[100 % |25 % |50 % |75 % |100 %
(a/l) a repka | repka |repka |repkal |repka |repka |repka | repka

1 1 1 2 2 2 2
RG 7,9 8,0 7,4 6,8 8,1 8,5 8,2 8,7 7,6
SR 51 6,1 59 4,6 3,0 6,4 6,2 8,3 2,9
CC1 9,8 10,4 8,4 8,3 9,4 9,5 12,0 8,9 5,7
CC2 12,4 9,4 10,0 10,3 7,2 10,9 10,6 11,0 7,5
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Tab. 19: Produkcia sledovanych metabolitov karotenogénnyelsikiek na repkovom
substrate

B -karotén | kontrola | 25 % |50 % |75 % | 100 % |25 % |50 % |75 % | 100 %
(ug/g sus) repka | repka | repka | repkal | repka | repka | repka | repka

1 1 1 2 2 2 2
RG 92,7 196,1 | 45,9 6,5 9,4 3457 35,5 4,9 8,6
SR 835,0 719,7 | 1383,1 1364{3 671, 1374,1 1694,81,295 422,6
CC1 74,6 89,9 35,5 4,5 55 126,717 34,5 3,7 6,6
CC2 419,7 407,9| 101,7] 52,1 8,5 8166 1151 69,9 7 11
Celkové kontrola |25 % |50 % |75 % | 100 % |25 % |50 % |75 % | 100 %
karotenoidy repka | repka | repka | repkal | repka | repka | repka | repka
(ug/g sul) 1 1 1 2 2 2 2
RG 213,4 836,2 | 221,2| 14,3 20,6 1077,2 125,2 10,0 ,2 16
SR 1189,8 955,5| 1655, 15921 830,38 1915,3 1993@r5,6 | 548,1
CC1 171,7 166,7 | 76,3 16,2 12,3 2705 814 16,3 16(9
CC2 1303,8 885,6| 221,31 994 10,9 1528,3 210,5 12826,0
Ergosterol | kontrola |25 % |50 % |75 % | 100 % |25 % |50 % |75 % | 100 %
(ug/g sus) repka |repka |repka |repkal | repka |repka |repka | repka

1 1 1 2 2 2 2
RG 390,4 462,8 | 452,01 407,7 3123 3864 397,6 346299,6
SR 541,7 491,7| 646,7] 958,2 931,2 627/6 630,1 397g84,3
CC1 314,0 3149| 397,2| 331,66 3044 309/]8 2972 349303,2
CC2 227,5 359,0| 340,9] 310,71 301,6 354/3 293,1 384444
Koenzym Q | kontrola |25 % |50 % |75 % | 100 % |25 % |50 % |75 % | 100 %
(ug/g sus) repka | repka | repka | repkal | repka | repka | repka | repka

1 1 1 2 2 2 2
RG 47,5 102,4 | 34,8 1,6 0,4 95,2 14,4 314 3,8
SR 45,5 63,1 97,7 94,8 48,8 85,8 108/6 64,6 33)9
CC1 38,2 23,4 19,7 1,7 0,8 43,9 13,8 5,6 1,6
CC2 339,6 421,1| 86,9 31,4 4,0 378,/ 66,9 35,7 8,4

Ako jeden z vyznamnych odpadov bol testovany odpadspracovania repky — repkove
vylisky. Ceskéa republika patri k desiatim naj$én svetovym producentom repky a teda
i repkovych pokrutin. AkéKitvek biotechnologické vyuzitie repkového odpaduegst vitané,
pretoZze krmné vyuZitie je obmedzné hlavne kvéliatis antinutdnych faktorov (katalog
krmiv, electronic).

Kultivacie vybranychiervenych kvasiniek boli prevedené na odpadnom nepkosubstrate.
Boli vyuzité dva typy repky — typ 1 s deklarovanyoibsahom lipidov 2,55% atyp 2
s obsahom lipidov 9%. Kvasinky rastli najskor vkotacénych glukézovych médiach
s naslednou produkciou, kde zdroj uhlika @iaktaine alebo kompletne nahradeny repkovym
substratom. Priastaznom nahradeni uhlika repkou, bol zbytok zdroja depy gluk6zou na
celkova koncentraciu 30 g/l.

Z hradiska produkcie biomasy v danych kultivacidchmmézeme dovoti tvrdit’, Ze repkovy
substrat je vhodny ku kultivaciam docitej miery. Pridavok repky do meédia zvySuje
produkciu biomasy oproti kontrolnému médiu, nie kv8grraznym spésobom. NajvysSie
produkcie boli v médiach s koncentraciou 25 a 50epky z celkovych uhlikatych zdrojov.
VysSie koncentracie repkového substratu maju uénwignej negativny vplyv na rast buniek
(tab. 18).Co sa tyka produkcie sledovanych metabolitov, koimea@ -karoténu, celkovych
karotenoidov a lipidickych latok — ergosterolu a&kmymu Q, najvysSie produkcie boli
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dosiahnuté v podstate v médiach srovnakou koragotr repkového substratu ako
u produkcie biomasy. U kvasiniBhodotorula glutinissa so zvySujucou koncentraciou repky
produkcia sledovanych metabolitov pravidelne znétav KvasinkaSporobolomyces roseus
znésSala i vysSie koncentracie repkového substratiektorych pripadoch boli produkcie
karotenoidov i dvojnasobné v porovnani s kontrolmgédiom. Pri zvySujlcej sa koncentracii
repky boli produkcie stale vysSie nez u kontrolnéneédia, no zarove uz vykazovali
klesajuci charakter (tab. 19).

Kultivacia na repkovych substratoch prebiehalakvasinky Cystofilobasidium capitatum
kde boli pouzité dva kmene tohto druhu, ato CCY¥11D a CCY 10-1-2. Kvasinky mali
podobny priebeh produkcie metabolitov ako kvasiriRhodotorula glutinis NajvysSie
produkcie boli dosiahnuté v médiach s pridavkomaaoligj repky v koncentracii 25% oproti
kontrole, so zvySujucou koncentraciou sa produkgiavidelne znizuje. Pri porovnani
produkénych vlastnosti oboch kmev druhu Cystofilobasidium capitatunsa zda, Ze
kvasinkovy kmé& CCY 10-1-2 ma omnoho vysSSie produkcie biomasyedaVanych
metabolitov. Z vysledkov sa javi viac perspektigngjre biotechnologické vyuZitie (odkaz
tab. 18, 19).

Pouzity typ repkového substratu (rozdielny obsaiddtiv) vS8eobecne nema na kvasinkovu
produkciu vyrazny vplyv. Mierne odliSnosti su pa&m médiach s najvysSimi produkciami,
kde sa typ repky 2 svy3Sim obsahom lipidov zdé WyodnejSim substratom. M6zeme
povedd, Zze maly pridavok odpadného repkoveého substratoradulkného média ma vplyv
na zvySené produkcie karotenoidov a inych metaboliravdepodobne ako stresova odozva
na adaptaciu sa novym kulttraym podmienkam. ZvySujaca sa koncentracia repkyuma
prevazne negativny vplyv na produkci€gp modZze by spdsobené izvySujucimi sa
koncentraciami inhildnych latok a antinutrientov v danom substrate.

9.1.4 Kultivacia karotenogénnych kvasiniek na hydrolyzovaych odpadovych
substratoch

Rbézne substraty a vBajSie produkty pEnohospodarsko-potravinarskeho pévodu ako
nizkonakladové sacharidové zdroje pre biotechnokugiprodukciu Ziadanych metabolitov
nemusia vzdy madostatok jednoduchych sacharidov, atak ich pridenmentacia nie je
dostat@énd. Preto d'alSie experimenty viedli k Uprave danych odpadovysiibstratov
hydrolyzami, aby sa ziskali z komplexnych substrataStepené monojednotky sacharidov uz
lepSie vyuziténé kvasinkovymi kmgmi.

K hydrolyze odpadovych materialov boli pouzité exelularne enzymové preparaty z plesni
Fusarium solani aPhanerochaete chrysosporiumTieto enzymy boli izolované

z kultivacného média, lyofilizované a po rozpusteni vo vhedmufrovacom roztoku pouzité
k 24 hodinovej hydrolyze materidlu (kap. 8.2.5)kfleZ boli pouzité komené enzymové
preparaty s deklarovanymiciakami na rézne typy materialowj uz celulazy, amylazy,
proteazy a iné. U vSetkych enzymovych preparatdv\bprvom rade stanovené enzymove
aktivity na vSetkych pouzitych odpadovych substhto obsah bielkovin. Nasledne boli
vybraté preparaty s naj@ou aktivitou a pouZzité k hydrolyze. V samotnychpadovych
materialoch boli stanovené redukujuce sacharidg pregdrolyzou i po hydrolyze enzymami
metddou Somogyi-Nelson indikujucou jednoduché maabaridy. Konkrétne sacharidy boli
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nasledne stanovené metédou HPLC/RI (kap. 8.3.8.3)8.Takto sa ziskal pré&dd o obsahu
jednoduchych cukrov v kazdom odpadnom substratezanasti vyuZzitia kvasinkami.

K samotnej kultivacii kvasiniek boli pouzité nastetié substraty hydrolyzované enzymami:
ryza, vajéné cestoviny, jaltha vlaknina a pSetmé otruby. Tieto nehydrolyzované substraty
boli v predchadzajucich pracach vyuzivané ku kattiam a ich Uprava sa zdala’hodnym
cielom dalSich Studii. Vysledky zo stanovenia redukujucisacharidov v odpadnych
materialoch i z jednotlivych kultivacii st uvedeméabu’kach (tab. 20-21). Vysledky su
priemernymi hodnotami z dvoch kultivacii.

Tab. 20 MnoZstvo redukujicich sacharidov v jednotlivychambprych substratoch

Koncentracia redukujucich sacharidov (mg/ml) stanoena metédou Somogyi-Nelson
Ryza Cestoviny PSen. otruby Jabl. vlidkning
Pred hydrolyzou 0,03 0,83 0,26 0,57
Hydrolyza s FS 0,11 0,85 0,59 0,58
Hydrolyzas PCH | 1,12 0,97 0,87 1,41
Hydrolyza s AMG | 35,34 26,87 4,44 3,78
Hydrolyza 22,59 17,97 5,55 3,31
s Novozym 188

Tab. 21: Produk’né vlastnosti kvasiniek na hydrolyzovanych odpactownyaterialoch

Susina (g/) B-karotén (ug/g| Celkové Ergosterol
sus) karotenoidy (ug/g sus)
(ug/g sus)
Rhodotorula glutinis
kontrola 6,98 365,3 1908,1 2299,3
ryza FS 5,91 39,3 289,1 1427,0
ry?a PCH 5,94 124,3 525,7 2700,5
pSen.otruby FS 6,77 52,8 656,6 1641,2
pSen.otruby PCH 6,66 68,6 622,4 3144,1
cestoviny FS 6,99 67,3 501,7 581,3
cestoviny PCH 6,98 35,4 532,7 2215,8
jabl.vlaknina FS 5,44 17,3 585,2 1183,0
jabl.vlaknina PCH 5,86 16,3 409,0 1788,0
Rhodotorula mucilaginosa (rubra)
kontrola 5,89 173,5 753,7 2807,5
ryza FS 4,58 113,3 541,2 3280,5
ryza PCH 6,35 33,5 206,6 1249,4
pSen.otruby FS 4,42 85,4 868,3 29715
pSen.otruby PCH 4,78 249,1 1336,7 1576,5
cestoviny FS 5,02 58,8 1277,9 4158,7
cestoviny PCH 4,87 36,8 433,5 1223,7
jabl.vlaknina FS 3,56 168,4 760,2 3108,9
jabl.vlaknina PCH 4,04 346,7 1075,3 750,1
Rhodotorula aurantiaca
kontrola 5,47 230,7 992,6 2154,1
ryza FS 4,98 435,3 1892,6 2099,7
ryza PCH 6,03 93,6 936,6 2206,1
pSen.otruby FS 5,96 31,6 623,3 1349,8
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pSen.otruby PCH 5,84 55,4 627,9 1959,7
cestoviny FS 4,96 89,6 1230,7 2898,6
cestoviny PCH 5,90 37,4 696,6 2389,2
jabl.vlaknina FS 3,53 36,6 1666,1 4475,4
jabl.vlaknina PCH 3,26 53,6 982,0 4382,0
Cystofilobasidium capitatum 10-1-1
kontrola 6,85 189,6 394,1 2670,9
ryza FS 4,60 5,6 105,3 1926,0
ryza PCH 5,36 235,8 1057,8 2745,6
pSen.otruby FS 8,40 32,8 513,0 1969,9
pSen.otruby PCH 7,88 33,8 246,3 1757,5
cestoviny FS 6,18 8,2 138,7 1743,5
cestoviny PCH 6,35 42,6 162,2 1587,4
jabl.vlaknina FS 5,13 10,1 132,3 1275,8
jabl.vlaknina PCH 3,93 30,4 444,0 1293,8

Nizky obsah jednoduchych sacharidov v Skrobnatychbstsatoch po hydrolyze
extracelularnymi enzymami z plesrftusarium solani aPhanerochaete chrysosporium
pravdepodobne pdsobi negativne na rast buniekprtahukcia biomasy u Studovanych
kmeiov je oproti kontrole prevazne nizSia a na vSetkydpadnych substratoch podobna (tab.
21). Pouzité enzymy nedokazali dané substraty iefektnaStiepi, a preto bol rast buniek
spomaleny. Napriek tomu su kvasinky schopné tagtawené substraty utilizova
ProdukcigB-karoténu u kvasiniek kultivovanych na hydrolyzoyeim Skrobnatych substratoch
bola nizSia v porovnani s kontrolou. U kvasirkigodotorula glutinigoli produkcie vzdy 3-4
nasobne nizSie neZ v kontrolnom médiu. Vynimku iteoryZové médium hydrolyzované
s enzymami z plesnBhanerochaete chrysosporiymriblizne 120 ug/g susinyCo sa vak
tyka celkovej produkcie karoténovych pigmentov, véetkych médiach s odpadovym
substratom boli vyrazne nizSie nez v kontrolnom imnéhb.21).

| u kvasinkyRhodotorula mucilaginosa (rubrdjoli zvySené produkcip-karoténu v médiach
hydrolyzovanych s enzymami z plesRanerochaete chrysosporiumrodukcie dosahovali
250 wug/g suS. vmédiu s pSamymi otrubami a priblizne 350 ug/g suS. v médiu
s hydrolyzovanou jabhou vlakninou. Tato kvasinka vSak produkovala nacerych
odpadnych substratoch vysSie mnoZstva celkovyclté&aoidov v porovnani s kontrolou.
| ked’” boli produkcie -karoténu nizke, je vidie Ze kvasinka je schopna produkfwatychto
zhorSenych podmienkych iné typy pigmentov, a tovgeaodobne torulén, torularhodin,
pripadne iné derivaty (obr. 11).
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Produkcia biomasy a celkovych karotenoidov u kvasin ky
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Obr. 11: Produkcia biomasy a karotenoidov u Rhodotorula maganosa

Priebeh produkci@ -karoténu a celkovych karotenoidov u kvasifdyodotorula aurantiaca
je ve’'mi podobny ako u predchadzajucej kvasini®h. mucilaginosa V porovnani

s kontrolnym médiom je zvySend produk@ikaroténu jedine na ryzovom médiu 435 ug/g
sus, avSak produkcia celkovych pigmentov je zvySem&iacerych médiach s odpadovym
substratom, na ryZzovom substrate dvojndsobné zigiSea jabinej viaknine 1,7-nasobné.
Kvasinke vyhovovali viac odpadové substraty hydrolyané enzymami z plesiaisarium
solani (tab. 21).

Produkcie pB-karoténu v médiach s odpadovym substratom u kikgsi@ystofilobasidium
capitatum10-1-1 boli mnohokréat niZSie nez v kontrolnom nuedi niektorych pripadoch viac
nez 20x. NajvysSia produkcia, Irei blizka produkcii v kontrolnom médiu, bola s paim
hydrolyzovanej ryZze enzymami z plesRbanerochaete chrysosporiui tomto médiu bola
aj najvyssia prokdukcia celkovych pigmentov - 1@f7g suS. Dosiahnuta hodnota je asi 2,5-
nasobne vysSia nez v kontrolnom médiu.

Produkcie ergosterolu boli vysoké u vSetkych kvaginprevazne vo vSetkych meédiach
s odpadovym substratom (tab.2Bhodotorula glutinisdosahovala najvySSiu produkciu
v meédiu s pSesnymi otrubami 3,1 mg/g suS, u kvasinkghodotorula mucilaginosa
v médiach hydrolyzovanych enzymami z plesRasarium solaniato 3-4 mg/g sus,
Rhodotorula aurantiacanala zvySené produkcie na j&téj viaknine hydrolyzovanej oboma
enzymatickymi preparatmi 4,5 mg/g su$ a kvasi@iatofilobasidium capitaturh0-1-1 mala
mierne zvySenu produkciu ergosterolu skoro porafnat s kontrolou jedine v médiu
s hydrolyzovanou ryzou (2,7 mg/g sus.).

Tab. 22: Produk’né vlastnosti kvasiniek na hydrolyzovanych odpactownyaterialoch

SusSina (g/l) | p-karotén (ug/g | Celkové Ergosterol
sus) karotenoidy (ug/g sus)
(ug/g sus)
Rhodotorula glutinis
kontrola 7,60 198,6 596,3 1517,7
ryza AMG 8,93 140,9 747,1 1491,0
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ryza Novozym 5,37 46,7 2245 517,4
pSen.otruby AMG 6,86 20,2 555,9 283,5
pSen.otruby 8,20 31,2 352,7 394,9
Novozym
cestoviny AMG 8,72 205,0 655,9 970,2
cestoviny Novozym 7,39 49,1 228,9 736,2
jabl.vlaknina AMG 7,37 26,6 448,9 550,8
jabl.vlaknina 6,89 41,0 156,7 505,6
Novozym

Rhodotorula mucilaginosa (rubra)
kontrola 8,26 671,7 2275,2 1977,2
ryza AMG 8,16 325,5 1390,3 1352,5
ryza Novozym 8,15 110,3 303,4 495,5
pSen.otruby AMG 6,77 40,5 402,5 281,1
pSen.otruby 6,92 129,4 876,8 1373,7
Novozym
cestoviny AMG 7,70 319,9 1251,8 2259,9
cestoviny Novozym 7,46 516,6 1842,7 2559,0
jabl.vlaknina AMG 6,19 34,3 276,5 1155,6
jabl.vlaknina 6,83 45,8 526,3 1166,6
Novozym

Rhodotorula aurantiaca

kontrola 9,40 113,0 525,9 8267,7
ryza AMG 7,12 37,4 247,3 2024,8
ryza Novozym 8,21 78,1 298,5 2182,3
pSen.otruby AMG 6,40 99,9 449,2 2539,7
pSen.otruby 6,93 41,8 152,7 11944
Novozym
cestoviny AMG 10,37 89,2 253,6 991,9
cestoviny Novozym 6,86 123,4 414,6 1895,0
jabl.vldknina AMG 5,98 20,5 333,4 1047,2
jabl.vlaknina 6,16 35,7 1030,4 1772,6
Novozym

Cystofilobasidium capitatum 10-1-1
kontrola 10,11 165,0 1014,8 3284,0
ryza AMG 9,94 157,3 958,2 1650,1
ryza Novozym 9,94 32,3 462,1 662,5
pSen.otruby AMG 6,20 9,2 472,0 338,7
pSen.otruby 6,21 25,6 382,4 279,9
Novozym
cestoviny AMG 6,22 224,1 1582,1 1832,5
cestoviny Novozym 7,36 67,5 503,3 827,3
jabl.vlaknina AMG 5,28 54,7 773,8 444.0
jabl.vlaknina 5,92 4,1 242,4 1000,9
Novozym

V d’alSej sérii kultivicii boli vyuzité vybrané konte® enzymové preparaty AMG
a Novozym 188. Enzym AMG je vyrobcom deklarovany amyloglukozidaza a Novozym
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188 ako celobiaza. Pred samotnym pouzitim enzynuv gseparaty otestované nielen na
vyrobcom deklarovanu aktivitu, ale aj na iné enzyenaktivity.

Obsah jednoduchych sacharidov vybranych Skrobnasgdistratov po hydrolyze danymi
komeknymi enzymovymi preparatmi vykazoval vysSie hodnatgjma u ryZe a cestovin.
VSetky pouzité kvasinkové kmene boli schopné tgitbstraty utilizové Produkcia biomasy
bola vo viacerych pripadoch zrovnatéa s kontrolnym médiom, vyskytli sa aj mierne
nadrodukcie prave na cestovinovych alebo ryZovydissatoch (tab. 22).

Produkcia p-karoténu u kvasinkyRhodotorula glutinis bola v porovnani s kontrolnym
médiom 4-5-nasobne nizSia. Priblizne rovnaku preduknez na kontrole dosahovala
v meédiach s cestovinami a ryZzou hydrolyzovanymizyenovym preparatom AMG 205 ug/g
suS. V tychto médiach bola i produkcia celkovychiokenoidov asi 0 30% vysSia neZz na
gluk6zovom médiu (tab. 22).

Kvasinka Rhodotorula aurantiacamala produkciep-karoténu 5-10-nasobne niZSie nez
v kontrolnom meédiu. Vynimku tvorilo cestovinové nindwh, kde produkcia dosahovala
podobnu hodnotu ako na glukéze. Celkové karotenbimly rovnako tak u vSetkych médii
s hydrolyzovanym odpadovym materialom nizSie, 2xSSy produkcia bola v médiu
s jabknou vlakninou, priblizne 1 mg/g susiny.

S produkciami B-karoténu i celkovych karotenoidov to bolo podobag u kvasinky
Rhodotorula mucilaginosa (rubraYSetky média s odpadovym substratom vykazovatlgs
produkcie pigmentov. Jedine v meédiach cestovinovyahyzovych bola produkcia
niekd’kokrat vySSia nez v ostatnych médiach, no ani nikdgprevysila produkcie
v kontrolnom gluk6zovom meédiu.

U kvasinky Cystofilobasidium capitatunil0-1-1 sa cestovinové médium hydrolyzované
s enzymovym preparatom AMG vyziwalo vySSimi produkcig-karoténu 224 ug/g sus
a celkovych pigmentov 1,5 mg/g su$ nez v samotnontrilnom médiu. RyZové médium
malo podobny vplyv na produkcie karotenoidov akatkwiné médium. Ostatné vyuzité
odpadové materialy mali viacmenej negativny vplgymnodukcie (obr. 12).

Produkcie ergosterolu boli prevane nizSie 2-10x mekontrolnych médiach u vSetkych
Studovanych kvasinkovych kmev. VysSie alebo len mierne zvySené produkcie woywoani

s glukézovym médiom sa vyskytovali len na ryZzovatdbo cestovinovych médiach (tab. 22).

Produkcia biomasy a ergosterolu u kvasinky
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Obr. 12: Produkcia biomasy a ergosterolu u Rhodotorula giisti
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9.1.5 Kultivacia karotenogénnych kvasiniek na odpadovyclsubstratoch s pridavkom
mutagénu

Z predchadzajucich experimentov sa pouzité Skr@ébsabstraty nejavia ako najvhodnejSia
lacna nahrada pre priemyselnu biotechnologicku ylkod obohatenej kvasinkovej biomasy,
¢i produkciu samotnych pigmentov a vybranych lipigich latok. U tychto substratov dosSlo
k miernemu poklesu produkcie biomasy i sledovanmpetiabolitov. AvSak kvasinky dokazali
tieto substraty utilizouwd a v niektorych pripadoch i produkovali zrovia#& mnoZstva
karotenoidov i ergosterolu, a to najma na ryZovorestovinovom médiu. Tieto zdroje okrem
iného obsahuju i mnoZstvo dusikatych latok, ktoo@élgmruju karotenogenézucarvenych
kvasiniek.

V pripade vyuZitia tychto odpadovych materialovofrphospodarskych a potravinarskych
vyrob by mikrobialna produkcia sledovanych metabwolimohla by ekonomickejSia. Preto
boli ryZové a cestovinové substraty vyuzitédalSich experimentoch mikrobiélnej produkcie
obohatenej biomasy nielen za stresovych &o§h podmienok, ale i s pridavkom mutagénu,
k ndhodnej mutagenéze a selekcii nadproedygéh kvasinkovych kmeov. K tomuto
testovaniu boli pouzité vybrané hydrolyzované od@adnaterialy z predchadzajucich
experimentov, taktiez nehydrolyzované va@ cestoviny ako dobry dusikaty zdroj
a glycerol, vetlajSi produkt produkcie bionafty, ako potencialnyikguy zdroj.

Optimalizicia podmienok mutécie

K selekcii nadproduknych kmeiov ziskanych nahodnou mutagenézou boli testovamé dv
rozne mutagény: methylester kyseliny metansulfopofddMS) a ethylester kyseliny
metansulfonovej (EMS). Ako prvy bol testovany MMSutagén o réznych koncentraciach
v rozmedzi 5-15ul/ml média (kap. 8.2.6). Po davkovani do prathylch médii s naslednym
selektovanim na Petriho miskach bolo pozorovanémdiime mnozstvo kolononii, pri ¢aich
koncentraciach dokonca Ziadne koldnie, ktoré bynaswali pritomnog Zivych buniek
kvasiniek. Tento mutagén pravdepodobne spdsohtasiainu alebo UplInd inhibiciu rastu
buniek.

‘pridavok mutagenu
MMS

Obr. 13: Zafarbenie prod-ufného média po pridavku mutagénnu MMS a 80. hodjnove
kultivacie

Dalej bol testovany EMS mutagén. Najskdr boli padizibzne koncentracie, z ktorych

nasledne boli vybrané tri pouzivané koncentracie, & 10 pripadne 15 ug/ml. Zmutované
bunky boli selektované na Petriho miskach s dangipadovym substratom, a potom vybrané
nahodné kolonie s najintenzivnejSim zafarbenintpwykh sa poth vizualneho zhodnotenia

predpokladali nadprodgké viastnosti.
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Obr. 14: Narast mutantnych kolonii na Petriho miskach naamtfych cestovinach a
glycerole

Z kazdej koncentracie mutagénu na danom odpadnaeridla boli vybrané dve kvasinkové
kolénie, ktoré boli ozngené Al a A2. Bunky boli kultivované v kvapalnychltiuacnych
produkinych meédiach s odpadovym substratom cez dvojkrokioed&ulum s pridavkom
rovnakého odpadového substratu po dobu 80 hoditka&dej sérii kultivacie bola prevedena
rovnaka kultivdcia na odpadovom materidle s nentojam kmeiom za @elom porovnania
produkinych vlastnosti (kap. 8.2.6).

Vysledky z jednotlivych kultivacii su uvedené vuékach ¢. 23-29 ako priemer z dvoch
paralelnych kultivacii.

Tab. 23: Produk’né vlastnosti mutantnych krmy selektovanych na glycerolovom médiu

SuSina B-karotén | Celkové Ergosterol | Koenzym
(a/l) (ug/g sus) | karotenoidy | (ug/g sus) | Q  (ug/g
(ug/g sus) sus)
RG | kontrola - 7,24 13,9 34,9 285,6 5,9
glycerol
kontrola 8,34 181,1 671,6 316,3 50,3
10 Al glukéza 9,28 81,9 260,5 206,4 38,1
10 Al glycerol 8,16 34,9 59,2 316,9 5,8
10 A2 glukéza 8,94 41,0 130,8 220,3 19,3
10 A2 glycerol 8,70 77,5 139,3 295,1 59,6
5 Al glukéza 9,80 297,0 637,4 270,4 275,(
5 Al glycerol 8,14 11,6 30,4 266,3 4,8
5 A2 glukéza 8,88 35,2 93,0 256,5 60,1
5 A2 glycerol 7,67 24,3 37,3 236,6 31,9
RA | kontrola - 9,04 35,7 81,0 2317 22,4

glycerol
kontrola 9,13 267,3 296,7 226,7 28,6
10 Al glukéza 10,67 319,9 651,0 236,5 365,5
10 Al glycerol 9,57 43,0 90,4 235,3 44.8
10 A2 glukéza 10,81 641,2 1400,1 206,5 328,38
10 A2 glycerol 9,54 37,9 87, 257,2 28,0
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5 Al glukéza 10,08 310,4 692,9 274,5 287,7
5 Al glycerol 8,72 75,3 168,9 286,2 57,8
5 A2 glukéza 9,81 66,9 210,4 178,4 125,6
5 A2 glycerol 9,22 20,0 48,5 237,0 19,4
RM | kontrola - 7,37 2447 538,0 369,3 53,9
(RR) | glycerol
kontrola 8,69 210,8 465,5 235,7 93,5
10 Al gluk6za 9,57 516,8 1611,0 293,5 262,0
10 Al glycerol 9,39 29,8 49,0 185,2 9,6
10 A2 gluk6za 9,80 328,2 899,6 264,9 269,%
10 A2 glycerol 9,47 39,3 91,3 199,0 11,1
5 Al glukéza 10,70 104,7 331,9 170,4 55,0
5 Al glycerol 9,74 243,3 522,2 210,4 41,7
5 A2 glukéza 9,98 242,0 723,3 260,9 189,49
5 A2 glycerol 10,06 62,3 148,4 196,3 22,5

Legenda RG — Rhodotorula glutinis RA — Rhodotorula aurantiacaRM — Rhodotorula
mucilaginosa 5(10)- koncentracia mutagénnu v médiu, A1(A2) znaenie nahodne
vybranej kolénie kvasiniek

Pouzitim nahodnej mutagenézy s aplikaciou atidho cinidla EMS Slo o selekciu
nadproduknych kvasinkovych kmev na réznych odpadovych substratoch. U kvasiniek
z rodu Rhodotorulasa nepodarilo vyselektowataké kmene, ktoré by boli na pouZzitom
odpadovom materiale, konktrétne glycerole vyrazredpnodukné oproti kontrolnym
nezmutovanym kmwv. ZvySené produkcie sa vyskytovali u kvasinlBhodotorula
aurantiacg v médiach, kde bol do dvojkrokovej inokulaciigany glycerol, avSak prodaké
médium uz bolo glukézové. Kvasinka tu dosiahla y&§ie produkcie karotenoidov 1,4 mg/g
su§, i koenzymu Q 328 ug/g sus v danej sérii kadiiv(tab. 23). Podobné vysledky boli
patrné aj u kvasinkiRhodotorula mucilaginosa (rubrg)ab.23).

Tab. 24: Produlk’né vlastnosti mutantnych ke selektovanych na glycerolovom médiu

SusSina p-karotén | Celkové Ergosterol | Koenzym
(g/l) (ug/g sus) | karotenoidy | (ug/gsus) | Q  (ug/g
(ug/g sus) sus)
CC1| kontrola - glycerol 7,23 7,6 86,0 346,4 16,7
kontrola 9,18 2,8 455,0 267,7 138,7
10 Al gluk6za 7,40 14,3 144,1 306,4 53,0
10 Al glycerol 8,44 1,2 49,6 244.8 17,9
10 A2 glukoza 8,88 2,1 245,5 312,6 133,7
10 A2 glycerol 6,98 1,7 41,1 323,0 31,2
5 Al glukéza 7,69 1,6 23,7 2420 13,1
5 Al glycerol 8,51 2,8 43,7 252,8 15,9
5 A2 glukéza 7,58 6,4 194,7 338,2 98,9
5 A2 glycerol 7,27 1,8 53,6 370,7 19,6
SR | kontrola - glycerol 5,80 377,7 497,3 488,5 64,3
kontrola 5,72 376,9 505,0 349,7 28,4
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10 Al gluk6za 6,38 450,0 766,2 379,8 55,4
10 Al glycerol 4,43 493,8 713,5 624,7 98,9
10 A2 glukoza 5,45 503,5 877,1 442,1 61,2
10 A2 glycerol 4,17 550,4 879,7 661,8 1247
5 Al glukéza 5,81 71,1 134,8 312,8 19,3
5 Al glycerol 4,08 588,7 948,5 781,3 130,6
5 A2 glukéza 5,87 489,3 898,3 449,8 61,9
5 A2 glycerol 4,38 555,4 859,3 760,5 113,2
SSh | kontrola - glycerol 9,17 28,1 53,3 2448 10,2
kontrola 8,64 413,1 939,6 314,3 130,5
10 Al glukoza 9,19 86,0 184,2 259,3 68,9
10 Al glycerol 10,11 45,7 129,1 307,4 34,0
10 A2 glukoza 8,75 104,3 261,6 255,9 79,0
10 A2 glycerol 9,91 107,9 308,1 287,3 67,1
5 Al glukéza 8,67 164,6 436,2 307,2 110,1
5 Al glycerol 9,97 34,8 78,9 283,7 24,2
5 A2 glukéza 8,52 66,9 173,9 259,1 59,0
5 A2 glycerol 9,74 24,0 61,8 248,6 17,6

Legenda CC1 —Cystofilobasidium capitaturhi0-1-1, SR -Sporobolomyces roseuSSh —
Sporobolomyces shibatanus(10)- koncentracia mutagénnu v médiu, A1(A2) zaadenie
nahodne vybranej koldnie kvasiniek

Ani u kvasiniek Cystofilobasidium capitatum 10-1-&i Sporobolomyces shibatanusa
nepodarilo vyselektovataké kmene, ktoré by svojimi prodirg/mi vlastnogami prevysSovali
nemutantné tzv. ,wild“ kmene. U kvasini§porobolomyces rosewssce nedoslo k vyraznej
nadprodukcii B-karoténu a celkovych pigmentov oproti kontrole,Sal pri porovnani
substratov sa glycerol javi ako vhodna nahradadaiyk produkné vlastnosti si dokonca
0 nieto vysSie. Pri pouziti mutagénu v koncentracii Smlilmédia do produltného média
s glycerolom dokonca kvasinka dosiahla navySSiudydoiu ergosterolu, icelkovych
karotenoidov cca 1mg/g sus v danej sérii kultivdtab. 24).

K dalSim experimentom patrila hdhodna mutagenéza mybhakvasinkovych kmiv na
vajeinych nehydrolyzovanych cestovinach. Tento subbtsBtybrany Waka predchazajucim
vysledkom, ktoré potvrdili, Ze cestovinovy substtabre vplyva na produkciu karotenoidov.
Najskor bol otestovany substrat samotny, bez akegéoupravy hydrolyzou.

Tab. 25: Produk’né vlastnosti mutantnych kre selektovanych na vajgych
nehydrolyzovanych cestovinach

Susina p-karotén | Celkové Ergosterol | Koenzym
(a/l) (ug/g sus) | karotenoidy | (ug/g sus) | Q  (ug/g
(ug/g sus) sus)
RG | kontrola 8,11 172,5 613,3 326,8 44,4
kontrola cestoviny 6,08 2,5 9,8 328,8 1,2
10 Al glukoza 7,35 2,7 8,6 2249 0,3
10 Al cestoviny 5,40 0,3 1,5 67,4 0,0
10 A2 glukoza 6,58 37,6 103,9 356,8 23,2
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10 A2 cestoviny 5,45 1,4 5,4 245,0 1,0
5 Al glukéza 7,42 10,8 33,9 320,1 4.4
5 Al cestoviny 6,58 3,3 8,5 194,5 0,4
5 A2 glukéza 5,76 4,3 7,1 234,8 0,7
5 A2 cestoviny 6,39 3,0 6,0 112,9 1,1
RM | kontrola 8,36 213,6 422,3 239,9 75,7
(RR) | kontrola cestoviny 6,30 14,4 47,1 294,6 8,6
10 Al gluk6za 6,47 314,3 754,8 411,1 300,3
10 Al cestoviny 6,32 22,1 46,8 291,9 11,2
10 A2 gluk6za 7,67 300,7 772,9 388,7 157,8
10 A2 cestoviny 5,46 5,2 11,0 384,1 1,5
5 Al glukéza 9,44 387,1 1046,3 317,4 155,%
5 Al cestoviny 5,38 7,9 21,1 375,8 2,8
5 A2 glukéza 9,44 379,9 1024,2 304,9 132,%
5 A2 cestoviny 4,25 7,4 18,4 342,3 6,4
CC1 | kontrola 8,35 2,6 175,1 221,2 159,3
kontrola cestoviny 5,38 0,9 11,8 198,5 0,5
10 Al glukoza 6,29 5,2 27,0 356,8 7,2
10 Al cestoviny 3,69 1,1 3,3 196,4 1,0
10 A2 glukoza 5,59 0,4 25,7 403,8 7,7
10 A2 cestoviny 4,81 0,2 4.6 313,3 1,7
5 Al glukéza 521 1,5 23,7 326,6 9,0
5 Al cestoviny 4,98 0,3 0,6 171,4 0,3
5 A2 glukéza 5,53 0,1 12,3 356,1 5,0
5 A2 cestoviny 8,07 0,1 0,3 105,7 0,2
SR | kontrola 5,61 328,3 489,0 287,1 30,0
kontrola cestoviny 3,86 355,9 546,9 683,6 12,0
10 Al glukoza 4,26 226,0 404,1 521,9 48,5
10 Al cestoviny 5,52 37,9 64,9 151,2 1,3
10 A2 glukoza 5,32 847,6 1221,5 367,41 79,9
10 A2 cestoviny 2,33 477,6 711,3 859,3 7,3
5 Al glukéza 4,31 1135,1 1727,0 559,0 106,¢
5 Al cestoviny 2,69 615,0 921,0 931,3 14,8
5 A2 glukéza 5,67 184,0 333,4 456,9 11,3
5 A2 cestoviny 3,58 1552,5 2413,8 617,2 132,
Legenda RG - Rhodotorula glutinis RM — Rhodotorula mucilaginosa CC1 -

Cystofilobasidium capitatuni0-1-1, SR —Sporobolomyces roseu$(10)- koncentracia
mutagéennu v médiu, A1(A2) — oztemie nahodne vybranej koldnie kvasiniek

Z vysledkov uvedenych v tab. 25 je patrné, Ze uaryfch mutantnych kvasiniek nedoslo
k vyraznej nadprodukcii biomasy. Méze totbgaprtinené aj nedostatkom jednoduchych
sacharidov v odpadovom substrate. V produlzkaroténu a celkovych karotenoidov sa
kvasinky Rhodotorula glutinis aCystofilobasidium capitatuml0-1-1 nepreukézali ako

nadprodukné kmene. Dokonca aj sledované lipidické metabakiy ergosterol a koenzym Q
su produkované v niekkonasolbne nizSich koncentraciach nez v nemutahtkgatrolnych

75



kmeiov. U kvasinkyRhodotorula mucilaginosa (rubra)oli zvySené produkcie v médiach,
kde boli cestoviny pridané ido inokulacii, avSatogukiné médium uz bolo glukdzové.
Rovnaké produdné vlastnosti po nahodnej mutagenéze sa u tejtsirkavyskytovali aj pri
selekcii na glycerole. V pripade kvasinBporobolomyces roseies z vysledkov vidig, Ze
nahodna mutacia alkylaym c¢inidlom EMS o koncentracii 5 ul/ml viedla k ziskani
nadprodukného kmena. Produkcpakaroténu bola oproti kontrole v tomto pripade y%3ia
(1,5 mg/g sus), produkcia celkovych karotenoidowneko 5x vySSia¢o sa tyka lipidickych
latok, tak produkcia ergosterolu je zrovriai@ s kontrolou, avSak produkcia koenzymu Q
bola asi 10x vySSia neZz u nemutantného kankultivovaného na cestovinovom substrate.
V tejto sérii kultivacii sa vyskytuju eSt#alSie kmene ziskané nahodou mutagenézou, ktoré
maju zvysSené produké vlastnosti oproti nemutantnému kineavSak vyazky metabolitov
boli aj tak niZSie v porovnani s vysSie spominamyatantnym kmaom (tab. 25, obr. 15).

Produkcia B-karoténu v procese nahodnej mutagenézy u knia
Sporobolomyces roseus (ne hydrolyzované substraty)

B-karotén (ug/g sus)

Obr. 15: Produkciag-karoténu u kvasinky Sporobolomyces roseus

Kvasinky roduRhodotorulasa vyznauju dobrymi produknymi vlastnogami, ¢i uz vlastnej
biomasy alebo metabolitov. Bas experimentov s nahodnou mutagenézou a selekciou
nadproduknych kmeiov sa vSak tento rod nepreukazal ako dobry nadpesdu Priina
mobze by ¢i uz v samotnom vybere ndhodnych kolonii, aleboevhmdnom odpadovom
substrate, na ktorom bola selekcia vykonavana. edgiradzajucich experimentov

s hydrolyzou odpadovych materidlov sa cestovinyliZog’ jednym z vhodnych materialov

ku Kultivaciam a produkcii Ziadanych metabolitoldalSie experimenty sa teda tykali
otestovania hydrolyzovanych cestovin ako vhodnéhlostsatu pre nahodni mutagenézu
s cidom ziskd nadprodukné kvasinkovée kmene.

Tab. 26: Produk’né vlastnosti mutantnych kre selektovanych na hydrolyzovanych
cestovinach s enzymami z plesni Fusarium solamian&ochaete chrysosporium

SuSina | B- Celkové Ergosterol | Koenzym
(g/l) karotén | karotenoidy | (ug/g sus) | Q  (ug/g
(ug/g (ug/g sus) sus)
sus)
RG | kontrola 5,98 147,3 602,5 311,5 45,6
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kontrola cestoviny FS 7,06 14,9 31,3 305,( 1,3
kontrola 6,10 7,6 23,7 381,2 2,5
cestovinyPCH
10 Al glukéza FS 8,17 313,1 1237,3 317,3 81,5
10 Al cestoviny FS 5,71 11,4 41,0 428,5 3,6
10 A2 glukéza FS 8,36 232,0 1080,7 309,( 78,1
10 A2 cestoviny FS 5,48 2,3 17,7 368,3 2,8
15 Al glukéza FS 8,95 85,9 313,3 222,8 31,1
15 Al cestoviny FS 7,78 5,5 25,9 255,1 2,4
15 A2 glukoza FS 8,97 195,3 697,9 319, 70,4
15 A2 cestoviny FS 7,56 6,5 16,0 344,7 1,3
10 Al gluk6za PCH 8,21 259,3 869,4 264,3 83,9
10 Al cestoviny PCH 7,97 7,4 17,0 340,2 19
10 A2 gluk6za PCH 11,61 59,5 140,5 170,1 40,3
10 A2 cestoviny PCH 6,75 10,4 30,6 431,1 2,1
15 Al gluk6za PCH 8,86 103,7 673,2 282,8 45,3
15 Al cestoviny PCH 6,39 5,5 20,1 373,0 1,2
15 A2 gluk6za PCH 8,55 173,0 711,0 273,7 57,3
15 A2 cestoviny PCH 6,40 10,3 36,7 365,6 1,7
RM | kontrola 8,46 218,1 567,5 2962,2 143,0
(RR) | kontrola cestoviny FS 6,33 5,4 13,3 288,3 2,1
kontrola 6,59 34,0 62,1 388,0 8,9
cestovinyPCH
10 Al glukéza FS 8,62 199,3 552,0 278,2 153,2
10 Al cestoviny FS 7,08 2,7 7,0 238,8 1,5
10 A2 glukéza FS 5,86 239,9 944,8 358,( 213,4
10 A2 cestoviny FS 5,44 4,1 11,7 337,6 1,4
15 Al glukoza FS 6,80 129,5 862,6 372,8 1111
15 Al cestoviny FS 6,26 7,2 22,6 362,3 7,3
15 A2 glukoza FS 6,47 177,9 1483,0 380,6 1547
15 A2 cestoviny FS 6,04 3,4 13,8 301,9 1,7
10 Al gluk6za PCH 7,29 76,9 209,1 2834 56,3
10 Al cestoviny PCH 9,18 17,7 37,3 232,5 2,5
10 A2 gluk6za PCH 7,97 75,8 506,6 318,8 61,2
10 A2 cestoviny PCH 7,10 66,1 108,5 282,5 29,3
15 Al gluk6za PCH 8,23 118,2 719,9 291,6 36,5
15 Al cestoviny PCH 6,24 4,9 19,7 387,6 1,4
15 A2 gluk6za PCH 8,44 139,0 333,6 275,1 97,1
15 A2 cestoviny PCH 6,63 30,3 56,2 338,6 5,9

Legenda RG — Rhodotorula glutinis RM — Rhodotorula mucilaginosaFS — Fusarium

solani PCH — Phanerochaete chrysosporiumb(10)- koncentracia mutagénnu v médiu,

A1(A2) — ozn&enie ndhodne vybranej koldnie kvasiniek

Z vysledkov uvedenych v tab. 26 je patrné, Ze myiearast biomasy-karoténu i koenzymu
Q sa vyskytoval u oboch kvasiniek ro®hodotorulapri mutagenéze na hydrolyzovanych

cestovinach, kde vSak prodineé meédid obsahovali glukézu. Tento efekt mutantnych
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kvasiniek tohto rodu sa vyskytuje zdtia vSetkych testovanych odpadnych materialov.

V médiach, kde cestoviny boli hydrolyzované enzyokain preparatom z plesrfeusarium
solanidoSlo prevazne k ¥&8ej produkcii metabolitov ako to bolo v médiach iojgzovanych
s enzymami z plesneéhanerochaete chrysosporiufdapriek tomu vSak najvysSia produkcia
biomasy 11,6 g/l bola u kvasinkghodotorula glutinisa 9,18 g/l u kvasinkyRhodotorula
mucilaginosa (rubray médiach s hydrolyzou cestovin enzymovym prepand@CH.

Tab. 27: Produk’né vlastnosti mutantnych kre selektovanych na hydrolyzovanych
cestovinach s enzymami z plesni Fusarium solaman&ochaete chrysosporium

SuSina | B- Celkové Ergosterol | Koenzym
(a/l) karotén | karotenoidy | (ug/g sus) | Q  (ug/g
(ug/g (ug/g sus) sus)
sus)

CC1 | kontrola 8,51 6,7 319,2 303,5 65,5
kontrola cestoviny F§ 5,91 2,2 62,5 206,3 9,6
kontrola 5,04 16,4 81,6 348,2 3,4
cestovinyPCH
10 Al glukoza FS 9,10 4,1 460,7 234,3 86,0
10 Al cestoviny FS 6,18 1,0 26,4 315,6 5,5
10 A2 glukoza FS 8,45 8,7 341,2 252,2 59,6
10 A2 cestoviny FS 5,56 12,4 43,3 2211 3,8
15 Al glukéza FS 8,72 1,3 315,1 287,4 61,6
15 Al cestoviny FS 6,28 1,2 25,7 371,1 51
15 A2 gluk6za FS 8,25 0,8 317,9 315,2 46,0
15 A2 cestoviny FS 541 0,5 31,7 451,9 57
10 Al gluk6za PCH 6,30 6,6 423,3 309,5 98,0
10 Al cestoviny PCH| 8,22 9,1 26,0 280,9 3,9
10 A2 glukoza PCH 5,39 11,8 488,2 338,4 129,38
10 A2 cestoviny PCH| 3,15 16,4 471,4 455,0 157,4
15 Al gluk6za PCH 10,22 2,5 172,7 219,7 33,7
15 Al cestoviny PCH| 4,76 0,4 2,7 395,0 2,6
15 A2 glukoza PCH 7,91 6, 197,5 273,2 40,7
15 A2 cestoviny PCH| 5,66 0,2 93,8 345,6 3,9

SR | kontrola 5,15 649,5 1057,6 541,5 36,5
kontrola cestoviny F§ 2,78 839,6 1173,5 996,0 9,4
kontrola 4,11 323,0 479,7 667,0 11,6
cestovinyPCH
10 Al glukoza FS 4,36 683,1 1002,1 601,8 47,4
10 Al cestoviny FS 2,88 691,8 1013,5 913,3 10,3
10 A2 gluk6za FS 4,30 328,5 576,1 494 .4 23,3
10 A2 cestoviny FS 2,62 626,6 861,4 1130,3 13,0
15 Al gluk6za FS 5,28 1086,¢ 1888,5 623,9 60,1
15 Al cestoviny FS 3,78 455,6 628,0 728,3 8,6
15 A2 gluk6za FS 3,83 732,4 1238,2 725,17 50,7
15 A2 cestoviny FS 2,47 592,2 862,6 1052,0 9,2
10 Al gluk6za PCH 4,09 753,3 1164,9 708,1 110,9
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10 Al cestoviny PCH| 4,57 369,3 551,3 573,2 12,8
10 A2 gluk6za PCH 5,21 639,3 1049,4 502,4 74,7
10 A2 cestoviny PCH| 3,68 289,5 450,6 660,1 6,8
15 Al gluk6za PCH 5,39 897,83 1462,7 502,( 1004
15 Al cestoviny PCH| 3,90 159,2 245,6 604,7 4,6

15 A2 gluk6za PCH 5,15 355,5 586,8 439,8 56,0
15 A2 cestoviny PCH| 3,48 628,3 874,7 824,6 14,1

Legenda CC1 —Cystofilobasidium capitatuii0-1-1, SR —-Sporobolomyces roseusS —
Fusarium solani PCH —Phanerochaete chrysosporiunhi5(10)- koncentracia mutagénnu
v médiu, A1(A2) — ozngenie ndhodne vybranej kolonie kvasiniek

V porovnani produkciep-karoténu u selektovanych ki@ kvasinky Cystofilobasidium
capitatum 10-1-1 vidi&’ vyrazny pokles (tab. 27). U danych mutantnych kovemoézeme
najg’ vSak vySSie produkcie celkovych karotenoidov. 2&n& produkcie karoteinov,
i lipidockych latok sa nachadzaju u mutantného #anena cestovinovom médiu
hydrolyzovanom s enzymovym preparatom z pléam@nerochaete chrysosporium
Hydrolyzované cestoviny boli najlepSie vyuZivané atop kvasinkovym kmaom
Sporobolomyces roselfmb. 27, obr. 16). U tohto kma doslo k ziskaniu nadprodtiému
mutanta, u ktorého boli dosiahnuté najvysSie pradkkaroténu (1,1 mg/g sus), ergosterolu
(1,12 mg/g susiny), karotenoidov (1,9 mg/g suSingoanzymu Q (11Lg/g susiny).VysSiu
produkciu vykazovali mutantné kmene predovsSetkymredukinych médiach s obsahom

glukdzy, ale taktiez u cestovinovych médii doSledtastu mnoZstva metabolitov s pridavkom
oboch enzymatickych preparéatov.

Produkcia B-karoténu v procese nahodnej mutagenézy u kni& Sporobolomyces
roseus (hydrolyzované substraty - plesiové enzymy)
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Obr. 16: Produkciag-karoténu u kvasinky Sporobolomyces roseus

VSeobecne mozno konStatoyaze po hydrolyze cestovin ako odpadového subsulatu
kultivaénych médii doSlo ku zvySenej produkcii jednotlivyahetabolitov kvasiniek
i samotnej biomasy, nez v pritomnosti nehydrolyrngea cestovin z predchadzajucich sérii
experimentov. Tymto mézeme potwdakt, Ze hydrolytické enzymy v jednotlivych médiac
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rozkladaju polysacharidy z komplexnych substratviym sa tieto materialy stavaju lepSie
utilizovatd’né kvasinkovym bunkam.

Pre d’alSie testovanie selekcie mutantnych nadprodipéh kmeov boli vyuzité odpadové
substraty cestoviny aryza (tab. 21, 22), ktoré wspredchadzajucich experimentoch
s hydrolyzou javili ako potencialne vhodné a zatodacné substraty pre mikrobialnu
produkciu karotenoidov. Vybrané substraty boli lojgzované komeanymi enzymatickymi
preparatmi AMG a Novozyme 188, ktoré poskytovaljlepsiu hydrolyzu komplexnych
sacharidov na jednoduché monosacharidy. Vysledkgvozh paralelnych kultivacii
mutantnych kmeov selektovanych na odpadnych substratoch hydregmgch komemymi
enzymami sU uvedené nizSie v tikdch (odkaz tab. 28, 29).

Tab. 28: Produk’né vlastnosti mutantnych kre selektovanych na hydrolyzovanych
cestovinach s komérymi enzymami AMG a Novozyme 188

SuSina | B- Celkové Ergosterol | Koenzym
(a/l) karotén | karotenoidy | (ug/g sus) | Q  (ug/g
(ug/g (ug/g sus) sus)
sus)

RG | kontrola 5,59 105,6 544.5 350,0 47,6
kontrola cestoviny 3,11 16,5 70,5 359,4 20,6
AMG
kontrola 4,15 121,0 412,8 548,4 52,9
cestovinyNovo
10 Al gluk6za AMG 3,92 19,6 168,3 464,0 78,7
10 Al cestoviny AMG| 2,23 57,0 467,6 883,6 141,2
10 A2 gluk6za AMG 4,51 14,0 116,6 402,8 51,5
10 A2 cestoviny AMG| 1,16 6,8 98,3 119,1 63,3
5 Al glukéza AMG 8,70 144.,6 4428 233,7 64,4
5 Al cestoviny AMG 3,48 34,2 92,8 4446 42,3
5 A2 glukbéza AMG 5,33 52,7 348,8 368,0 22,3
5 A2 cestoviny AMG 1,65 59,6 206,3 1011,3 56,5
10 Al gluk6za Novo 7,41 207,0 468,5 319,1 199,9
10 Al cestoviny Novg 7,12 136,2 267,1 269,9 138,7
10 A2 gluk6za Novo 5,45 39,6 419,4 361,2 56,2
10 A2 cestoviny Novg 5,10 13,7 155,4 361,9 45,8
5 Al glukéza Novo 3,08 302,5 875,0 620,2 76,9
5 Al cestoviny Novo 5,45 484,5 636,7 257,86 34,7
5 A2 glukéza Novo 7,77 119,1 336,5 237,1] 26,3
5 A2 cestoviny Novo 4,33 79,9 160,2 411,4 25,2

CC1 | kontrola 7,24 2,9 66,4 210,0 31,1
kontrola cestoviny 5,49 3,0 93,3 286,5 46,3
AMG
kontrola 8,09 15,2 68,7 234.,8 13,7
cestovinyNovo
10 Al glukdza AMG 7,85 3,4 169,4 235,1 42,8
10 Al cestoviny AMG| 2,18 0,7 74,4 533,0 31,4
10 A2 gluk6za AMG 5,96 5,7 98,7 255,1 40,3
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10 A2 cestoviny AMG| 1,97 4,6 98,8 519,3 40,6
5 Al glukbéza AMG 6,79 2,5 108,9 223,0 42,3
5 Al cestoviny AMG 2,69 5,7 121,2 535,8 44,4
5 A2 glukbéza AMG 5,43 107,6 246,6 310,9 105,5
5 A2 cestoviny AMG 5,47 36,5 154,7 293,6 22,4
10 Al glukéza Novo 9,11 4,9 255,4 220,6 88,0
10 Al cestoviny Novg 2,25 12,0 146,2 643,7 34,9
10 A2 glukéza Novo 9,01 3,4 181,7 178,2 47,0
10 A2 cestoviny Novg 3,33 2,3 109,1 480,3 27,4
5 Al glukéza Novo 9,25 2,3 138,3 167,7 38,7
5 Al cestoviny Novo 7,44 1,8 22,1 213,7 13,5
5 A2 glukéza Novo 9,53 2,3 126,8 185,4 29,7
5 A2 cestoviny Novo 7,37 2,2 31,2 163,2 8,4
SR | kontrola 3,97 325,3 533,5 4421 19,0
kontrola cestoviny 5,43 677,5 1015,2 372,7 47,6
AMG
kontrola 6,49 335,1 474,3 316,8 16,1
cestovinyNovo
10 Al gluk6za AMG 7,30 399,7 523,1 278,7 34,8
10 Al cestoviny AMG| 4,29 512,6 560,6 340,8 52,1
10 A2 glukdza AMG 7,87 377,9 587,0 292,0 38,3
10 A2 cestoviny AMG| 5,99 394,4 549,2 265,0 60,8
5 Al glukbéza AMG 7,42 380,1 522,0 245,7 59,5
5 Al cestoviny AMG 6,37 377,6 565,8 312,5 33,9
5 A2 glukbéza AMG 5,85 231,2 334,3 247,0 19,9
5 A2 cestoviny AMG 6,60 594,2 828,0 329,6 41,4
10 Al glukéza Novo 4,67 806,9 1266,2 418,5 152,9
10 Al cestoviny Novg 8,71 391,7 607,2 196,3 79,0
10 A2 gluk6za Novo 7,49 515,1] 703,5 236,4 77,1
10 A2 cestoviny Novg 7,25 413,3 610,8 242,1 54,1
5 Al glukéza Novo 6,59 483,8 693,3 339,1 60,8
5 Al cestoviny Novo 6,75 413,3 565,9 316,3 26,0
5 A2 glukéza Novo 6,04 514,6 796,5 305,0 57,9
5 A2 cestoviny Novo 7,19 208,1 335,1 208,9 34,4

Legenda RG- Rhodotorula glutinis CC1 - Cystofilobasidium capitatuni0-1-1, SR —
Sporobolomyces roseuBMG — komerny enzym AMGNovo —komereny enzym Novozym
188, 5(10)- koncentracia mutagénnu v mediu, A1(A2) radenie nahodne vybranej kolonie
kvasiniek

Podobne ako tomu bolo v predchadzajacich kultivé@cigri sledovani vplyvu mutagénnu
a naslednej selekcii mutantov, u kvasirikyodotorula glutinissa jednotlivé mutantné kmene
liSia od kontrolnych kultivacii (tab. 28). Jednozme@ nadproducent Ziadanych metabolitov sa
neziskal ani vtejto sérii kultivacii. Mierne zvyse produkcie p-karoténu, celkovych
karotenoidov i lipidickych latok najdeme vSak nadtglyzovanych médiach s kondeym
enzymovym preparatom Novozym 188.

Produkcie biomasy u mutantnych kvasiniek kmeCystofilobasidium capitatunlO-1-1
vyrazne kolisala, v niektorych pripadoch bol pokbes o 70% v porovnani s kontrolnym
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kmeiom. Co sa tyka produkcieB-karoténu a celkovych pigmentov, mutantny kme
selektovany pridavkom 5ul/ml EMS do cestovinovéhédia hydxrolyzovaného s AMG
preparatom, vykazoval zvy3ené produkcie v porovnaostatnymi kmémi. Z pomeru
produkcie pB-karoténu a celkovych karotenoidov je vilieZze udanej kvasinky su
produkované prevazne iné typy pigmentov, a to ldaenulén a torularhodin.

U mutantnych kvasiniek kniie@ Sporobolomyces roseuml| prvykrat sledovanygasty narast
biomasy oproti kontrolnym médiam. MnoZstva vyproodného -karoténu i celkovych
karotenoidov boli zvySené hlavne v meédiach s caéstmym substratom hydrolyzovanym
komeknym preparatom Novozym 188. Hodnoty v niektoryclpadoch boli az trojndsobne
vysSie, pri produkcii ergosterolu a koenzymu Q eajd az takmer 10- nasobné zvySenie
produkcie oproti kontrolam.

Tab. 29: Produkné vlastnosti mutantnych ke selektovanych na hydrolyzovanej ryZi
s kometnymi enzymami AMG a Novozym 188

SusSina | B- Celkové Ergosterol | Koenzym
(a/l) karotén | karotenoidy | (ug/g sus) | Q  (ug/g
(ug/g (ug/g sus) sus)
sus)

RG | kontrola 10,05 108,9 349,4 215,0 43,8
kontrola ryza AMG 7,49 11,3 25,9 113,9 11,1
kontrola ryZa Novo 8,83 58,9 179,5 275,9 249
10 Al gluk6za AMG 7,24 194,1 756,7 275,8 80,4
10 Al ryza AMG 7,80 65,1 206,1 213,9 45,3
10 A2 gluk6za AMG 8,18 130,0 427,6 225,5 57,3
10 A2 ryza AMG 9,14 58,5 164,7 194,9 27,5
5 Al glukbéza AMG 9,02 155,1 392,8 186,8 53,3
5 Al ryza AMG 9,61 86,0 224,3 200,9 28,4
5 A2 glukbéza AMG 8,48 148,7 547,7 233,6 58,7
5 A2 ryza AMG 7,95 37,9 110,8 189,1 16,5
10 Al gluk6za Novo 8,11 151,7 407,4 206,48 64,7
10 Al ryza Novo 11,78 22,9 57,4 169,0 9,9
10 A2 gluk6za Novo 12,07 58,7 226,4 142,3 15,8
10 A2 ryza Novo 8,68 107,0 316,1 225,3 30,5
5 Al glukéza Novo 14,51 77,0 180,9 119,9 17,0
5 Al rza Novo 8,96 177,9 417,6 281,7 40,5
5 A2 glukdéza Novo 8,68 208,1 7417 2727 88,4
5 A2 ryza Novo 8,64 84,6 261,7 234,0 31,5

CC1 | kontrola 6,80 4,8 135,4 249,1 33,0
kontrola ryza AMG 7,62 1,1 186,2 265,0 50,8
kontrola ryza Novo 6,21 9,0 131,9 227,7 27,2
10 Al glukdza AMG 7,62 10,9 117,3 195,3 34,8
10 Al ryza AMG 5,20 3,9 216,4 228,0 25,0
10 A2 gluk6za AMG 8,74 3,8 251,1 185,8 32,1
10 A2 ryza AMG 7,89 1,1 82,9 176,1 25,0
5 Al glukbéza AMG 9,12 15,6 260,2 206,0 65,3
5 Al ryza AMG 8,29 22,4 139,2 1945 26,0
5 A2 glukbéza AMG 6,42 59 115,1 229,6 29,4
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5 A2 ryza AMG 7,40 7,5 206,6 252,8 44,8
10 Al glukéza Novo 7,27 0,6 45,9 141,3 11,8
10 Al ryza Novo 5,61 1,6 25,2 74,1 4,8
10 A2 gluk6za Novo 9,82 5,7 74,3 150,0 34,3
10 A2 ryza Novo 7,67 7,2 182,6 220,7 53,7
5 Al glukéza Novo 8,05 4,8 96,4 202,5 34,6
5 Al ryza Novo 6,45 2,4 32,7 108,5 8,6
5 A2 glukéza Novo 8,06 0,6 9,2 141,9 14,4
5 A2 ryza Novo 7,93 3,2 104,4 206,8 35,3
SR | kontrola 3,47 589,7 869,4 552,0 53,4
kontrola ryza AMG 5,09 188,6 283,7 267,5 30,9
kontrola ryZa Novo 4,91 539,3 812,3 383,2 81,7
10 Al gluk6za AMG 4,50 648,5 963,5 384,7 63,6
10 Al ryza AMG 4,44 345,4 575,7 351,0 59,0
10 A2 gluk6za AMG 4,53 210,5 382,4 358,6 26,0
10 A2 ryza AMG 5,72 249,0 536,0 347,6 35,0
5 Al glukbéza AMG 7,43 440,4 717,7 307,0 29,5
5 Al ryza AMG 5,65 246,3 413,8 281,0 43,1
5 A2 glukbéza AMG 6,57 440,0 723,9 257,4 59,2
5 A2 ryza AMG 561 323,4 525,8 318,3 47,1
10 Al gluk6za Novo 6,24 553,5 999,9 269,5 67,1
10 Al ryza Novo 4,77 281,9 448,1 313,5 56,3
10 A2 gluk6za Novo 5,36 462,3 727,5 350,8 60,3
10 A2 ryza Novo 5,22 460,7 737,3 295,1 62,6
5 Al glukéza Novo 7,69 2549 461,5 225,3 21,4
5 Al ryza Novo 5,14 255,3 388,8 340,6 36,8
5 A2 glukéza Novo 4,96 134,3 259,7 405,8 28,7
5 A2 ryza Novo 6,28 179,4 321,6 362,8 43,1

Legenda RG- Rhodotorula glutinis CC1 - Cystofilobasidium capitatuni0-1-1, SR —
Sporobolomyces roseuBMG — komerny enzym AMGNovo —komereny enzym Novozym
188, 5(10)- koncentracia mutagénnu v mediu, A1(A2) radenie nahodne vybranej kolonie
kvasiniek

Produkcia biomasy mutantnych kihoe selektovanych na ryzovom odpadovom materiale
bolla u v8etkych vyuZitych kvasinkovych rodov pomeryrovnané s kontrolnymi kultivacia,

v niekd’kych pripadoch dokonca bola produkcia zvySena (28). Vyber komemého
enzymového preparatu k hydrolyze ryZe a nasledioejuicii biomasy nemal Viy vplyv.

V produkcii B-karoténu a celkovych karotenoidov mali mutantnéadsimky kmaa
Rhodotorula glutinigasto nadproduiné schopnosti v porovnani s kontrolnymi kultivaciam
Kvasinkovy mutant na ryZi hydrolyzovanej AMG pregiam zvySil produkci-karoténu az
8-nasobne v porovnani s kontrolou na ryZi. V pragiukergosterolu a koenzymu Q
nepozorujeme vyrazné nadprodukcie, produkcie sémeamej porovnat®é, v niektorych
pripadoch mierne zvySené v porovani s kontrolnyuttiv&ciami.

KvasinkaCystofilobasidium capitaturh0-1-1 v porovani s ostatnymi kvasinkovymi kime
produkuje najnizSie mnoZstv@-karoténu. Tato kvasinka je vSak schopn& kvalitnych
produkcii ostatnych karotenovych pigmentov, ku yomapriklad patri torulén, torularhodin,
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¢i lykopén (Herz et al. 2007). NajvysSie pozoroVatemnoZzstva celkovych karotenoidov boli
vyprodukované u mutantnych kiws v pritomnosti ryZového substratu hyrolyzovaného
enzymovym prepardtom AMG. Produkcie boli niBkokrat vySSie neZz u nemutantného
kmeia. Produkcie ergosterolu obvykle neprevySovali kané kultivacie.

Kvasinka Sporobolomyces roseusykazuje najvysSie produkci@-karoténu a celkovych
karotenoidov spomedzi vSetkych testovanych ikone(tab. 29, obr. 17). ZvySené produkcie
pigmentov sa vyskytli uviacerych mutantnych kime selektovanych na ryZovych
substratoch, ale vyrazny nadproducent v tejto déritivacii sa nenachadz&o sa tyka
produkcie vybranych lipidickych latok — ergosteradikoenzymu Q, najvySSie produkcie
vykazuju kultivacie nemutantného kiiee Zda sa, Ze u selektovanych mutantnychiane
méa alkyl&né ¢inidlo EMS viacmenej &inok na indukciu B-karoténu a celkovych
karotenoidov, nez na vySSie produkcie sledovaniymtiitkych latok,¢i samotnej biomasy.

Produkcia B-karoténu v procese nahodnej mutagenézy u knii@ Sporobolomyces

B-karotén (ng/g sus) | X i i
roseus (hydrolyzované substraty - kome&né enzymy)
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Obr. 17: Produkciag-karoténu u kvasinky Sporobolomyces roseus

Zo ziskanych vysledkov nahodnej mutagenézy kvasyido kmeiov na roéznych typoch
odpadovych materialov bolo zistené, Ze najlepSoelyhkiné vlastnosti dosahovali mutantné
kmene kvasinkySporobolomyces roseu&lasicky nemutantny knte ma uz sam o sebe
obvykle vysoké produiné vlastnosti, avSak produkcia biomasy je v poravrsostatnymi
kmeimi cervenych kvasiniek vzdy nieRkokrat nizSia. V mutéenych experimentoch boli
ziskané nové kmene s eSte vySSimi produkcigpkiaroténu, celkovych karotenoidov
i sledovanych lipidickych latok. V niektorych prigggch sa dosiahla aj zvySena produkcia
biomasy i u km&a Sporobolomyces roseus

Vyuzitie nadhodnej mutagenézy v spravnej kombinampadovych materialov, pripadne
nejakym spbsobom modifikovanych odpadovych matriah vhodnych kvasinkovych
kmeiov, mbze v buddcnosti viésk tvorbe takych mutantnych kmev, ktoré budu ma
vysoké nadproduké schopnosti vyuzivané v priemyselnej vyrobe. Ijet&#za je vSak
proces, umaiujuci vyvoj a selekciu novych kmev, ktory je rozsahom pracecasovo
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narany. Vzhadom k tomuto faktu, u#’alSie experimenty v ramci predloZzenej prace uz
nemohli by zaradené.

9.1.6 Kultivacia karotenogénnych kvasiniek na lignocelul@ovych odpadoch

MnozZstvo prac, &etne tejto prace, sa zaobera Stadiom produkcietd@oaov s vyuZzitim
lacnych priemyslenych medziproduktai¥,odpadnych materiadlov ako nutniych zdrojov ku
kultivaciam (Frengova 2009, Buzzini 2000, Marova at 2010). Cikom dalSej casti
predloZzenej prace je Stadium lignocelul6zovych maleyv, ktoré sa hydrotermicky
hydrolyzovaneé, ako alternativneho zdroja uhlikarddpkcii karotenoidov a sledovanych
lipidickych latok. Lignocelul6zové materialy su &asnosti hodne vyuzZivanym materialom
hlavne k produkcii biopaliv (bioetanold) bioenergie. Experimenty, ktoré boli uskénené
poias zahramnej stdZe na Univerzite v Lunde Svédsku, sa pdkasité, nové vyuZitie
tychto materialov, a to k produkcii karotenoidévpbohatenej kvasinkovej biomasy.
Lignocelul6zové materialy obsahuju prevazne celuldremicelulézu a lignin. Tieto &asti
nie su priamo fermentovdt® mikroorganizmami, a preto bola pred kultivackavedena
hydrolyza materialu s vyuzitim vysokej teploty akil. P@as tohto kroku predupravy
materialu sa vSak formuju rbézne inkibé latky, ktoré vplyvaju na metabolizmus
mikroorganizmov. Medzi hlavné inhibitory patri furél, 5-hydroxymetylfurfural a kyselina
octova (Almeida 2007). Tieto latky majulky vplyv na rast kvasiniek, tym padom zaiupi
nami Studovanym kni®m dosiahnti stacionarnu fazu, kde su vo vysokej miere prodakév
Ziadané metabolity. V uskutoenom testovani boli prevedené aj rastové charakksr na
samotnych cukroch, ktoré sa vyskytuju v originalnbyarolyzate, rovnako ako na umelom
hydrolyzate, ktory bol vytvoreny péd zloZenia originaluDalej boli testované hlavné
inhibitory pridanim do kultivéného meédia zadlom zistenia, ktora latka ma najéé vplyv
na rast kvasiniek. Po jej pripadnom odstranenidzdiyzatu by sa vyuZzitie lignocelulézovych
materidlov mohlo rozSitiaj na mikrobialnu produkciu vyznamnych metabolitonizkymi
priemyselnymi nakladmi na prevadzku.

Ako lignocelul6zovy material bolo pouzité boroviéudpadné drevo. Drevo bolo naStiepené
na malé kusky, ktoré boli upravené hydrotermickquraviou (Palmqvist 1996). Vznikol
material pozostavajuci z dvocliasti — z nerozpustnej frakcie a tekutej frakciey. tz
hydrolyzatu. ZloZenie jednotlivych frakcii je uvede vtablike. Ku kultivAciam
karotenogénnych kvasiniek sa vyuZzivala tekuta feakdydrolyzat.

Tab. 30: ZloZenie borovicového materialu po hydrotermickejaire

Obsah v pevnej frakcii (% suSiny) Obsah tekutej frakcie (g/l)
Glukan a7 Glukoza 40
Manan 2,2 Manoza 22
Xylan 0 Xyloza 9
Lignin 53,9 Furfural 3,7
5-HMF 4,2
Kyselina octova 3,9
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Kultivacia na borovicovom hydrolyzate

Ciel'om experimentov bolo zistimoZnosti vyuzitia borovicového materialu ako zdrohlika
pre produkciu karotenoidasi obohatenej kvasinkovej biomasy. Kultér&é¢ média obsahovali
rézny pomer tekutej frakcie — hydrolyzatu a glukéultivacie boli prevedené v dvoch
sériach, kde séria A prebiehala cez klasicku dedjavi inokulaciu s gluk6zovym médiom
s obsahom kvastného autolyzatu aséria B bola tzv. adapéa séria na hydrolyzat.
V druhom inokul&gnom médiu bolacas’ glukdézy nahradend hydrolyzatom. Kultivacie
prebiehali 80 hodin s kvasinkovymi kimei Rhodotorula aurantiacaaSporobolomyces
shibatanugkap. 8.2.7). Vysledky su uvedené v thkeli 31 ako priemerna hodnota z dvoch
paralelnych kultivacii.

Tab. 31: Produkcia biomasy a sledovanych metabolitov nawoovom hydrolyzate

SusSina (g/l) | p-karotén (ug/g | Celkové Ergosterol
sus) karotenoidy (ug/g sus)
(ug/g sus)
RA kontrola A 7,46 231,2 711,1 606,2
RA kontrola B 8,02 206,5 761,0 458,1
RA 100 % H A 3,77 182,5 684,8 778,6
RA 100 % HB 3,20 103,9 391,9 815,7
RA75% HA 5,05 317,7 1778,9 691,9
RA75% HB 4,81 168,9 1096,2 624,4
RA50% H A 6,18 251,5 992,5 534,6
RA50% HB 5,59 127,8 600,7 533,1
RA25%HA 7,70 196,2 790,7 497,0
RA25%HB 7,06 138,9 420,3 487,6
SSh kontrola A 6,04 87,9 402,3 498,6
SSh kontrola B 6,46 13,8 370,9 537,7
SSh 100 % H A 2,77 39,9 132,0 952,7
SSh 100 % H B 2,51 37,8 130,9 734,7
SSh75% HA 3,32 32,0 176,9 743,2
SSh75% HB 3,41 55,4 195,6 812,7
SSh50% H A 3,83 73,8 318,4 840,8
SSh50% H B 4,10 52,5 292,3 723,5
SSh25% HA 5,47 146,1 402,0 508,9
SSh25% HB 4,73 168,3 890,0 780,9

Legenda: RA — Rhodotorula aurantiaca SSh — Sporobolomyces shibatanu#- seria
kultivacnych médii A, B — séria kultiéaych médii B, H — hydrolyzat

V porovnani s kontrolnym meédiom, produkcia biomdmfa nizSia u oboch kvasinkovych
kmeiov po pridavku hydrolyzatu do kultiivaého média. Hydrolyzat pravdepodobne
obsahuje takeé inhibiné latky, ktoré maju negativny vplyv na rast buniéknédiach, kde bol
uhlikaty zdroj plne nahradeny hydxrolyzatom, boladukcia biomasy o 50% niZSia nez
v kontrolnom médiu. Adaptay krok série B viedol k nizSej produkcii biomasgzrv sérii A.
Vynimkami su kontrolné média série B, kde pridavokirolyzatu do inokuknych médii
viedol k zvySeniu mnozstva biomasy. U kvasinRjodotorula aurantiacar meédiu s 25%
obsahom hydrolyzatu bola produkcia biomasy pora@fnats kontrolnym médiom. Produkcia
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Rhodotorula aurantiack neziaducim latkam obsiahnutych v kultimam médiu tab. 31 .
Pridavok hydrolyzatu do kulti¢aého média nema len negativny vplyv na rast biomalsy
urcité koncentracie hydrolyzatu moézu pozitivne vpkyvaa karotenogenézu cervenych
kvasiniek. U kvasinkyRhodotorula aurantiacazvysujuci sa obsah hydrolyzatu do média
viedol k vySSim produkciarfi-karoténu a celkovych karotenoidov. V médiu s obsalv5%
hydrolyzatu bola produkcia pigmentov 2,5-nasobnesSiay nez v kontrolnom médiu.
V médiach, kde bol uhlikaty zdroj plne nahradenyirblyzatom, vplyvali inhibitory na rast
buniek uz tak, Ze kvasinka nedosiahla staciondézw frastu a produkcia pigmentov bola
omnoho nizSia nez na kontrolnom médiu. Vysledkwaskinky Sporobolomyces shibatanus
su odliSné. So zvySujucou sa koncentraciou hydéanyzo produéného média, produkca b-
karoténu a ostatnych pigmentov sa znizovala. MédLZb% hydrolyzatom ako jediné malo
dobry vplyv na produkcie metabolitov, kvasinka @bdéh produkcie karotenoidov 2,4-
nasobne vysSie nez v kontrolnom meédiu tab. 31.

Produkcia ergosterolu bola ki zaujimava. NajvysSie mnozstva boli najdené wshiey
Rhodotorula aurantiacaasticej v médiu so 100% hydrolyzatom. Toto mogedpésobené
zmenou metabolizmu syntézy sterolov v biomembranatto ochrana Wb neZiaducim
podmienkam v pritomnosti inhibitorov. Produkcia asigrolu u kvasinkySporobolomyces
shibatanusmala podobny priebeh. So zvySujucim sa obsahonrohymhitu v médiu sa
zvySovala produkcia ergosterolu (cca 1 mg/g sugtokontrole (cca 0,5 mg/g sus) tab. 31.

Efekt inhibi énych faktorov z hydrolyzatu na rast kvasinkovych buniek

Tri hlavné inhibitory z borovicového hydrolyzatulibiestované pre svoj efekt na rast buniek
kvasiniek Rhodotorula aurantiacaa Sporobolomyces shibatanukvasinkové kmene boli
kultivované na jednotlych sacharidov individalndukgza, xyl6za, mandza), na umelom
hydrolyzate (zloZenie sacharidov napodobovalo palgiy hydrolyzat) a na cukroch i umelom
hydrolyzate s pridavkami inhibitorov v koncentracovnakej, ako dané latky obsahuje
originalny hydrolyzat. Kultivacie prebiehali 50 Haod aby sa zachytila hlavne rastova
exponencialna faza (kap. 8.2.7).

Rhodotorula aurantiaca - rast buniek —ew
na jednotlivych sacharidoch a umelom hydrolyzate —®MAN
0’8 B XYL
4 UMEL. HYDR
0.7 . A
0,6 /.\\ A}
S 04
o 0,3
2
g 0.2 re
?, 0,1 -
2 0,0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
¢as (hod)
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Obr. 18: Produkcia biomasy na jednotlivych sacharidoch udRitorula aurantiaca

Vysledky kultivacie oboch kvasinkovych ki@ na jednotlivych sacharidoch a umelom
hydrolyzadte su rovnaké. Obe kvasinky mali podobrgrast biomasy na vSetkych
sacharidickych zdrojoch, hodnoty koncentracie bkiseeod seba liSili miniméalne (obr. 18).

) X . ©o— GLU +furfural
Rhodotorula aurantiaca - rast buniek na gluk6zovom —0— GLU +kyselina octova
médiu s pridavkami jednotlivych inhibitorov ey
0,7 -
0,6 -

0,5 1

0,4 A

Absorbancia (20%
o
w

0,2
0,1 [
0,0 r T . . . )
0 10 20 30 40 50 60
¢as (hod

Obr. 19: Produkcia biomasy R.aurantiaca na gluk6zovom megdgitidavkom inhibitorov

Rozdiely v produkcii biomasy nastali g&s kultivacii na jednotlivych sacharidoch a umelom
hydrolyzate az po pridavku inhdoiych latok. Na obrazku 19 su uvedené vysledky maras
biomasy kvasinkyRhodotorula aurantiacana gluk6zovom médiu po pridani furfuralu, 5-
HMF a kyseliny octovej v porovnani s kontrolnou tiudciou nacistej glukéze. Vysledky
nazn&uju, Ze Rhodotorula aurantiacaovnako akoSporobolomyces shibatangs schopné
rag’ na sacharidoch v pritomnosti inhibitorov, avSakdfurfural je kriticka latka z tekutého
hydrolyzatu, ktora ma silny inhitiy efekt na rast buniek. Obrdzok 20 ukazuje narast
biomasy v pritomnosti inhibitorov u kvasingporobolomyces shibatanus

Sporobolomyces shibatanus - produkciabiomasy v

20 pritomnostiinhibitorov

7,0 m bez inhibitoru

6,0 M kyselina octova
m furfural

5-HMF

5,0
4,0
3,0
2,0

1,0

mnoistvo biomasy g/I

0,0
GLU MAN XYL UMELY HYDR
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Obr. 20: Produkcia biomasy u kvasinky Sporobolomyces shiliata
Rastové charakteristiky kvasinkovych kifog v pritomnosti inhibitorov boli prevedené na
vSetkych sacharidovych zdrojoch i umelom hydrolgzatysledky kinetiky narastu biomasy

boli spracované typickym logaritmickym modelom.

dX
— = M X (1),
St

kde X predstavuje hmotnosbiomasy (g/l), pet je Specifickd rychlas rastu (A). Za
predpokladu, Ze vase t=§, je X=Xo, mb6Ze by dana rovnica integrovana nasledovnymi

rovnicami (2, 3):

X
Lnx_ = :unet(t _to) (2)1

0

2

Td=1In @A).

net

Hodnoty mnozstva biomasy z rastovych kriviek baupité k vypd@tu Specifickej rychlosti
rastu a doby zdvojenia biomasy. Pre \tgoboli pouzité prvé Styri hodnoty z kazdého
experimentu. Prva hodnota mnoZstva biomasy sacozak ako X v case §. Ziskali sa
kalibratné krivky v tvarey =axzb, kde hodnotaaprislichala Specifickej rychlosti rastu.
Cim je Specificka rychlasrastu mensia a zaraveloba zdvojenia \ia, tym dané kultivné
médium obsahuje latku alebo viac latok, ktoré riggat vplyvaju na rast buniek. Piad
vysSie uvedenej rovnice (3) dalej ziskala doba zdvojenia biomasy. Vysledky Spegich
rychlosti rastu, déb zdvojenia i kor&hgich koeficientov su uvedené v tdka pre vSetky
sacharidové zdroje a inhdnié latky.

Tab. 32: Vplyv hlavnych inhibitorov z hydrolyzatu borovica #pecificki rychlasrastu
biomasy u kvasiniek Rhodotorula aurantiaca a Spolainyces shibatanus rastlcich na
cistych sacharidoch, umelom hydrolyzate a originainoydrolyzate v pomere s glukdzou

Rhodotorula aurantiaca| Sporobolomyces
shibatanus
Unet (h_l) R’ Hnet (h_l) R’

Gluko6za 0,1065 0,9936 0,1719 0,9718
Xyléza 0,1260 0,9912 0,1476 0,9999
Mandéza 0,1410 0,9812 0,1150 0,988b
Umely hydrolyzat 0,1350 0,9845 0,1283 0,9943
Glu + kyselina octova 0,1025 0,9726 0,1251 0,9843
Xyl + kyselina octova 0,1090 0,9840 0,0740 0,9872
Man + kyselina octova 0,1085 0,9888 0,0643 0,9995
Ume.hydrolyzat + kyselina| 0,1033 0,9805 0,1220 0,9986
octova
Glu + furfural 0,0973 0,9902 0,1471 0,9936
Xyl + Furfural 0,1036 0,9995 0,1143 0,9996
Man + Furfural 0,1103 0,9858 0,0383 0,995
Ume.hydrolyzat + Furfural 0,0952 0,9916 0,1319 809
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Glu + HMF 0,0744 0,9923 0,0656 0,9944
Xyl + HMF 0,0902 0,9931 0,0634 0,9949

Man + HMF 0,0644 0,9759 0,0542 0,9826
Ume.hydrolyzat + HMF 0,0761 0,9981 0,0590 0,9792
100% Hydrolyzat 0,0122 0,9913 0,0167 0,9752
75% Hydrolyzat 0,0165 0,9945 0,018§ 0,987p
50% Hydrolyzat 0,0451 0,9941 0,0201 0,9166
25% Hydrolyzét 0,0649 0,9961 0,053( 0,9914

Legenda GLU — glukéza, MAN — manéza, XYL — xyl6za,e— Specificka rychlasrastu, B
— regresna konstanta

Z tabU’ky tab. 32 vidi€, Ze najvysSie Specifické rychlosti rastu su u kvag, kde kultiv&neée
médium obsahovalo ako zdroj uhlika mandzu v poroivsastatnymi kultivaciami na inych
sacharidovych zdrojoch. Kombinacia sacharidov vlomehydrolyzate sa zda tywe’mi
vhodnou variantou kultivaného média pre produkciu biomasy Studovanych kigsifPoda
tabu’ky 32 je vidie®, Ze i pritomnos inhibitorov najmenej ovplyvnila rast buniek prave
v pritomnosti mandzy ako sacharidického zdroja. padom stiag” manozy ako jedného zo
sacharidov pritomnych v hydrolyzate zvySuje odofnbsniek va@i inhibicnym faktorom.
Opany efekt bol pozorovany u kvasini§porobolomyces shibatanié pritomnosti manézy
a inhibitorov bola dosiahnutd najnizSia Specifickichlog” rastu, bunky boli najviac
ovplyvnené inhibitormi zo v3etkych sledovanych médivysledkov je vidié, Ze bunky su
najviac odolné v& inhibicnym faktorom prave v médiu obsahujuc@mtu glukozu,¢i na
hydrolyzéte.

Patas testovania rastovych charakteristik boli g&itych c¢asoch odoberané vzorky
z kultivacnych médii pre stanovenie koncentracie sacharidovédiu za cibom zistenia
utilizacie danych zdrojov uhlika. NaRm kultivacie prebiehali dvojkrokovou inokul&ciou,
kde bola ako zdroj uhlika gluk6za, v prodokch médiach s jednotlivymi sacharidickymi
zdrojmi sa na zaatku vzdy vyskytovala uéita nizka koncentracia glukézy obr. 21.

Z vysledkov stanovenia sacharidov z kultingch médii metédou HPLC/RI sa zistilo, Ze
kvasinky v produknom meédiu <istou xyl6zou najskdr Uplne wgrpaju zdroj glukdzy
pochadzajuci z inokutmého meédia s V¥eni slabou utilizaciou i xylézy, a nakoniec
konzumuja uz len xyldézu. V proddkom meédiu <istou manézou bunky konzumuja
zbytkovl glukozu stasne s pritomnou mandzou po ceéds kultivacie. Na obrazku 21 je
uvedeny priebeh utilizacie jednotlivych sacharidekultivatnych médiach u kvasinky
Rhodotorula aurantiaca
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Obr. 21: Utilizacia jednotlivych sacharidov v roznych prodogch médiach u Rhodotorula

aurantiaca
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Obr. 22: Produkcia sledovanych metabolitov u kvasinky Rierdéa aurantiaca na médiach
s pridavkami inhibitorov (AA-kyselina octova, Furftiral, SHMF- 5-hydroxymetylfurfural)
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Obr. 23: Produkcia sledovanych metabolitov u kvasinky Spaarvhyces shibatanus na
meédiach s pridavkami inhibitorov (AA-kyselina oétdv — furfural, 5SHMF- 5-
hydroxymetylfurfural)

Z danych vysledkov vyplyva, Ze karotenogénne kuasiga kmene su schopné vyuzivaj
upravené lignocelul6zové borovicové substraty akioojz uhlika pre produkciu biomasy
a sledovanych metabolitov. U testovanych kme bola zaznamenand zvySena produkcia
karotenoidov a lipidickych latok v &éitych podmienkach kultivacieio umozuje vyuzitie
tychto substratov ako lacnych zdrojov. Z inkiibich latok pritomnych v upravenom
hydrolyzate sa zda Byfurfural tym kritickym komponentom, ktory inhibujeast buniek.
V sasnosti existuje niekko metdd na detoxikaciu danych odpadovych materidldeto
mechanizmy mézdiastaine znizf inhibicné winky na rast kvasiniek a produkciu Ziadanych
metabolitov tak, Ze lignocelul6zové materialy by hiobyt nadejnym substratom pre
biotechnologické aplikacie v komerej vyrobe pigmentov, sterolov¢i uz samotnej
obohatenej kvasinkovej biomasy.

9.2Morfologia karotenogénnych kvasiniek

Morfologické zmeny su indikatormi mikrobialnej gdacie daného organizmu \citom
prostredi. Pozorovanie zmien v morfologii buniekzedychle odhatfi toxicitu prodstredia.

Z pozorovania je mozné sa dozvedieko reaguje bunka na rb6zne stresové situicie.
NajrychlejSom mozna®u odhalenia tychto zmien v kultisf@aych podmienkach je
pozorovanie pomocou svetelného mikroskopu.

Kvasinky kultivované za podmienok uvedenych vy&gié sledované mikroskopicky, aby sa
zistila adaptabilita buniek vystavenych stresovyosprediam.
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9.2.1 Morfologia kvasiniek kultivovanych na nehydrolyzovanych odpadovych
materialoch

Na uvedenych mikroskopickych snimkoch 24-25 su aoémé priklady morfologickych
zmien kvasinkovych buniek kultivovanych na nehygzovanych odpadovych materialoch
v porovnani s kontrolnou kultivaciou na glukézovaradiu.

Kontrola 25%% repka 50%% repka 75%0 repka 100%% repka

Obr. 24: Kultivicia Sporobolomyces roseus na repkovom sétestr

Kontrola 2504 repka 50%0 repka 75%0 repka 100% repka

Obr. 25: Kultivacia Rhodotorula glutinis na repkovom substra

Pod’a mikroskopického pozorovania buniek kra&Sporobolomyces roseies vidie® zmeny,
ktoré nastali v jednotlivych prodakych médiach. Bunky kontrolného meédia su okruhle,
plné, bez znaych znamok stresu. AvSak bunky protimkch médii s odpadovym repkovym
substratom sa od kontrolného médiacnmaliSia. So vzrastajucou koncentraciou repkového
substratu do média su bunky viac pretiahnuté, obsaky tvori vychlipeniny von z ovalnej
Struktary. Je vidié mnozstvo deformécii spdsobenych odolavanim bunkgsevému
prostrediu.

U kvasinkyRhodotorula glutinidounky z kontrolného média obsahuju drobné vakudiy,é
signalizuju uz starSie bunky v stacionarnej fazgwaBunky z médii obsahujucich odpadny
repkovy substrat tieZ obsahuju mnoZstvo vakuolésa zvéSuju a prehlbuji so zvySujucou
sa koncentraciou odpadného substratu. Bunka taledepodobne reagovala na postupné
hladovaniegize vycerpanie dostupného uhlikatého zdroja v kutinam médiu.

9.2.2 Morfoldgia kvasiniek kultivovanych na hydrolyzovanych odpadovych
materialoch

Na uvedenych mikroskopickych snimkoch 26-29 su aodmé priklady morfologickych
zmien buniek kultivovanych na hydrolyzovanych odpagth materialoch ako su cestoviny,
ryza, pSeniné otruby a jaktha vlaknina v porovnani s kontrolnou kultivaciougtak6zovom
médiu.
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Obr. 26: Kultivacia Cystofilobasidium capitatum 10-1-1 dmﬂyzovanych cestovinach
s enzymami z plesni Fusarium solani a Phanerochagteysosporium a komémymi
enzymami

Na obrazkoch 26 si mézeme vSinindize bunky Cystofilobasidium capitatunsu v
produlkénych médiach s odpadovym substratom hydrolyzovaagmymatickymi preparatmi
z plesni stresované zrejme nedostatkom nutriergagh@ridov). Bunky su tu malé atiez je
ich v porovnani s kontrolou menej. V médiach smasami hydrolyzovanymi komeénymi
enzymami su bunky ¥8ie, avSak sa@asto zhlukuju. | tu je vidit Ze na bunky pdsobi isty
druh stresového prostredia.

Obr. 27: Kultivacia Rhodotorula glutiis na hydrolyzovaneyzr s enzymami z plesni
Fusarium solani a Phanerochaete chrysosporium adtémymi enzymami

Kvasinka Rhodotorula glutinisje najznamejSi zastupca karotenogénnych kvasirfek.
kultivacii na ryZzovych odpadovych materidloch nie yidi® vel’ky rozdiel medzi
jednotlivymi médiami. Bunky su pravidelné, okruhfgné a je vidié i mnoZstvo ptiacich
buniek. KvasinkaRhodotorula glutinissa zda by odolnejSia véi zmenam prostrediai
zmenam Vv zdroje uhlika, dokaZéahko utilizov& aj odpadové materialy s dostatkom
jednoduchych sacharidov (obr. 27).

Obr. 28: Kultivacia Rhodotorula aurantiaca na hydrolyzovahypSeninych otrubach
s enzymami z plesni Fusarium solani a Phanerochagteysosporium a komémymi
enzymami

Bunky kvasinky Rhodotorula aurantiacarastice na médiu s obsahom hydrolyzovanych
pSenénych otrub sa pravidelného Evitého tvaru, bez wdich deformacii. SilnejSie butreé
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steny su vsak viditelné na odpadovom substratedhyzbvanom komemnymi enzymami.
Bunky si pravdepodobne v désledku stresového mistrakumulovali viac metabolitov
(karotenoidov, lipidov, polysacharidov) v stenactmiek (obr. 28).

Obr. 29: Kultivacia Rhodotorula mucilagiosa (rubra) na hyﬁyzovanej jakinej vlaknine
s enzymami z plesni Fusarium solani a Phanerochagteysosporium a komémymi
enzymami

Rhodotorula mucilaginosa (rubrayastla na odpadovom materidle faidj vlaknine
hydrolyzovanegi uz plesiovymi alebo komemnymi enzymami viacmenej podobne. V oboch
pripadoch su bunky pIné, prevazned’aje@ a v porovnani s kontrolou id&e. Kvasinky sa

v médiach rozmnozuju panim, takze je vidie& Ze metabolicka aktivita buniek ostala
zachovand, bunky sa dokazali vyrovreiresovému prostrediu zo zmeny zroja uhlika (obr.
29).

9.2.3 Morfoldgia kvasiniek kultivovanych na hydrolyzovanych odpadovych
materialoch v pritomnosti mutagénu

Na uvedenych mikroskopickych snimkoch 30-34 su aodmé priklady morfologickych
zmien buniek selektovanych nahodou mutagenézoultavdwanych na hydrolyzovanych
i nehydrolyzovanych odpadovych materialoch ako Isgegol, cestoviny a ryZza v porovnani
s kontrolnou kultivaciou na gluk6zovom médiu.

Obr. 30: Kultividcia mutantnych knmiev Rhodotorula mucilaginosa (rubra na glycerole
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Obr. 31: Kultivacia mutantnych kniev Sporobolomyces roseus na nehydrolyzovanych
cestovinach

Kultivacia mutantnych kmev kvasiniek na nehydrolyzovanych odpadovych malech
ako je glyceroki vajetné cestoviny zaliuje mnozstvo morfologickych zmien v tvare buniek
proti kontrolnym médidm nemutantnych ki (obr. 30-31). V kontrolnych gluk6zovych
médiach su bunky daté v pripadeRhodotorula mucilaginosa (rubra)¢i pretiahnuté
v pripadeSporobolomyces roseuavsak v oboch pripadoch nie je vitlie buniek vyrazny
stres.Co sa tyka uz médii mutantnych ki na odpadovych materialoch, je vigliézne
deformécie, zvrasnenia buniek, hrubé humge steny, viké vakuoly ci vychlipeniny.
Zvrasnenim, vakuolamti vychlipeninami bunky pravdepodobne reagovali malastatok
zdroja uhlika v médiu. V pripade zhrubnutych bimyeh stien sa bunky branili ¥b
stresovému prostrediu produkciou metabolitov, ukitdch do bunénej steny, alebo
ukladanim latok okolo samotnej bunkym zabraiovali prestupu latok dovnutra bunky.

i '-'.-'! A : o L
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Obr. 32: Kultivacia mutantnych kmiev Cystofilobasidium capitatum 10-1-1 na
hydrolyzovanych cestovinAcANIG — komeeny enzym AMGNovo — komeeny enzym
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Novozym 188,5(10)- koncentracia mutagénnu v meédiu, A1(A2) -naenie nahodne
vybranej kolénie kvasiniek)

’ o/ ® D el
Obr. 33: Kultivacia mutantnych kmiev Rhodotorula glutinis na hydrolyzovanych
cestovinacHAMG — komereny enzym AMGNovo —komerny enzym Novozym 188(10)-

koncentracia mutagénnu v médiu, A1(A2) — aame nahodne vybranej kolonie kvasiniek)

Na zaklade mikroskopického pozorovania buniek nagah kmeiov Cystofilobasidium
capitatum10-1-1 (obr. 32) &hodotorula glutinis(obr. 33) je vidié morfologické zmeny
buniek vzlfadom ku kontrolnym médiam nemutantnych kKme Kvasinky nemutantné
kultivované na glukdéze maju typicky taty tvar. Na mikroskopickych zaberoch, ktoré
zachycuju mutantné kmene kvasiniek kultivovanychzhgdrolyzovanych cestovinach (obr.
32 a 33), mbézeme vidieryrazne zhrubnuté bunkové steny. SilnejSie bunlgdegy su jednou
z foriem ochrany proti vplyvom stresu, dochadzakagvySenej tvorbe karotenoidov a
akumulacii lipidov. Zoskupovanie buniek do zhlukowyrasneny povrch buniek u
mutovanych km&och s alternativnym zdrojom uhlika je tiez typickyavom ochrany v&
intenzivnemu stresovému prostrediu. Kvasinky n&pkidtivacii v tomto prostredi nestratili
schopnos rozmnozovaniag¢o svedi o ich metabolickej aktivite a schopnosti produstbv
pigmenty.
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Obr. 34: Kultivacia mutantnych knmiev Sporobolomyces roseus na hydrolyzovanej ryZzi
(AMG - kometny enzym AMG, Novo — komeény enzym Novozym 188, 5(10)-
koncentracia mutagénnu v médiu, A1(A2) — aame ndhodne vybranej kolénie kvasiniek)

Napriek tomu, Ze bunky kvasink$porobolomyces roseusi zo vSetkych Studovanych
kmeiov najcitlivejSie na vplyv stresového prostredi@p ge to vidie@® u predchadzajucich

obraazkoch z morfologického pozorovania obr. 3&raskopické snimky mutantnych buniek
kultivovanych na zhydrolyzovanej ryzZi nevykazujI’k@ zasadné zmeny v tvaroch buniék,

deformécie bunkovy’/ch stien obr. 34 Vv porovnan’lolsttolnym médiom snemutantnym
ryze enzymatlckyml preparatmi je pre rast a meiabuls buniek dostaijuce. Bunky sa

v tomto pripade rychlejSie adaptovali na noveé peasé.

9.3Vizualne charakteristiky karotenoidovej produkcie u éervenych kvasiniek

Na zéklade vizualneho pozorovania zafarbenia kylkitivacnych médii je mozné nahrubo
odhadnti produkciu karotenoidov danej kvasinky. Typy karatidov i ich mnoZstvo je
zavislé na danych kulti¢aych podmienkach a kvasinkovom kmeni. Zmeny zafaebmedii

s odpadovym substratom je moznénael’ahko porovnawavzh’adom na kontrolné média,
a tak sledoviaprodukciu pigmentov uz gas kultivacii.

9.3.1 Kultivacia kvasiniek na nehydrolyzovanych odpadovyh materialoch

V zafarbeni meédii u kvasinkoveho kitae Cystofilobasidium capitatuni0-1-1 su vidié
odliSnosti medzi kontrolnym a odpadnymi médiamipkevé substraty mali vplyv na tvorbu
pigmentov s naruZzovelym zafarbenim. Zo sytostietarproduknych médii s odpadovym
substratom sa d&akava’, Ze produkcia pigmentov bude pravdepodobne nadpysédiu
s koncentraciou repky a glukozy 50/50.
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Obr. 35: Zafarbenie médii u kvasinky Cystofilobasidium apin 10-1-1 na repkovom
substrate

9.3.2 Kultivacie kvasiniek na hydrolyzovanych odpadovychmaterialoch

U kvasiniek rodu Rhodotorula kultivovanych na Skrobnanych substratoch (obr. 3p-3
hydrolyzovanych enzymovymi preparatmi je vitigkalu farieb liSiacu sa od kontrolného
média s typickym oranzovymn zafarbenim. Média &jau vlakninou maju hnedé
zafarbenie spésobnené prave pritoninasdaného odpadového materialu, preto sa produkcia
pigmentov v tomto médiu odhadujazko. Zo zafarbenia ostatnych médii, ktoré je vieroap
bledoruzove, ruzové az lososove, sa d& usudzoydyv jednotlivych substrdtov na
zastUpenie a obsah pigmentov. TmavSie zafarbenidii nsépSeninymi otrubami moze
signalizova& produkciu prevaZzne ostatnych pigmentov, rfekaroténu, ato torulénwi
torularhodinu. V porovnani s kontrolnym médiom j8ak mozné tvrdi Ze produkcia
celkovych karotenoidov bude na odpadovych substinati?Sia.

_
Obr. 36: Zafarbenie kvasinky Rhodotorula aurantiaca na hjygrovanych Skrobnanych
substratoch pomocou kondaych enzymovych preparatov
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Obr. 37: Zafarbenie kvasinky Rhodotorula mucilaginosa (rgbrza hydrolyzovanych
Skrobnanych substratoch pomocou enzymatickych prepaz plesni

9.3.3 Kaultivacie kvasiniek na odpadovych materialoch v pitomnosti mutagénnu

Vplyv odpadného substratu na zafarbenie média, teéidaalne posudenie produkcie
pigmentov je dobre baddte u mutantnych kni®v na cestovinovom médiu (obr. 38). Média
sa liSia od kontrolného oranzovo zafarbeného médiaymi odtigimi ruzovej az oranzovo-
cervenej farby. Tieto zmeny moéZzu svat o odliSnych mnoZstvach alebo kvalite
karotenovych pigmenov.

RG nemutant

Obr. 38: Zafarbenie mutantnych km@v kvasinky Rhodotorula glutinis na cestovinovych
médiach
V sérii kultivdcii mutantnych kmi®v na hydrolyzovanych odpadoch je vidiprevahu

vyraznéhocerveného zafarbenia médii (obr. 39), v niektoryciparloch tmavSieho nez je
kontrolna kultivacia. V médiach s vyraznou lososogovenou farbou, kde je odpadovy
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substrat hydrolyzovany komgrym enzymom Novozym 188, by sa dali predpokfada
zvySené produlné vlastnoti daného kma. Tieto produkcie boli nasledne potvrdené
analyzou pigmentov metédou HPLC.

Obr. 39: Zafarbenie mutantnych krev kvasinky Rhodotorula glutinis na hydrolyzovanych
cestovinovych médiach

9.4Detekcia  kvasinkovych metabolitov pomocou Ramanovej mikro-
spektrometrie a fluorescernej mikroskopie

V ramci rozvojadalSich technik na sledovanie bangch metabolitov karotenogénnych
kvasiniek bola na zaver experimentov do dizemt§ prace prevedena kontrola produkcie
biomasy a sledovanych karotenovych pigmentoujpidickych latok metddou Ramanovej
mikrospektrometrie na Ustave pristrojovej techmiigadémie vied eskej republiky.

Kvasinky boli kultivované na médiach s roznym poomerC/N, aby sa okrem karotenoidov
zabezpeila ivySSia produkcia lipidickych latok. Lipidovdrodukcia bola detekovana
fluorescednou mikroskopiou farbenim pomocou Nilskégrvene, zatiéo produkcia
karotenoidov bola potvrdena analyzou HPLC. Zaiidveli produkcie lipidov a karotenoidov
sledované Ramanovou mikrospektrometriou, ktora ytogk rychly a presny odhad na
zéklade pomeru intenzity Specifickych pikov v Ramaym spektre. Specifické piky pfe
karotén C—C sa nachadzaju na 1,157 '¢rkarotén C=C na 1,525 ¢t lipidy nasytené
CH2 na 1,445 cit, lipid nenasytené C=C na 1,656 ¢iRamanovského spektra (obr. 40-42)
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Obr. 40: Ramanovské spektrysrkaroténu Standartu
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Obr. 41: Rhodotorula glutinis kultivovan& na optimalnom gimkvom médiu
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Obr. 42: Rhodotorula glutinis kultivovana na médiu vplyvadc na zvySenu produkciu
lipidov

Obr. 43: Produkcia lipidov pomocou fluorescsre] mikroskopie: Rhodotorula glutinigavo
na gluk6zovom meédiu, vpravo na mediu pre produkmidov

Obr. 44: Sporobolomyces shibatanus na médiu pre produkgiddv (Vavo snimok
z fluorescethého mikroskopu, vpravo zo svetelného mikroskopu)
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Produkcia lipidov bola sledovana pomocou flouoragaej mikroskopie. Suspenzie buniek
v aceténovom roztoku a po inkubacii vykazou&rvené zafarbenie v miestach lipidovych
granul (obr. 43-44). Takto bolo mozné odiiprodukcie lipidov v jednotlivych kultivaych
meédiach. Intenzity Specifickych pikov v Ramanovgpektrach koreSponduju s nasytengmi
nenasytenymi vazbami medzi uhlikami v lipidovych lekalach. Takto sa da jednoducho
odhadniti stupé nenasytenosti lipidov, tzv. j6dovéslo. Ramanova spektrometria ma &ma
vyuZzitie pri selekcii km#ov kvasiniek pre produkciu lipidov na vyrobu vyS$gjneracie
biopaliv a tiez r6znych potravinovych doplnkov.

9.5Charakterizacia karotenogénnych kvasiniek molekulanymi technikami

Cervené kvasinky st zname svojou neobvykle pevnowmedoou stenou, takZze bukred

dezintegracia aizolacia bufrgich komponent je nesmierne n&ra. Z tohto dévodu je
charakterizacia gendmeervenych kvasiniek a identifikacia jednotlivych kifog pomocou
molekularnych technik komplikovana.

V tejto praci boli pouzité dve molekularne techniky DGGE a PFGE k identifikacii
karotenogénnych kvasiniek.

9.5.1 Vyuzitie denatura¢nej gradientovej gélovej elektroforézy

Denatur&na gradientova gélova elektroforéza je metdéda ealda separacii Specifickych
PCR fragmentov vo vertikalnom polyakrylamidovom eyét denatukaaym gradientom
mocoviny a formamidu. K Usgmej realizacii identifikacii jednotlivych kni@v je potrebné
ziska neporusenu kvasinkovd DNA, ktora by bola naslemmelifikovana metédou PCR.

V préci bola najskor optimalizovana izolacia DNAodva metodami: fenol-chloroformovou
extrakciou a izolacia pomocou izotej supravy (microbial DNA isolation kit). Sledoveh
vytazok &istota vyizolovanej DNA vhodnej pre PCR reakciugka.9.1).

Extrakcia pomocou fenol-chloroformom patri medasovo naréné metddy, vgazok DNA
bol v mnohych pripadoch zéisteny RNA,¢o potvrdila i kontrolna elektroforetick& separacia
na horizontalnom géle rovnako ako spektrofotomiedridetekcia. Po aplikacii RNazy na
odstranenie neziaducej RNA, bola samotna DNAstena eSte proteinmi.

Pre izolaciu DNA vhodnu k reakcii PCR bola nakorggolena izoléna sada Microbial DNA
Isolation Kit. Tato sUprava umidje rychlu a jednoduchu izolaciu DNA o vysokagtote,
sice s nizSim wazkom, ktory jecasto nedetekovatelny elektroforeticky, avSak pekci
PCR je koncentracia dostguca (obr. 45).
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Obr. 45: Vzorky DNA po fenol-chloroformovej extrakcii delen&% agar6zovom géle: M-
marker (DNA Standart), 1 — kvasinkovd DNA bez @gl& RNazy, 2,3- kvasinkova DNA po
aplikacii Rnazy

Amplifikacia vybranych Uusekov DNA

Po Uspesnej izolacii DNA bola prevedena amplifigdgrbranych asekov DNA kodujucich
velku ribozomélnu podjednotku 26S rDNA, oblasti D2/a oblasti ITS. Celkovo bolo
analyzovanych 9 karotenogénnych kvasinkovychitowe referetiny kmei Saccharomyces
cerevisiae K amplifikacii bola vyuzitd Nested PCBize dvojkrokové reakcia, ktora vyuziva
vnutorné a vonkajSie primery a ma’me vysoku citlivos (kap. 8.9.2).

V prvej amplifikatnej reakcii boli vyuzivané vonkajSie primery a DNyizolovana
izolatnym kitom. PCR produkty boli nasledné skontrolovatektroforeticky a sluzili ako
templat DNA po vhodnom nariedeni, ktoré bolo ziéteptimaliziciou, kP'alSej

amplifikacnej reakcii. V druhom amplifikanom kroku boli vyuzité vnutorné primery a PCR
produkty opé kontrolované horizontalnou gélovou elektroforézerimery v tomto kroku
obsahuju tzv. GC-svorky, ktoré umju lepSie rozliSenie pri naslednej analyze PCR
produktov metdédou DGGE, pretoze zatuja Uplnej disociacii dsSDNA na jednaiazcoveé
formy (Green 2009).

Optimalizicia Nested PCR prebiehala testovanim njokbncentracie jednotlivych zloziek
v PCR zmesi a tiezZ annealingovych teplot. Rozmetgibt bolo najskér stanovené
vypoétom hodn6t teplét topenia danych primerov a apléda@d/ na v3etky kvasinkové kmene.
K amplifikacii 26S rDNA D1/D2 podjednotky boli poité primery NL1 a NL4 pre prvy
amplifikacny krok, NL1-GC a LS2 pre druhy amplifiay krok.
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Rovnaké metody boli pouzité ipri PCR reakcii IT8lasti. Prvy amplifikény krok bol
spolainy a prevedeny pomocou primerov ITS1 a ITS4. Driiok bol prevedeny pre ITS1
oblag’ s primermi ITS1-GC a ITS2, pre obfas,8 rDNA ITS 2 s primermi ITS3 a ITS4-GC.

[ P2 [ R PR T

—
-
—
i
=i
L]
L
L]
-
b

Obr. 46: Amplikény po prvej a druhej PCR reakcii D1/D2 ohilésS rDNA: (1-10 vzorky
DNA karotenogénnych kvasiniek, M — marker DNA &andlK — negativna kontrola)

Po elektroforetickej kontrole PCR produktov oboahpéifikacnych krokov je vidi€ rovnaku
velkos” Usekov rDNA u pouzitych kvasinkovych k. V pripade produktov 1.
amplifikacie je vékos” molekul DNA priblizne 650 bp. V pripade 2. am{écie je vékos’
priblizne 280 bp.
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Tab. 33: Ozna’enie vzoriek pre PRC reakcie 26S D1/D2 oblasti rDNA
| Oznatenie Kvasinkovy kmai |
Sporobolomyces roseus
Sporobolomyces salmonicolor
Sporobolomyces shibatanus
Rhodotorula aurantiaca
Rhodotorula mucilaginosa
Cystofilobasidium capitatum 10-1-1
Cystofilobasidium capitatum 10-1-2
Phaffia rhodozyma
Rhodotorula glutinis
Saccharomyces cerevisiae

Boo~vouabwnr

Obr. 47: Amplikony po prvej a druhych PCR reakcii ITS oblaBNA: (1-9 vzorky DNA
karotenogénnych kvasiniek, 10 — DNA reféra) kvasinky Saccharomyces cerevisiae, NK-
negativna kontrola)
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Z obrazku 1. amplifikéného kroku je vidi& Ze vSetky karotenogénne kvasinky majikest’
molekuly DNA priblizne 600 bp, zafigo kvasinkaSaccharomyces cerevisia&olo 900 bp.
V 2. amplifikacnom kroku pre oblasITS1 ve’kos™ molekul rDNA pre referefmy kmei

...

oblag’ 5,8-ITS2 r DNA su pre vSetky kvasinkylkesti molekul podobné, priblizne 450 bp.

Tab. 34: Ozna’enie vzoriek pre PRC reakcie ITS oblasti rDNA
| Oznakenie Kvasinkovy kmai |
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula aurantiaca
Rhodotorula mucilaginosa
Sporobolomyces roseus
Sporobolomyces salmonicolor
Sporobolomyces shibatanus
Cystofilobasidium capitatum 10-1-1
Cystofilobasidium capitatum 10-1-2
Phaffia rhodozyma
Saccharomyces cerevisiae

Boo~vouabwnr

Optimalizacia denaturaéného gradientu

Zo stadii aplikacie DGGE na kvasinkoveé a pileg spol@enstva inych autorov (Cocolin
2000, Cocolin 2002, Deék 2002), bol zvolengiptocny denaturény gradient v rozsahu 30-
60%. Zakladny polyakrylamidovy gél bol pripraverny zasobného roztoku AA/BIS = 37,5/1.
Vzorky boli aplikované na gél a spustena elektredar (kap. 8.9.3). V ziskanom DGGE
profile bola vidi¢ neuspokojiva separécia fragmentov DNA, ktoré sstaxéli blizko ¢ela
gélu.

Ako dalSi krok optimalizacie bol pouzity zasobny roztdR/BIS = 19/1. Tento roztok
obsahuje vysSi podiel zaostrovacietioidla bisakrylamidu a menSie pory. Po separacii
fragmentov DGGE boli ziskané lepSie vysledky, pnete dalSie experimenty sa pouZzival
polyakrylamidovy gél s tymto pomerom AA/BIS = 1#HT¥ozsahom gradientu denattmgch
¢inidiel 30-45% pre kvasinky, pripadne 30-50% preiefereiné kmene.

Time-travel experiment

Pre utenie optimalnej doby separacie bol uskaeny tzv. time-travel experiment. Vzorky
DNA z Nested PCR (dva kvasinkové kmene + ich zmmsl) aplikované na gél vzdy
v urgitych rovnakychéasovych intervalochCas separacie pre jednotlivé série aplikovanych
vzoriek sa pohyboval v rozmedzi od 3 — 7 hodin.

Z vysledkov tohto experimentu je patrné, Ze ide&oha separacie usekov DNA z D1/D2
26S rDNA oblasti su 4 hodiny, pre useky DNA z ITi8asti je to 6 hodin (obr. 48-49).
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Obr. 48: Time-travel experiment pre Useky DNA z D1/D2 268ADblasti 1- Rhodotorula
glutinis, 2- Saccharomyces cerevisiae, 3- mix

1

Obr. 49: Time-travel experiment pre Uuseky DNA z ITS rDNAagibl ITS1 oblas 1-
Rhodotorula glutinis, 2- Sporobolomyces roseus, Saccharomyces cerevisiae, 5,8-1ITS2 ablag-
Saccharomyces cerevisiae, 3- Rhodotorula gluthi§porobolomyces roseus
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Analyza karotenogénnych kvasiniek useku DNA ribozominej podjednotky 26S rDNA
oblasti D1/D2

Po optimaliz&cii podmienok separacie DNA fragmentogtédou DGGE bola prevedena
vlastna analyza karotenogénnych kvasiniek vSetkyadh sledovanych DNA oblasti.

V prvych pokusoch o odliSenie jednotlivych druhaaginkovych km#ov bolo na ziskanom
profile mozné pozorovavzdy niekdko fragmentov pre jeden kmekvasinky. Dévodom
mohla by vzajomna kontaminacia zdrojového DNA materiélu priprave reaénej PCR
zmesi, avSak praca bola prevedena za sterilnycimjgok a pri odportanych postupoch
prace na zamedzenie kontamincie.

- ' s & F B3 s 1 s

-

Obr. 50: DGGE prfiI analyz karotenogénnych kvasiniek

V d’'alSom optimalizénom kroku bol primer NL1 s GC srékou upraveny na bezsikovy

a pouzity do prvej amplifikinej reakcie. Druha amplifikacia prebiehala rovnakm je
uvedené vysSie (kap. 8.9.3). Rovnako tak bol premgehovy time-travel experiment, ktorého
vysledkom bola optimalna doba separacietopahodiny (obr. 51) Zo ziskaného DGGE
profilu bolo mozné uz pozorovarzdy jeden fragment pre jeden dany kvasinkovy dnir.
52).
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Obr. 51: DGGE Time-travel experimerkG — Rhodotorula glutinis, CC — Cystofilobasidiuapitatum
10-1-1, M- mix RG + CC

Obr. 52: DGGE profil DNA Usekov z D1/D2 26S rDNA Cystofilobasidium capitatum, 2-
Rhodotorula aurantiaca, 3- Rhodotorula glutinis, @porobolomyces roseus, 5- Sporobolomyces shibst&au
Saccharomyces cerevisiae, 7- Aureobasidium pultulan
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Obr. 53: DGGE profil DNA Usekov z D1/D2 26S rDNA:C.capitatum 10-1-1, 2- P.rhodozyma, 3-
R. mucilaginosa (rubra), 4- S. roseus, 5- S.shivasa 6- R. glutinis, 7- S. cerevisiae, 8- A. paihd

Vo vyslednom DGGE profile Studovanych kvasinkovydtuhov je vidi€, Ze kvasinkové
kmene rodovRhodotorula aCystofilobasidiumsa od seba neodliSujua (obr. 52-53). Ako
uvadzaju niektoré Studie, rozliSenie medzi jedw@tti druhmi rovnakého kvasinkového rodu
metédou DGGE nemusi By niektorych pripadoch realizovéte (Cocolin 2002). Kvasinky
rodu Sporobolomycesnaju odliSné pozicie v porovnani s ostatnymi kmierovnako ako
Saccharomyces cerevisiaeStidium kvasinkovitého mikroorganizmuAureobasidium
pullulans ukazalo, Ze jeho pozicia lezi medzi rodRinodotorulaaSporobolomycesPri
zmenSeni rozmedzia gradientu, by mohlot byidiet vé&sSie odliSnosti v poziciach
jednotlivych fragmentoch.

Posudenie vplyvu extrémnych podmienok

Po selekcii a kultivacii mutantnych kiiev bola prevedend analyza Usekov DNA metodou
DGGE. Cig¢om bolo overi, ¢ malo pdsobenie mutagénnu vplyv na Struktaru
vysokokonzervovanych usekov DNA 26S ribozomalnejjednotky.

Obr. 54: DGGE profil DNA usekov z D1/D2 26S rDNA:
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VTava 1- Sporobolomyces roseus (SR), 2- SR-mutant 5 ABRBBmutant 5 A2, 4- SR-mutant 10 Al, 5- SR-
mutant 10 A2, 6- Rhodotorula mucilaginosa (RM)RM-mutant 5 A2, 8- RM-mutant 10 A2, 9- Rhodotorula
glutinis (RG), 10- RG-mutant 5 A1, 11- RG-mutar?, 12- RG-mutant 10 A2

Vprava 1- Rhodotorula glutinis (RG), 2- RG-mutant 5 A1 AM& RG-mutant 10 A1 AMG, 4- RG-mutant 5
Al Novo, 5- Cystofilobasidium capitatum (CC), 6- @@itant 5 A1 AMG, 7- CC-mutant 10 A1 AMG, 8- CC-
mutant 5 A1 Novo, 9- CC-mutant 10 A1 Novo, 10- Sjfmiomyces roseus (SR), 11- SR-mutant 5 A1 AMG,
12- SR-mutant 10 A1 AMG

Na obrazku 54 je vidie DGGE profil kvasinkovych kmi@v nemutantnych a kmiev
podrobenych nahodnej mutagenéze alkyan cinidlom EMS. V pripade vzoriek
izolovanych z rodovRhodotorula¢i Cystofilobasidiumnepozorové ziadne odchylky v
polohe fragmentov. Meni vyrazna odchylku v polohe fragmentov pozorujgonieporovnani
Standardu kvasinkgporobolomyces rosesanutovanymi kmemi (drahy 1 az 4 Ravo, 10 az
12 vpravo). Nahodna mutagenéza pravdepodobne fmsialanalyzovanej oblasti 26S rRNA
a vyvolala zmenu sekvencie prislusného useku DNA.

Analyza realnych vzoriek potravin

Pre kontrolu optimalizacie metodiky PCR/DGGE batialyzované vybrané vinne musty,
u ktorych sa dala predpoklatigritomnos niektorych zastupcov karotenogénnych kvasiniek.
Ziskané amplikony realnych vzoriek boli na DGGE géhesené spaine s amplikdnmi
referenych druhov. Z vinnych mustov boli analyzované kgamusStov bieleho vina, ktoré
v porovnani scervenymi poskytli menSie mnozstvo biomasy (hodnéteizualne). Tato
skutainog’ znamenala, Ze fragmenty DNA na DGGE profile madnej vyrazny charakter. V
DGGE profile vinnych musStov &rvenych vin su pritomné vyrazné fragmenty, ktoré
nekoreSponduju so ziadnym z refameych kmeiov (obr. 55). Ich pévod tak mézeme pristidi
nesacharomycétnym kvasinkam, ktoré su bezne pr&éomprvych fazach kvasného procesu
(najma rodyKloeckeraa Candidg. Tento zaver je v sulade s vysledkami Stadii,orét
rovnhakou metddou potvrdzuju pritomtioeduCandidapo celt dobu fermentéacie mustu, a to
i po tom,¢o procesu dominuj8accharomyces cerevisi@eocolin 2000, Rantsiou 2013).

|
=

Obr. 55: DGGE profil refereﬁnch kmeéov kvasiniek a vzoriek z vinnych mudtov: 1- S.
roseus, 2- S. salmonicolor, 3- S. shibatanus, 4alRantiaca, 5- C. capitatum 10-1-2, 6-
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Rizling vlaSsky, 7- Dunaj, 8- Svatovavrinecké, @laRdské modré, 10- Modry Portugal, 11-
Aureobasidium pullulans, 12- Fusarium solani

Analyza karotenogénnych kvasiniek iseku DNA ribozoralnej podjednotky 26S rDNA
oblasti ITS1 a 5,8-1TS2

Po optimalizacii podmienok DGGE pre ohl&26S D1/D2 ribozomalnej podjednotky rDNA
boli podrobené analyze aj uUseky ITS1 ab5,8-ITS2astbl vSetkych karotenogénnych
kvasinkovych km#ov a kvasink&Saccharomyces cerevisiag obrazku 56 DDGE profilu je
vidiet, Ze na urovni ITS1 oblasti sa medzi karotenogénrkyneimi kvasiniek nenachadzaju
skoro ziadne odliSnoti, az na kvasingporobolomyces rosewasSaccharomyces cerevisiae
Podobne je tomu i na drovni 5,8-ITS2 oblasti, kevggSi rozdiel u kmea Saccharomyces
cerevisiae oproti ostatnym kvasinkdm a kvasink8porobolomyces roseusVysledky
pravdepodobne dokazuju Twei blizku pribuznoé kmeiov rodu Rhodotorula
a Cystofilobasidium Pouzité kmene karotenogénnych kvasiniek na uraycito oblasti
ribozomalnej DNA tak pravdepodobne nie je mozndisaz

4 56 7 8 910 71189 6 5 4

Obr. 56: DGGE profil usekov DNA vpravo ITS1 oblastiawo 5,8-ITS2 oblasti
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Tab. 35: Ozna’enie jednotlivych kmi®v kvasiniek v DGGE analyze

| Oznakenie Kvasinkovy kmai |

Rhodotorula glutinis

Rhodotorula aurantiaca
Rhodotorula mucilaginosa
Sporobolomyces roseus
Sporobolomyces salmonicolor
Sporobolomyces shibatanus
Cystofilobasidium capitatum 10-1-1
Cystofilobasidium capitatum 10-1-2
Phaffia rhodozyma
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae + Cystofilobasidium
capitatum 10-1-1

e
RPRBovo~v~ouosrwNhr

9.5.2 Karyotypova analyza karotenogénnych kvasiniek

Prislusnog mikroorganizmov k jednotlivym rodom a druhom je Zné previe$§ pomocou
molekularnej identifikacie s vyuzitim metddy pulgredektroforézy. Pulzné elektroforéza je
technika separacie ¥eych fragmentov DNA a chromozomov usktrtenych v Specialnom
hexagonalnej aparatare s riadenymi pulzami.

Tatocag’ prace sa snazi o charakterizaciu karotenogénnyasirkek na zaklade ich genomu.
K UspesSnej analyze je vSak potrebna spravna pdpvaeriek chromozomalnej DNA, bez
akychkdvek poruseni, degradacienastepenia.

V prvom kroku analyzy bola optimalizovan& pripradtaomozomalnej DNA v agar6zovych
blockoch. Kvasinkové bunky pre pripravu tkov boli pouzité z exponencialnej faze rastu,
pretoze sa predpoklada, Ze uz i tak odoln&®ni@ stena postupne este viac silnie, takze DNA
z buniek v stacionarnej faze rastu méze’ Bgstokrat poruSena samotnou dezintegraciou
bune&nej steny.

Pri izolacii chromozomalnej DNA pomocou agarézovyblockov dochadza k ochrane
intracelularnyckasti buniek¢im sa zvySuje moznéwvyizolovania neposkodenej DNA.

Po izolacii intaktnej DNA je dblezité dba na nastavenie jednotlivych parametrov pulznej
elektroforézy. Vhodna doba pulznyctasov, vlozeného napétie idoby separacie pre
najoptimalnejSie rozliSenie jednotlivych chromoz&maola optimalizovana. Ako Standart
chromozomalnej kvasinkovej DNA sluzil DNA Marker && chromosome marker (YCM)
kvasinkySaccharomyces cerevisiemeia YPH80 s vEkos’ami chromozémov genymi pre
pulznu elektroforézu 225 — 1900 kb (kap.8.9.4). l¥gky z analyzy DNA karotenogénnych
kvasiniek pulznou elektroforézou su uvedené nazkméh 58-60.
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Obr. 57: PFGE Standartu S. cerevisiae
Podmienky separacie: 1.2% gel, 0.08M TBE, 162 \&/7®h, 100s/10h, 120s/10h, 150s/15h, 200s/15h.

YCHM

1,300 + 1,640 —

1,120 + 1,100 —
945 —
915 —

815 —.
185 —
P45 —

630 —

610 —
555 =

50—
e

295 —
225 —

Obr. 58: PFGE karotenogénnych kvasiniek, optimalizacia ségiar menSich kvasinkovych
chromozémov

Podmienky separacie: 1,1% gél, 150s/15hod, 200e@50 s/20hod, 300 s/2 hod; 130V

Vzorky: YCM — Yeast chromosome marker, SR — Spolarigces roseus, SSa — Sporobolomyces salmonicolor,
RR — Rhodotorula mucilaginosa (rubra), RG - Rhodda glutinis, CC1- Cystofilobasidium capiutatdi®-1-1
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Obr.59: PFGE karotenogénnych kvasiniek, optimalizacia sépiar vaSich kvasinkovych
chromozémov

Podmienky separacie: 1% gél, 150s/15hod, 200 st@6D s/20hod, 500 s/10 hod, 162 V

Vzorky: YCM — Yeast chromosome marker, RG - Rhodaf glutinis, RR — Rhodotorula mucilaginosa
(rubra), RA — Rhodotorula aurantiaca, SSa — Spmanhyces salmonicolor, SSh — Sporobolomyces shiloata

YCHM -

1,900 + 1,640 —

1,120 + 1,100 —
3455 —
915 —
B15 - e

T45 —
680 —

610 —
555 =

&0 —
ws=

295 —
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= . B Y
Obr. 60: PFGE karotenogénnych kvasiniek, optimalizacia ségiar va'Sich kvasinkovych
chromozoémov

Podmienky separacie: 1% gél@vo), 1,1% gél (vpravo), 150s/15hod, 200 s/20h&6,<220hod, 300 s/20 hod,
130V

Vzorky: YCM — Yeast chromosome marker, RG - Rhoddah glutinis, RR — Rhodotorula mucilaginosa
(rubra), RA — Rhodotorula aurantiaca, SR — Spdahygces roseus, SSa — Sporobolomyces salmonica®ir,
— Sporobolomyces shibatanus, CC1 — Cystofilobasidiapitatum 10-1-1

Po Uspesnej izol&cii intaktnej kvasinkovej DNA bplavedena analyza karyotypov metodou
pulznej elektroforézy. V ramci testovania boli opdlizované podmienky ako koncentracia
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gélu, doby pulznychtasov, vékos’ napatia. Podmienky kazdej separacie su uvedené pod
obrazkom.

Z vysledkov analyz vyplyva, Ze klepSej separadirommozomov dochadza pri 1,1%
koncentracii agar6zového gélu. ZniZzenie celkovéhpatia znizilo celkova pohyblives
mensSich chromozémov a zardévdobre separovalo ¥die chromozémy (obr. 60). Vysledky
ukazuju, Ze kvasinky rodRhodotorulamaju s rodomCystofilobasidiunvel’kostne zhodné
prvé Styri najmenSie chromozémy od priblizne 610 @b kbp. Zo separécie &&ich
chromozomov su najlepSie vidieysledky kvasinkySporobolomyces shibatanukej véké
chromozomy maju Jikosti priblizne od 815 do 1500 kbp (obr. 60). DNAtainych
kvasinkovych km#ov bola viacmenej degradovana, takze znemoznikildétvyhodnotenie.

Z vysledku pri podmienkach zniZzeného napatia jeiewvjdZe u kvasinky Rhodotorula
aurantiacaje separovanych 12 chromozomov dhkaesti 650 az pravdepodobne 1630 kbp,
kvasinka Rhodotorula mucilaginosabola separovana na 11 chromozémov o podobnom
vel'kostnom rozmedzi ako mRhodotorula aurantiacaale jednotlivé chromozémy sa liSia
svojimi ve’lkosg'ami (obr. 60). Km#& Sporobolomyces salmonicolomal svoju DNA
separovanu na 10 chromozémov od 610 az 1630 kkipna yrvy polbiad sa liSi od kmiev
rodu Rhodotorula U kvasinkyRhodotorula glutinisbola DNA ¢iasta:ne degradovana, pet
chromozomov teda nie je mozZné detailne rozptzaeSak rozmedzie Vkosti je priblizne od
610 do 1630 kbp.

Zaverom sa da povetiaze jednotlivé karyotypy karotenogénnych kvasirsakodlisné. LiSia
sa hlavne v ptie a vékosti jednotlivych chromozémov. Touto technikou tgda mozné
jednotlivé kvasinky identifikovna zaklade ich druhovej a rodovej pribuznosti.

9.6 Moznosti vyuzitia karotenogénnych kvasiniek v prax

V predloZzenej praci boli Studované rastové a prédékcharakteristiky karotenogénnych
kvasiniek niekdkych rodov. Ide o kvasinky, ktoré nepatria k tzenkernym druhom, ako
je Saccharomyces cerevisiaeich praktické vyuZitie nie je doteraz vyznammwesireneé.
AvSak ide ointenzivne Studované rody a druhy vaiawyskumu, pretoZze produkuju
mnozstvo vzéacnych a fyziologicky aktivnych metatooli Studované rodyRhodotorula
Sporobolomyces Cystofilobasidiumprodukuju pomerne vysoké mnozstvo biomasyl'pod
typu kultivacie (10-45 g/l) (Marova et al. 2012hsahuju vysoku koncentrciu proteinov (30-
37 mg/1% susiny), lipidov (11-22% susSiny) a vyznaoinlipofilnych metabolitov — hlavne
karotenoidov (provitamin A: 40-70 mg/l piadtypu kultivacie 1-2 mg/g susiny), ergosterolu
(provitamin D2: 2-8 mg/g suSiny) a ubichinonu (exiiant: 0,2-1 mg/g susiny). VSetky
uvedené vzacne lipofilné metabolity maju vyyznarfymologické &inky a su produkované
v paralelnych vetviach vSeobecnej izoprenoidnejhydrdJ karotenogénnych kmev je
regulécia produkcie tychto metabolitov vyhodn4,uikecla produkcie karotenoidov subezne
vedie k indukcii produkcie ergosterolu, takze p@dm vhodnych externych faktorov je
moZzné modulovasubezne obsah oboch tychto provitaminov v bionilsleeova et al. 2010,
Marova et al. 2012).

Vyznam biotechnologickej produkcie karotenoidnydgnpentov stale nabyva na vyzname,
hlavne Waka legislativnym obmedzeniam tykajucim sa vyuzivasyntetickych derivatov
v potravinach a doplnkoch. Doteraz ¢egtejSie vyuzivanymi prirodnymi zdrojmi karotenidov
su rastliny, ktoré vSak potrebuju pomerne diag na rast. Riasové systemy su vyhodnejSie,
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avSak okrem potreby priameho osvetlenia sa Wgdgpomerne nizkou produkciou biomasy
(cca 10 g/l). Karotenogénne kvasinky by mohlit byonkurenciou prave riasam, maju
podobné naroky na kultivaciu, ale rastu nidanasobne rychlejSie, za optimalnu prothuk
dobu produkuju minimalne 5x vySSie mnoZstvo biomadbsahujucej lmibné mnozstvo
karoténov (az okolo 70 mg/l). Produkciu pigmentevrjoZzné vyznamne ovplywhexternym
stresom, pretoZe sa vlastne jedna o obranné s&esetabolity kvasiniek. Ako substrat je
mozné vyuzivé lacné odpady. Vyvoj stratégii pre mikrobialnu prkdiu karotenoidov je
teda vysoko aktualny.

V tab. 36 su uvedené pre zrovnanie vybrané datjlgk sa produkcie karotenidov v rdznych
odpadovych substratoch (hydrolyzovanych pbeymi enzymami) vetne intenzity
ovplyvnenia produkcie. Kvasinky nielenze utilizupanoZstvo odpadovych latok, ale su
schopné pozitivne reagavana pritomno$ indukénych faktorov a produkova vysSie
mnozstva niektorych metabolitov (Buzzini 2000, M&et al. 2012).

Pokid’ sa karotenogénne kvasinky vyuZivaju ako zdrojgéidrych metabolitov, po kultivacii
nasleduje pomerne komplikovany proces (,down-stt@amolacie karotenoidov, pripadne
dalSich metabolitov, ato v maximalnom dosazitelnamozstve a s minimalnou stratou
fyziologickej aktivity. Bunky kvasiniek moéZzu By v niektorych pripadochtaZzko
degradovatelné, pretoZe bgné stena obsahuje lipoproteinové komplexy. RieSej@m
mnozno$ vyuZitia komplexnej kvasinkovej biomasy, ktor4 absje aktivhe metabolity
v prirodzenej forme, pridodzene stabilizované anksSpecialnych metabolitov obsahuje eSte
vyznamné mnozstvo proteinov a niektorych nenasytenyastnych kyselin (Boekhout 2003).
Pokid’ by takato biomasa bola produkovana na odpadovyatemaloch, mézu niektoré
z nich vyznamne prispfei k findlnej kvalite biomasy, ako priklad je moZogies’ srvatku
(tab. 37). Pre tato stratégiu je zasadny vyberdugoh produknych kmeov a podrobné
overenie ich vlastnosti.

Tab. 36: Porovnanie produkcie karotenoidov na réznych odpgdb substratoch

enzym| biomasa | B-karotén | Celkové |Priemerny
kmen  |£drojC (gl (mg/g sus)|karotenoidy | ndsobok —
(mg/g sus)| zvySenie
produkcie
karoténov
R. glutinis kontrola - 8,12 0,20 0,42 -
R. glutinis cestoviny FS 11,68 3,60 4,10 10 x
R. glutinis jablena viaknini - 9,80 0.67 3,25 5,6 X
R. glutinis pSenténa kasa AA 6,20 0,31 0,72 1,2 X
R. glutinis srvatka 6,8 0,40 0,53 2 X
S. roseus kontrola - 3,34 1,97 3,70 -
S. roseus jabléna vlaknini| - 5,20 2,98 6,50 2 X
S. roseus cestoviny - 3,70 4,77 7,23 2 X
S. roseus srvatka - 2,42 2,70 4,54 2 X
S. roseus jabléné Supk - 2,60 5,10 7,25 3 X
S. roseus jablena vlakninii PCH 3,36 3,43 4,89 1.8 x
S. roseus cestoviny PCH 3,80 4,31 6,45 2 X
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S. roseus cestoviny AP 3,82 2,99 6,14 1,7 x
S. roseus pSenéna kasa AP 3,97 3,74 5,60 2 X
S. roseus cestoviny FS 5,30 3,60 4,20 1.3x
S roseus jablena vlaknini| AP 4,02 2,54 3,90 1.2 x
S. roseus pSenéna kasSa PCH 4,46 2,10 2,95 1.1x
S. roseus jablena vlaknini| AA 4,50 3,21 7,70 2.2 X
C. capitatum |kontrola - 5,50 0,13 0.48 -
C. capitatum |pSenéna kaSa FS 4,62 0,18 0,77 1,6 X
C. capitatum |cestoviny PCH 3,50 0,67 1,05 2,2 X
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Legenda: FS-Fusarium solani PCH — Phanerochaete chrysosporiunAA- Alternaria
alternatg AP —Aureobasidium pullulans

Z doterajSich vysledkov ziskanych v predloZenejciptiav predchadzajucich Studiach je
patrné, Ze vSetky Studované ,red“ kmene vyuZivaliermativne zdroje Zivin detne
lignocelul6z, glycerolu, vlakniny a pod. Na odpadge produkcia biomasy nizSia alebo
rovnaka (10-45 g/l) ako v optimalnych podmienkaglukéza), produkcia metabolitov moéze
byt az niekdkonasobne vysSia. Karotenogénne kvasinky patrigidotvornym druhom,
produkuju v zavislosti na druhu 15 — 23% lipidogusine a toto mnozstvo je mozdélej
indukova zloZenim kultivéného média. ZloZenie mastnych kyselin karotenoggnny
kvasiniek bolo rovnako podrobne tudova@érfik 2013).

Tab. 37: Produkcia karotenoidov niektorymi krmei kvasiniek — porovnanie vysledkov
niektorych autorov

kmen Zdroj uhlika | Typ Susina | Karotenoidy | Karotenoidy | Reference
kultivacie | (g/l) (mg/g) (mg/l)
R. glutinis Glukoza Batch 37,2 0,5 17,9 Marova
2012
R. glutinis Srvatka Batch 44,6 1,6 66,3 Marova
2012
R. glutinis Ceredlie Batch 34,1 1.4 45,7 Marova,
2012
R. Zemiaky Batch 30,1 1,7 55,9 Marova
mucilaginosa 2012
R. glutinis 32| Glukdza Batch 23.9 54 129,0 Bhosale,
2005
R. glutinis 32| Melasa Fed-batch 78,0 2,4 183,0 Bhosalg,
2005
R. glutinis Glycerol Batch 29,9 1,7 48,2 Petrik,
2013
S. roseus Hydrolyzat Batch 4,2 1,5 Petrik,
slamy 2013
S. roseus Hydrolyzat Fed-batch| 41,2 0,8 30,5 Petrik,
kavy 2013
S. shibatanus Lignocelulézal Batch 5,4 0,5
ihlicie
C. capitatum| Repkovy Batch 8,7 0,9
odpad

Kvasinkova biomasa sa vyuzZiva celosvetovo uz dlbliudako komplexny zdroj Zivin a
Specifickych metabolitov. Bolo popisané mnoZstvdermyslovych aplikacii. Svetova
produkcia kvasinkovej biomasy dosahuje cca 0,4 tmil, prcom najmenuj 50% predstavuje
biomasaS. cerevisiaeNa trhu su k dispozicii fortifikované doplnky mézeS. cerevisiae
obohatené o rézne vitaminy a mineraly (Fe, Se, @mjpxidanty, tiez karotény, koenzym Q
atd’. Tieto preparaty sa bezne pouzivaju pre humaniicaie.

Jednym z hlavnych vyuZziti kvasinkovej biomasy jeiXiyie ako zdroj bielkovin (,single cell
protein“ SCP).S. cerevisiaeobsahuje 45 - 53% proteinov v suSine a je tak kexmym
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zdrojom v3etkych exencidlnych aminokyselibalej obsahuje biomasa vysoké mnoZstvo
ergosterolu, k jeho produkcii sa i vyuziva. Obsahugak minimumdalSich Specifickych
latok. Vyhodou je potvrdend nepatogenitac¢ivdudskému a Ziv&Snému organizmu
(Boekhout 2003).

PredloZen& praca sa zabyva tiez moZoogotencialneho posudenia vyuZitia biomasy menej
obvyklych rodov, hlavheRhodotorula, Cystofilobasidiurk produkcii obohatenej biomasy.
Boli prevedené niektoré analyzy obsahu aktivnyctoklg ktoré su zhrnuté v tab. 38.
(kultivacia bola prevedena v Erlenmeyerovych bahkac

Obsah proteinov v karotenogénnych kvasinkach sgtuid okolo 30-38% proteinov/sus. Je
to sice nizSia hodnota nez u kvasink§accharomyces cerevisjaeale biomasa
karotenogénnych kvasiniekalej obsahuje 15-23% lipidov/sus. (,single cell“o8CO).
Mastné kyseliny obsiahnuté v neutralnych lipidogichto kvasiniek su zastupené hlavne
kyselinou palmitovou, olejovou, linolovou a aradhidvou Certik 2013) v pomere cca 25-
45% SFA a 50-55% UFADalej biomasa karotenogénnych kvasiniek obsahujeotfiekrat
spominané prirodzene stabilizované aktivne latkpajmenej 0,4 — 1,5 mg karoténov/g
susiny, 1 mg ergosterolu/g suSiny a 0,1 -0,8 mghibonu/g suSiny. Vyhodou je vysoka
produkcia biomasy a kratka gen&ra doba (tab. 38).

Tab. 38: Charakterizacia kvasinkovej biomasy karotenogéntkyetsiniek

parameter R. glutinis C. capitatum

Zivé mrtveé Zivé mrtve
Obsah proteinov v su$.30,5 31,7 34,5 37,5
(% sus)
Obsah lipidov v sus. | 15,5 22,5
(%)
Antioxidatna aktivita | 5,38 7,08 3,57 4,99
(mg TAEC/g sus)
B-karotén (mg/g sus) | 0,23 0,38 0,90 0,62
Celkové karotenoidy | 0,31 0,78 1,07 0,85
(mg/g sus)
Ubichinon (mg/g sus) | 0,09 0,11 0,80 0,55
Ergosterol (mg/g sus)| 1,02 1,02 1,18 1,05

Obr. 58: biomasa karotenogénnych kvasiniek

Obohatena biomasa kvasinkghodotorula glutinissa uz vyuziva pre krmivské &ely ako
prisada. Problémom SirSieho vyuzitia obohatenembiy karotenogénnych kvasiniek pre
humanne &ely vSak zostava potencialna patogenita niektodyciov. Cez to vSetko vSak su
karotenogénne kvasinky vSeobecne uvadzané jakdawpme preéloveka, existuju niektoré
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Studie popisujuce infekciu tymito knweai u imunosuprimovanych jedincov (Papadogeorgakis
1999) RieSenim je pouzitie Setrne inaktivovanejrtasy,co je mozné previgszahriatim na
85°C po dobu 20 min. Bolo overené, Ze tento zaknohkky nepeZziju, ale obsah aktivnych
latok i celkova antioxid&na aktivia buniek zostava i po inaktivacii zachcdvaRarametre
charakterizujlice inaktivovanu biomasu su uvedetadw’ke 38.

Z uvedenych udajov je jasne, Ze karotenogénne mdaasnézu by vhodnym zdrojom pre
biotechnologicku produkciu jednotlivych karotenoggch pigmentov i celej skupiny lipidov,
ergosterolu a ubichinonu. Perspektvine je tieZ nm#dne vyuzitie obohatenej kvasinkovej
biomasy, ktoré vSak bude vyZzaddvaste d'alSie testy za delom overenia bezprého
pouZzitia.
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Cielom dizerténej prace bolo Stadium regulacie biotechnologickepdukcie
karotenoidov a vybranych lipidickych latok pomoceéarvenych kvasiniek rodov
Rhodotorula Sporobolomyces aCystofilobasidium Aby sa zvySil v§aZzok
karoténovych pigmentov a zardvea znizila cena biotechnologického procesu, prace
boli zamerané na optimalizaciu podmienok kultiva@eli Studované efekty takych
faktorov, ako koncentracia nutniych zdrojov, mineraly, vitaminy, teplota, svetlo,
stres vplyvajuce na bubtmy rast avyazky sledovanych metabolitov. Zmeny
produkcie biomasy a zmeny prebiehajuce v bunkachsikiek boli sledované
pomocou rastovych charakteristik a morfologickychakov, predovsetkych na
metabolickej urovni. Bol sledovany vplyv podmienno& mnozstvo produkovanych
karotenoidov, ergosterolu pripadne ubichinonu.

Ako potencialne zdroje uhlika a dusika bolo testgea mnozstvo zdrojov z agro-
priemyselnych odpadovych materialov, ktoré boliZtienodifikované pomocou
extracelularnych enzymatickych preparatdv komegnych enzymov. Po pouZziti
enzymovej hydrolyzy sa do prodirkych médii uvénilo viac monosacharidov
utilizovatd’nych kvasinkami z komplexnych sacharidovych zdrojoviez boli

Studované moznosti vyuzitia lignocelulézovych odpad a posudené efekty
potencialnych toxickych zloziek odpadov na rast,tabelicki aktivitu aktivitu

a vywazky. V mediach boli monitorované zmeny koncen&ésubstratu pomocou
spektrofotometrickych technik a zmeny zloZzenia kiexpych sacharidovych
cerealnych substratov pomocou kvapalinovej chrografe s refraktometrickou
detekciou (RP-NH2/HPLC/RI).

V praci boli prevedené kulti¢aé experimenty na nehydrolyzovanych odpadovych
materialoch s dvoma typmi repkového substratudigiasa obsahom lipidov. Najskor
boli stanovené rastové charakteristiky. Zistilo Zakrivky maju prevazne dvojfazovy
charakter rastu,éo odpoveda postupnej konzumacii endogennych subgtra
v neskorSej stacionarnej faze rastu. MnoZstvo bsymanetabolitov je niZSie nez
u glukézovych médii, avSak priebeh produkcie viatceje kopiruje priebeh
produkinych vlastnosti na glukdze. V samotnych kultiwvech experimentoch sa do
produkinych medii pridaval repkovy substrat s glukézoubznych pomeroch.
Sledoval sa vplyv odpadového substratu na préuikvliastnosti kvasinkovych
kmeiov. Tieto vlastnosti sa od seba liSili druhovo.i@&b kvasinkaRhodotorula
glutinis mala najvySSie produkcie metabolitov i biomasy é&dmch s pridavkom
repkového substratu o koncentracii 25% z celkowlhikatych zdrojov, u kvasinky
Sporobolomyces roseus bolo v médiu s 50% koncentraciou repky. V tomtédiu
boli produkcie karotenoidov dvojnasobné v porovnargluk6zovym kontrolnym
médiom. ZvysSujuce sa koncentracie repkového subistnaju skor inhikiny efekt na
rast i samotnu produkciu metabolitov pravdepodokwméli obsahu antinuténych
latok.
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Daldie experimenty boli zamerané na kultivaciu kemogénnych kvasiniek na
hydrolyzovanych odpadovych materialoch. Odpadovéeri#y boli hydrolyzované
pouzitim kometnych enzymovych prepardtov a extracelularnych ewzym
izolovanych z plesniFusarium solaniaPhanerochaete chrysosporiunProdukcia
biomasy bola na odpadovych substratoch hydrolyzgstars kometnymi enzymami
prevazne nizSia nez v kontrolnych médiach. Kmenak vpreferovali utity typ
pouzitého substratu. Kvasink@ystofilobasidium capitatun@a Rhodotorula glutinis
lepSie vyuzivali cestovinové aryzové substraty rblygované preparatom AMG,
zatid’co Rhodotorula mucilaginosaaRhodotorula aurantiacacestoviny a ryzu
hydrolyzovanu preparatom Novozym 188. V tychto maéldiboli dosiahnuté najvyssie
produkcie karotenoidov i majoritného pigmeffitkaroténu (516 ug/g susS. u kvasinky
Rh. mucilaginosa V médiach s odpadovymi substratmi  hydrolyzovanym
expracelularnymi enzymami z plesni bola produkd@mmasy nizka pravdepodobne
z dévodu nizkej koncentracie uirenych jednoduchych sacharidov z komplexnych
substratov. |tu kvasiniky preferovali dity substrat hydrolyzovany &itymi
enzymami. KvasinkyC. capitatum, Rh. aurantiaca a Rh. mucilaginodasiahli
najvysSie produkcie pigmentov v médiach s p&gmi otrubami hydrolyzovanymi
tiez dobre vyuZivala ryZzovy substrat, kde boli dbsuté zvySené produkcie
karotenidov i lipidickych latok. Vo viacerych médi boli zvySené produkcie
celkovych karotenoidov, avSak produkdiZkaroténu bola nizkaio svedi o zmene
metabolizmu syntézy pigmentov v zavisloti od typtrigného zdroja.

K ziskaniu nadproduiych kmeiov boli testované aj adagt@ procesy a mutaé
experimenty na kvasinkach. K priprave mutantov hglazitd nahodna mutagenéza
pomocou alkylanych cinidiel. Vybrané neupravené aj hydrolyzované odpaédo
materialy boli testované k selekcii nadprodiukch kvasinkovych kmeov (glycerol,
vajeiné nehydrolyzované cestoviny, hydrolyzované cesiow hydrolyzovana ryza).
U vSetkych odpadovych substratov vSeobecne nebabrpeany vyrazny narast
biomasy oproti kontrolnym meédiam s nemutantnymi kme kvasiniek. Mierne
zvySené produkcie boli sledované hlavne u odpadowsubstratov ako je glycerol
a hydrolyzované cestovinyi ryZa. Mutanti kvasinkySporobolomyces roseusa
prejavili ako najlepsi producenti karotenoidov @8 mg/g sus. p-karoténu cca 1,5
mg/g suS. Tento knitebol najlepSim producentom i lipidickych latok -gesterolu
a koenzymu Q. U mutantnych kvasinkovych ke rodu Rhodotorula a
Cystofolobasidium selektovanych na hydrolyzovanych cestovinach dixdia
k nadprodukcii pigmentov prevazne v médiach, kdavinym zdrojom uhlika bola
glukéza. Rovnako to bolo aj v produkcii koenzymu Kde na produinom médiu
s obsahom glukézy mutantny kin€ystofilobasidium capitaturi0-1-1 dosiahol az
40-krat vySSiu produkciu v porovnani s kontrolnyrédiom.

V dalSej casti kultivaénych  experimentov  bol testovany hydrolyzovany
lignocelulézovy materidl vyuzivany prevazne na Wjgrobiopaliv ik produkcii
karoténovych pigmentov. Lignocelul6zové materalyasiné odpadové subtraty, ktoré
po hydrolyze obsahuji mnozZstvo inkilych latok vplyvajucich na rast kvasiniek.
Z vysledkov vSak vyplyva, Z&ervené kvasinky su schopné vyuzivdento material

125



*

a produkova dokonca zvySené mnozstva sledovanych metabolitaavislosti na
koncentracii pouzittho materialu. Z testovania vply hlavnych inhibitorov
obsahnutych v hydrolyzate sa zd& Wyrfural kritickou latkou inhibujicou samotny
rast buniek. Vuzitim vhodnej detoxik@e] metdédy na odstranenie tejto latky
z hydrolyzatu moéZzu hiykvasinky jednym zolsibnych mikroorganizmov vyuZzivanych
ku kometnej produkcii pigmentov, sterolowi obohatenej biomasy pomocou
lignocelulézového borovicového materialu ako laangtiroja uhlika.

V d’alSej casti prace boli na monitoring komplexnych metabglah zmien

v kvasinkovych bunkach vyuzité techniky ako PCRolymerazova réazova reakcia,
DGGE - denaturma gradientova gelova elektroforéza a PFGE - pulgelva
elektroforéza. Analyza Specifickych konzervovanysiekov rDNA, konkrétne D1/D2
oblag’ ribozomalnej 26S podjednotky a ITS regionu, bakvadzana v spojeni PCR s
DGGE. Analyzy celkovych karyotypov karotenogénnysasiniek boli realizované
pomocou PFGE. Najskor boli optimalizované PCR reakicmetdéda DGGE. Ako
optimalne denatutmé rozmedzie bolo stanovené 30-45% gradient deatatioch
¢inidiel, doba separécie 6 hodin. Z vysledkov DGG&ifov pre analyzované oblasti
rDNA vyplyva, Ze vSetky karotenogénne kvasinkovéekm maju v tychto usekoch
vel’mi podobné sekvencie. Vynimku tvori kinBporobolomyces roseuBri sledovani
DGGE profilov mutantnych knmigv bolo zistené, Ze ndhodna mutagenéza nezasiahla
sledované Useky rDNA okrem mutantného nadprodéko kméa Sporobolomyces
roseus kde ina pozicia fragmentu DNA nazoaala zmenu v sekvencii daného useku.
K ur¢eniu karyotypov karotenogénnych kvasiniek bola roptizovana izolacia
intaktnej chromozomalnej DNA, k separacii samotngtitomozomov pulznéasy,
doba separécie, e’ napatia. Idealne podmienky boli stanovené na eélldnbu
separacie 75 hodin, s parametrami 150s/15hod, 200i@d, 250 s/20hod, 300 s/20
hod; 1% agardzovy gél a napatie 130 V. Pri tychidmnpienkach bolo separovanych
12 chromozomov kvasinkihodotorula aurantiacall chromozomov u kvasinkgh.
mucilaginosa 10 chromozémov u kvasink$. salmonicolar Z vysledkov je zrejmé,
Ze jednotlivé karotenogénne kvasinky sa od sebiduwdlroznou vEkos'ou i paitom
chromozomov. Na zaklade tejto techniky je teda réojaunotlivé kmene od seba
odlisit’.

V ramci prace bolo otestované vyuzitie Ramanovekspmetrie a fluorescenej
mikroskopie k rychlej detekcii sledovanych metatmslia vyznamnych lipidov pas
kultivacii karotenogénnych kvasiniek. Detekciadigv prebiehala farbenim Nilskou
cervaiou a sledovanim pod fluoreséaym mikroskopom,dalej bola potvrdend

i pouzitim Ramanovej mikrospektrometrie spolu skeibu p-karoténu na zaklade
pomeru Specifickych pikov v Ramanovom spektre. Reowa spektrometria ma
znane vyuzitie pri selekcii km@v kvasiniek pre produkciu lipidov na vyrobu vyssej
generacie biopaliv a r6znych potravinovych doplnkov

Aplikované vystupy z tejto prace mdézu tbyyhodné ekonomicky i ekologicky.
Pouzitie lacnych odpadovych substratov a jednodtithyodifikacii na jednotlivé
komponenty média jednak zniZitadenie Zivotného prostredia odpadmi, a zatove
znizi naklady na priemyselnu biotechnologickl piadu vybranych metabolitov.
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Biotechnologické vyuzitie tychto Specifickych kagnbgénnych kvasinkovych
kmeiov ma svoje vyhody aj v pouZziti obohatenej kvasugidiomasy v krmivarskom
priemysle, samotné pigmenty, provitaminy a vitamirsl vyuZivané vo
farmaceutickom a potravinarskom priemysle.
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12 ZOZNAM SKRATIEK A SYMBOLOV

uv
MS
PDA
RI
APCI
ESI
LC
HPLC
UPLC
HMG-CoA
RG
CcC
SR
RA
RM
SSh
SSa
SC
AA
FS
AP
PCH
AMG
Novo
H

Al
DGGE
PCR
PFGE
YCM

Ultra-violet = ultrafialové svetlo
Hmotnostna spektrometria
~Photo-diode array” (detektor diodovéhd’ap
refraktometricky detektor
Chemické ionizécia v atmosférickoaktl
lonizécia elektrosprejom
Kvapalinova chromatografia
Vysoko-dinna kvapalinova chromatografia
Ultra vysoko-tlaké kvapalinova chromatogaf
B-hydroxy-methylglutaryl-CoA
Rhodotorula glutinis
Cystofilobasidium capitatum
Sporobolomyces roseus
Rhodotorula aurantiaca
Rhodotorula mucilaginosa
Sporobolomyces shibatanus
Sporobolomyces salmonicolor
Saccharomyces cerevisiae
Alternaria alternata
Fusarium solani
Aureobasidium pullulans
Phanerochaete chrysosporium
komegny enzym AMG
kometny enzym Novozym 188
tekuty hydrolyzat z borovicového materialu
nadhodne vyselektovana kol6nia mutantnéhorlane
denatukaa gradientova elektroforéza
polymerazovétazova reakcia
pulzna elektroforéza
yeast chromozome marker (Standart pre PFGE)
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