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ABSTRAKT

Karotenoidy su prirodzene sa vyskytujice farbiva rastlinnych pletiv, ktoré su produkované
aj mikroorganizmami. Nachadzaji svoje uplatnenie predovSetkym v potravinarskom
priemysle, ale taktiez aj v chemickom, farmaceutickom ¢i kozmetickom priemysle.
V stcasnosti je izoldcia karotenoidov z rastlinnych materidlov vyrazne regulovana
legislativou, preto sa kladie doraz na Stadium ich produkcie pomocou mikroorganizmov.
Zaroven sa tato vyroba uprednostiiuje pred vyrobou syntetickych karotenoidov.

Tato diplomova praca bola ponatd ako porovnavacia Studia karotenogénnych kvasiniek
patriacich do rodov Rhodotorula, Sporobolomyces a Cystofilobasidium, u ktorych bola
zistovana schopnost’ vyuzitia r6znych odpadovych substratov ako zdrojov uhlika, dusika
a ostatnych nutri¢nych faktorov pre produkciu karotenoidov.

V praci boli optimalizované podmienky nahodnej mutacie kvasiniek. Na vybrané kmene
boli aplikované rézne koncentracie chemického mutagénu ethylesteru kyseliny
methansulfonove; (EMS) za ucelom zvysSenia produkcie karotenoidov a sledovanych
lipidickych latok. Mutagenéza a selekcia mutantnych kmenov bola prevedena na odpadovych
substratoch ako je glycerol, vaje¢né cestoviny a vajecné cestoviny hydrolyzované pomocou
extracelularnych enzymov z vybranych plesni. U vybranych mutantnych kvasinkovych
kmenov, ktoré vykazovali nadprodukéné schopnosti, bola prevedena kontrola Specifickych
casti DNA metodou DGGE - denaturacnej gradientovej gélovej elektroforézy. DNA
mutantnych kmeniov bola porovndvana s DNA kmenov nemutovanych.

Zvysena produkcia B- karoténu bola dosiahnutd u mutantného kmena Sporobolomyces
roseus (az 1,55 mg/g suSiny), a to v pripade pouzitia glycerolového, cestovinového i
hydrolyzovaného cestovinového média. U mutantnych kvasiniek rodu Rhodotorula bola
charakteristickd nadprodukcia karotenoidov najcastejSie iba v pripade pouzitia klasického
gluk6zového média. Mutanty kvasinky Cystofilobasidium capitatum nevykazovali narast
biomasy, no na druhej strane doSlo pocas ich kultivacie k miernemu zvySeniu produkcie
karotenoidov, najmad pri pouZiti cestovinového média hydrolyzovaného enzymovym
preparatom pripravenym z plesne Fusarium solani.

V praci bolo potvrdené, Ze pomocou nahodnej mutagenézy je mozné vyselektovat’ kmene
schopné vyuzivat s vyhodou odpadné substraty, najmd hydrolyzované cestovinové odpady.
U mutantnych kmetiov bola pozorovand zvySena produkcia karotenoidov, ¢o umoziuje
efektivne vyuzitie lacnejSicho substratu a siasne znizenie negativneho vplyvu odpadov na
zivotné prostredie.

KLEUCOVE SLOVA
karotenoidy, ¢ervené kvasinky, odpadné substraty, mutagenézia



ABSTRACT

Carotenoids are naturally occurring pigments of plants also produced by microbes. The
area of their application concerns mainly food industry; however, they are used in chemical,
pharmaceutical, and cosmetics industry as well. Currently, the isolation of carotenoids from
plants is markedly regulated by legislation, so the study of their production is greatly
emphasised, where the microbiological, instead of the synthetic, production of carotenoids is
being prioritized.

This work was made as a comparative study of carotenogenic yeasts of the genes
Rhodotorula, Sporobolomyces, and Cystofilobasidium. Their ability to use various waste
substrates as a carbon and nitrogen source and source of other nutrition factors was tested. In
this work, conditions of random mutagenesis were optimized. Particular yeast strains were
also subjected to the effect of mutagen ethyl methanesulfonate (EMS) in order to increase the
production of biomass and specific metabolites — carotenoids and other lipid-soluble
substances. Random mutagenesis and mutant strain selection was performed using waste
subtrates as glycerol, pasta and some pasta hydrolyzed by fungal extracellular enzymes.
Subsequently, a control of specific DNA sequences in pigments overproducing mutants was
analyzed by PCR/DGGE (denaturating gradient gel electrophoresis).

Increased production of B-carotene was achieved in a mutant of Sporobolomyces roseus
strain growing on glycerol, pasta, and hydrolyzed pasta. Overproduction of carotenoids by
mutant strain of Rhodotorula glutinis was observed in glucose medium only. Mutants of
Cystofilobasidium capitatum exhibited a decrease of biomass production; on the other hand,
the production of carotenoids increased especially in pasta medium hydrolyzed by enzyme
preparative from Fusarium solani.

In this work it was confirmed that using random mutagenesis strains capable to utilize
waste substrates can be selected. In mutant strains increased carotenoids biosynthesis was
observed, which enables effective use of cheap substrates and reduction of the negative
effects of wastes on the environment.

KEYWORDS
carotenoids, red yeasts, waste substrates, mutagenesis
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1 UVOD

Karotenoidy patria medzi najrozSirenejSie prirodzene sa vyskytujice pigmenty, ktoré
sposobuju zIté az Cervené sfarbenie jednak v mikrobiologickej, rastlinnej i zivo¢isnej risi.
Svoje uplatnenie nasli vo farmacii ako nutricné doplnky a zdroje vitaminov skupiny B,
provitaminu A (B-karotén)a D (ergosterol), v potravinarskom a krmnom priemysle ako
potravinové farbiva ¢i ako prisady do krmnych zmesi. Vlastnosti a sfarbenie karotenoidov
priamo suvisi s ich chemickou Struktarou.

O karotenoidy je vel'ky zdujem a z toho dovodu, ze st to vyznamné antioxidanty, ktoré st
schopné redukovat’ mnozstvo volnych radikalov. Rastliny a mikroorganizmy tak chrania pred
UV zZiarenim a su dolezitou sucastou ich fotosyntetického aparatu. U l'udi pdsobia
preventivne voci civilizaénym ochoreniam, zmieriiuji priznaky chronickych ochoreni,
roznych druhov rakoviny, vyuzivaji sa k liecbe kardiovaskularnych chorob a spomaluju
proces starnutia.

Ich najvacsimi zdrojmi su rastlinné tkaniva, niektoré druhy ovocia a samozrejme aj
mikroorganizmy ako baktérie, riasy, plesne a vV neposlednej rade aj kvasinky. Karotenoidy su
vyrabané priemyselne chemickou syntézou, ide vSak o pomerne drahi a naro¢ni vyrobu,
ktora je spojend s mnohymi technologickymi problémami a prisne regulovana legislativou.
Preto sa vaj sucasnej dobe hladaju nové sposoby a postupy biotechnologickej vyroby
karotenoidov za pomoci mikroorganizmov, ktoré by boli schopné premenit’ rozne substraty na
karotenoidné farbiva.

Medzi potencidlnych priemyselnych producentov karotenoidov sa radia aj cervené
kvasinky. Akumulaciou karotenoidnych pigmentov st zname kvasinky triedy Basidiomycetes,
do ktorej patria napr. rody Rhodotorula, Sporobolomyces, Cystofilobasidium
a Xanthophyllomonas. Ide o0 pomerne Tahko kultivovatelné rody, ktoré st komercéne
vyuzivané k produkcii B-karoténu, astaxantinu a inych pigmentov.

Diplomova praca bola zamerand na vyuzitie niektorych typov odpadnych substratov ako
nutriénych zdrojov k produkcii vybranych kvasinkovych metabolitov za pouzitia mutacii
i enzgymovej hydrolyzy. Hladalo sa také zloZenie odpadového média, ktoré by viedlo ku
zvysenej produkcii karotenoidov €1 obohatenej biomasy a zaroven by negativne neovplyvnilo
rast buniek. Bolo pouzitych Sest kmenov karotenoidnych kvasiniek, ktoré boli kultivované
v troch sériach a bola navzidjom porovnana ich produk¢nd charakteristika. Kvasinky boli
taktieZ podrobené nahodnej mutacii alkylaénym ¢inidlom a bol zisteny vplyv ndhodnych
mutacii na produkciu karotenoidov a d’alsich lipidickych latok.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kvasinky ako producenti karotenoidov

Kvasinky charakterizujeme ako heterotrofne eukaryotné mikroorganizmy, ktoré radime
medzi huby. Pomenovanie kvasiniek vystihuje ich schopnost’ skvasovat’ cukry na etanol
a oxid uhli¢ity. Zvycajne sa vyskytuju bud’ ako jednobunkové organizmy alebo vo forme
vlakien. Rozmnozuju sa zvycajne pucenim alebo priehradkovym delenim, nie su schopné
fotosyntézy a na tuhom zivnom médiu vytvaraju kolénie. Maju pevnu bunkovi stenu a za
zakladny tvar buniek kvasiniek sa povazuje elipsoid. Napriek tomu vSak bunka kvasinky
mdze mat aj rozmanité tvary ¢i velkost, Co savisi sjej taxondmiou, spdsobom
rozmnozovania, prostredim, v ktorom sa nachadza ¢i s vekom bunky [1].

Na zéklade sacharolytickych schopnosti byva vyskyt kvasiniek zvycajne tzko spity
s materialmi obsahujucimi cukry, ako bobulové a kostkové ovocie, cukrové plodiny, no
vseobecne su v prirode vel'mi rozsirené a nachddzaju sa aj v pdde, vode ¢i v ¢revnom trakte
l'udi, zvierat i niektorého hmyzu.

Jednym z najddlezitejSich a najCastejSich producentov karotenoidov z radu kvasiniek su
rody Rhodotorula, Sporobolomyces, Cystofilobasidium, Xanthophyllomonas. Tieto
mikroorganizmy obsahuju vnutrobunkové karotenoidy, ktoru sfarbuji bunku i celé kolonie
Zlto, oranzovo az syto ruzovo. Patria medzi bazidiomycetné kvasinky a maji prisne aerébny
metabolizmus [1]. NajznamejSie pigmenty produkované tymito kvasinkovymi kmeiimi sa f3-
karotén, y-karotén, torulén, torularhodin a astaxanthin, pri€om najvyznamnej$im producentom
je prave rod Rhodotorula [2, 3].

2.1.1 Vybrané kvasinky produkujuce karotenoidy

Rod Rhodotorula je rozsireny po celom svete ¢o zabezpecuje jeho nenaro¢nost’ na Zivotné
podmienky a mozno ho vyizolovat zvody, zo vzduchu, pody ale aj zpovrchu rastlin
aroznych casti ZivociSneho tela. St schopné prispdsobit’ sa Sirokému spektru uhlikatych
zlucenin, komplexov, a ¢asto aj odpadnym substratom. Vyskytuji sa najmi v prirode na
roznych organickych latkach. Kvasinky rodu Rhodotorula st velmi dobre identifikovatel'né
vd’aka charakteristickej Cervenej karotenoidnej pigmentacii. Schopnost’ prislusnikov rodu
rozmnozovat’ sa aj v pddach bez zdroja dusiku podporuje prave ich lipidotvornost’; dochadza
ku hromadeniu zna¢ného mnozstva tuku v bunkach (az 60 % susSiny). Tato vlastnost’ by sa pri
spravnom usmerneni a podmienkach kultivacie mohla vyuzit' k ziskaniu lipidov s vhodnym
obsahom mastnych kyselin doélezitych pre vyzivu Zivo€ichov a tieZ aj s obsahom proteinov
bohatych na pritomnost zakladnych aminokyselin. Vyznamné kvality tohto rodu su
vyuzivané pri réznych vyskumoch po celom svete [1, 4].

Rhodotoruly maja gul'ovité az elipsoidné bunky, ktoré su vd’aka obsahu karotenoidnych
farbiv chranené pred posobenim nebezpecného ultrafialového ziarenia zo slnka. St sfarbené
cervenofialovo, oranzovo az zIto. Tento rod netvori endospory ¢i in€ spory a ani
pseudomycélium. Vel'mi zriedka sa mozu vyskytnut’ vlaknité bunky patriace dikaryonovému
mycéliu s prichradkami. Tu sa vSak jedna o samosporotvorny druh rodu Rhodosporidium.

Niektoré kmene moézu byt za urcitych podmienok patogénne a v extrémnych pripadoch
sposobit’ ochorenia l'udi i zvierat a niektoré su schopné Stiepit’ derivaty benzénu [1].



Na agare vytvaraji hladky, leskly a slizovity pomaran¢ovy az lososovy nater z ucelenymi
okrajmi kolonii. Naopak v kvapaline vytvaraju svetloruzovo az krémovo sfarbeny sediment ¢i
prstence. Sfarbenie je zavislé od zlozenia zivnej pddy.

Rod Rhodotorula nezkvasuje ziadne cukry a ma silne vyvinuty pentézovy cyklus
vyuzivania glukozy [1, 5].

NajcastejSie sa vyskytujicim druhom je predovsetkym Rhodotorula glutinis, ktora
obsahuje predovsetkym pigmenty torulén a torularhodin. Medzi dalSie druhy rodu
Rhodotorula patri napriklad aj Rhodotorula aurantiaca a Rhodotorula mucilaginosa (rubra).

Obrazok 1: Krizovy nater druhu Rhodotorula aurantiaca

Rod Sporobolomyces sa najCastejSie vyskytuje na listoch stromov a na inych rastlinach
odkial' sa dostava do tectcich 1 stojatych vod. Vyskytuji sa vo fylosfére a v atmosfére.
Vytvaraju bohaté mycélium, pricom niektoré tvoria pravé mycélium, iné pseudomycélium. Su
¢astymi kontaminantmi rastlinného materialu, réznych potravin i vinarskych zariadeni.

Tento rod taktiez nemda kvasné schopnosti a vytvara zIté az syto ruzové koldnie prave
v dosledku pritomnosti karotenoidov. Kolonie st drsné a ploché, vicsSinou silno zvrasnené
a akoby poprasené, ¢o je sposobené balistosporami. Balistospory su exospory na tenkych
stopkach, tzv. sterigmatach, z ktorych st vystrelené a padaji zvicsa spét’ na koloniu a okolo
nateru vytvaraju sekundarne kolonie.

Bunky maju opét’ gulovity, elipsoidny az pretiahnuty tvar. V kvapaline ¢asto sedimentuju
a vytvaraju hruby prstenec[1, 2, 4].

Medzi najznamejSie druhy, patriace k tomuto rodu patri Sporobolomyces roseus,
Sporobolomyces shibatanus a Sporobolomyces salmonicolor.

Obrazok 2: Krizovy nater druhu ! Sporobolomyces shibatanus (vlavo) a Sporobolomyces
roseus (vpravo)
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Dal§im rodom produkujiicim karotenogénne pigmenty je Cystofilobasidium, ktorého
jednotlivé druhy boli izolované =z planktonu v ocednoch. Tento rod je zaujimavy
jednobunkovym, neseptovanym typom bazidia, tzv. holobazidiom. Taktiez sa vyznacuju
tvorbou filobazidii, ¢o st holobazidia s tizkou centralnou oblastou a zva¢senym vrcholom [6].

V sucasnosti sa do tohto rodu zarad’uju Styri druhy Cystofilobasidium capitatum,
Cystofilobasidium  bisporidii, Cystofilobasidium infirmominiatum a Cystofilobasidium
ferigula. Je u nich zaujimavé, Ze jednotlivé druhy sa odlisuju farbou nateru a tiez zivotnym
cyklom. Prvé tri vymenované druhy su charakteristické oranzovym sfarbenim, zatial' Co
Cystofilobasidium ferigula je typicky skor krémovou farbou. Koldonie st charakteristické
lesklym a hladkym povrchom, v kvapaline sa zvyCajne tvori sediment a tenka kozka. Druh
Cystofilobasidium capitatum je homotalicky druh, ktori tvori jednojadrové mycélium a je pren
typické Cerveno - Skoricové sfarbenie kolonii.

Vsetky tieto Styri druhy obsahuju v bunecnej stene xyloézu, st schopné produkovat’ latky
podobné Skrobu a utilizovat’ glukuronat [6].

Obrazok 3: Krizovy nater druhu Cystofilobasidium capitatum

Nemenej dolezitym rodom kvasiniek produkujucich karotenoidy je rod Phaffia, ktorého
najznamej$im a najvyznamnejSim predstavitelom je druh Phaffia rhodozyma alebo aj
Xanthophylomyces dendrorhous, ktorej hlavnym produktom je astaxanthin sluziaci ako
antioxidant, ktory chrani bunky proti radikdlom kysliku, ktoré moézu vyvolat’” poskodenie
DNA a oxidaciu proteinov. Taktiez vd’aka tomuto vysokému obsahu karotenoidov su dolezité
pre vyzivu hydiny a lososov ako doplnky stravy zabezpecujuce lepSie sfarbenie jednak mésa
aj lepsie sfarbenie Zitka. Nevytvaraju balistokonidie, ani dikaryonové mycélium a ani
promycélium [4].

St schopné rast’ na Sirokom spektre uhlikatych zdrojov.

Ich bunky st elipsoidné a na Petriho miskach vytvaraji oranZovo-Cervené, hladké kolonie.
V kvapalnom médiu vytvaraju kozku, i prstenec, i sediment. Bunky st usporiadané v paroch
alebo retiazkach a st vel'mi naro¢né na kultiva¢né prostredie.

Na rozdiel od ostatnych cervenych kvasiniek su schopné skvasovat’ cukry a taktiez sa
odlisuju vysokym podielom cukrov a tukov [2, 7].

212 Biotechnologicka produkcia karotenoidov

Okrem karotenogénnych kvasiniek sa na produkciu karotenoidov v priemysle vyuzivaji
predovsetkym rastliny, no v poslednej dobe sa vyskum vyznamne zameriava aj na vyuzitie
mikroorganizmov ako su riasy, plesne ¢i fotosyntetizujuce a nefotosyntetizujice baktérie.
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Postupne rastie zaujem o mikrobidlnu produkciu karotenoidov, ato aj napriek ich
dostatocnému vyskytu v prirodnych rastlinnych zdrojoch. Takato mikrobialna produkcia ma
velktl vyhodu najmé Co sa tyka pouzitia prirodnych a lacnych substratov ako zdrojov uhliku
a energie. Mikroorganizmy su schopné vyprodukovat’ niekol’ko typov karotenoidnych farbiv
ako odozvu na podnety z okolitého prostredia. V porovnani s chemickou syntézou C¢i
extrakciou z prirodnych zdrojov je takato mikrobialna produkcia vyhodna i vzhladom
k sezonnej a zemepisnej dostupnosti [8].

2.1.1.1.  Zdroj vyzivy a energie

Hlavnou a najdolezitejSou sucast'ou fytomasy st predovsetkym sacharidy, ktoré s zaroven
aj v ¢o najvacsom pocte zastapené. Spolu s lipidami slizia ako hlavny zdroj energie a uhliku
pre bioprocesy. Dal§imi podstatnymi zlozkami st taktieZ aj bielkoviny a nukleové kyseliny
ako zdroj dusiku, kedy nemézu byt k takymto ucelom vyuzité anorganické zluceniny
dusiku [9].

Pri biotechnoldgiach sa ako vychodzie suroviny pouzivaji stcasti tzv. biomasy, ktora je
tvorena organickymi latkami kontinudlne tvorenymi Zivymi systémami. NajcastejSie sa
pouzivaju pre tieto ucely predovSetkym rastlinné¢ produkty a odpady z pol'nohospodarstva,
lesnickeho a vodného priemyslu, no v sti¢asnosti spolu s biotechnologickym rozvojom rastie
aj mnozstvo vyuzitia novych foriem zdrojov surovin a energie. Jedna sa predovSetkym
0 efektivnejSie vyuzitie rastlinnych i zivo¢iSnych surovin a spracovanie odpadov aj z inych
priemyslovych sfér ako ztych, ktor¢ uz boli uvedené, ako napriklad chemické ¢i
petrochemické suroviny alebo mestské odpady [8].

Pri vhodnom vybere suroviny nemalu ulohu zohrdva aj dostupnost, cena suroviny,
samotny mikroorganizmus spolu so Svojimi vlastnostami, enzymatickym vybavenim,
vysledna cena produktu, pozadovand cCistota a technologické vlastnosti suroviny. Vhodnou
receptiirou média nasledne je mozné docielit’ spravny rast mikroorganizmu a aj nadprodukciu
biomasy a metabolitov.

Zdroje uhliku sa rozdel'uju do troch skupin:

« sacharidické zdroje (sachardza, glukoza, fruktdza, galaktdza, laktoza)

« prirodné zdroje (Skrob, melasa, srvatka, sulfitové vyluhy, celuléza a
odpadny papier)

« petrochemické zdroje (alkoholy, uhl'ovodiky, organické kyseliny).

V kultivacnom médiu je taktiez nevyhnutnd aj pritomnost’ dusiku ako prostriedku
fyziologickej kontroly a regulacie metabolizmu pigmentov v mikroorganizmoch. Z tohto
hladiska st Studované anorganické iorganické latky a taktiez sa vyuzivaju aj rdzne
kombinacie anorganickej soli s kvasniénym autolyzatom alebo hydrolyzatom, ktora zvySuju
produkciu karotenoidov [8, 10].

Najznamejsie zdroje dusiku:

e amoniak a amoénne soli — najdostupnejsie suroviny, lacné,

e aminokyseliny, mo¢ovina — st dolezité aj ako zdroj uhliku,

e Kkukuri¢ny vyluh — obsahuje voI'né aminokyseliny, rastové a stopové latky,

e kvasni¢ny autolyzat — dusik je vo forme aminokyselin,

o sOjova a araSidova mika — substraty, ktoré treba predupravit’ odstranenim
bielkovin [1].
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2.2 Karotenoidy

Karotenoidy spolu s bielkovinami vytvaraju komplexy, ktoré st sucastou zrnieCkovych
utvarov cytoplazmy mnohych rastlinnych buniek. Zafarbuju rastlinné pletiva Zlto, oranzovo,
Cerveno alebo nahnedo. Spolu s krmivami prechadzaju do Zivoéisnych tiel a objavuju sa
v rdznych Zivoéisnych produktoch, najmi v tukovych tkanivach, vo vaje¢nom Zitku a pod.
TaktieZ su syntetizované aj v tele cyanobaktérii, riasach, fototrofnych baktériach ¢i plesniach.
Zivogichy nie st schopné ich samosyntetizovat, len pretvarat’ na latky inej §truktary a ukladat’
v tukovych tkanivach [9, 11].

221 Struktiira a vyznam karotenoidov

Karotenoidy predstavuju najdolezitejSiu skupinu tetraterpénov. St to mnohouhlikové
nenasytené uhlovodiky, vybudované z 6smych izoprenoidnych jednotiek alebo kyslikaté
derivaty tychto uhl'ovodikov.

Ret’azce karotenoidov vytvaraju na jednom konci alebo na oboch koncoch cyklicku alebo
acyklicku devit’clennu jednotku a na zaklade tohto delime karotenoidy :

« acyklické (lykopén, fytoén, neurosporén)
. monocyklické (y- karotén, torularhodin)
+ dicyklické (B- karotén, a- karotén) [12].

Podl'a obsahu kyslika rozliSujeme dve Strukturdlne skupiny, z ktorych karotenoidy
pozostavaju a na zaklade toho mo6zu byt uhl'ovodikové, ktoré sa liSia polohou dvojitej vizby
(B- karotén, a- karotén) a oxidované karotenoidy napr. xantofyly a derivaty, ktoré obsahuju
hydroxylovu, aldehydovu ¢i ketoskupinu [13] .

Voci vonkajSim beznym vplyvom, napr. zmene pH ¢i pdsobeniu redukénych ¢inidiel ako
SO,, st karotenoidy pomerne odolné, ale su citlivé na oxidaciu. Tato ich citlivost je
sposobena pritomnostou vacsieho poctu dvojnych vézieb v molekule, preto 'ahko podliehaja
oxidacii. Pocas ich kultivacie by mali byt chranené pred kyslikom a kyselinami, nakol’ko by
mohlo dojst’ k ich degradacii [12,14]. Viac nez 90 % rastlinnych karotenoidov je v bunkach
listov, zvyc€ajne ako zmes 20 — 40 % uhl'ovodikov karoténov (pri¢om viac ako 70 % tvori -
karotén) a 60 — 80 % ich oxidaénych produktov. RozliSujeme karotény, tz. ¢isté uhl'ovodiky,
su to napr. karotén, lykopén a fytoén [15].

Ich vlastnost’ l'ahko sa oxidovat umoznuje karotenoidom zhaSat singletovy kyslik,
zachycovat’ a neutralizovat’ vol'né radikaly a tak inhibovat’ peroxidaciu lipidov ¢i oxidaciu
inych vyznamnych latok (napr. nukleové kyseliny, kyseliny linolénovd) v membrane, ¢o
Znich robi vyznamné antioxidanty. S0 to farbivad lipofilné ateda dobre rozpustné
V nepolarnych rozpustadlach, apreto sa Casto nachadzaju najmid v spojeni lipidami ¢i
hydrofébnymi Struktirami — membranami. Vyuzivané st aj ako doplnkové fotoaktivne
pigmenty, dolezité pre prenos energie pocas fotosyntézy a ochranu bunky pred UV Ziarenim
[1, 16, 17]. Ako metabolické prekurzory provitaminov a horménov maji rézne biologické
a fyziologické ucinky, najmid vo forme provitaminu A pozitivne ovplyviluji imunitu
a videnie, vyuzivaju sa ako protikarcinogény apri lieCeni kardiovaskularnych ochoreni
a arteriosklerozy [18, 19, 20,21].

Vdaka tymto vlastnostiam st karotenoidy vyuzivané v roznych odvetviach priemyslu, ¢i
uz v potravinarskom, pol'nohospodarskom, farmaceutickom i kozmetickom priemysle.
V poslednej dobe Coraz CastejSie nachadzaju uplatnenie aj v génovych technologiach. Ide
0 vyuzitie genetickych modifikacii k uprave hospodarskych plodin pre produkciu vicsieho
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mnozstva vyzivovych zloziek a antioxidaénymi vlastnostami, zvySenie odolnosti produktov
vo¢i vonkaj$im stresom, k tvorbe pre spotrebitela pritazlivejSich foriem vzhladu, arémy
ainych senzoricky aktivnych latok. Zndmy je pripad tzv. zlatej ryze upravenej pomocou
genetickych modifikacii pre produkciu B- karoténu [22,23,24,25].
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Obrdzok 4: Struktira vybranych karotenoidov [26].
2.1.2. Biosyntéza karotenoidov

Biosyntéza karotenoidov patriacich do skupiny izoprenoidov vychadza z centrilnej
izoprenoidovej drahy. U kvasiniek prebieha biosyntéza karotenoidov cez metabolickii drahu
mevalonatu. Prvym krokom je kondenzacia vychodzej latky acetyl-CoA s medziproduktom
syntézy mastnych kyselin acetyl-CoA za vzniku B-hydroxy--methylglutaryl-CoA, ktory je
nasledne redukovany na kyseliny mevalénovu. Kyselina mevalénova je fosforylovana
a dekarboxylovana za vzniku izopentyldifosfatu. Nasledne je nutné, aby jedna molekula
izopentyldifosfatu bola izomerizovana na dimetylallydifosfat. Kondenzaciou jednej molekuly
dimetylallyldifosfatu (DMADP) atroch molekal izopentyldifosfatu (IPDP) vznika
geranyldifosfat (GGDP) a kondenzaciou hlava-hlava dvoch molekul GGDP vznikaju prvé
prekurzory karotenoidov - fytoén a fytofluén. Desaturatnymi reakciami potom dochadza
k navySovaniu poctu dvojitych konjugovanych vidzieb a k produkcii lykopénu alebo
neurosporénu. Dal§imi desaturaénymi a cyklizaénymi reakciami vznikaju ostatné cyklické
a acyklické karotenoidy, pricom cyklizacia molekul karoteoidov moze prebiehat’ bud’ na
jednom alebo na oboch koncoch molekul lykopénu a neurosporénu [9, 15, 24,27].
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2.3 Mutacie

Dolezitost mutacii, dedi¢nosti ¢i riadend premenlivost mikroorganizmov V stéasnosti
spoCiva V priprave takych mikrobidlnych buniek, ktoré produkuji vicSie mnozstvo
zivo¢isnych hormoénov, rastovych latok, latok s protikarcinogénnym ucinkom alebo
proteinov. Je mozné pripravit’ mutanty a hybridy, ktoré su z priemyselného hl'adiska omnoho
vyhodnejsie ako povodné kmene. Vedla génového inzinierstva pouZzitého pri kvasnej vyrobe
aminokyselin je zndma aj vyroba antibiotik za pouzitia mutantnych kmenov [29].

Mutacie mikrobidlnych kmetiov mézu viest ku zlepSeniu niektorych vlastnosti pri
sticasnom oslabeni vlastnosti druhych. Mutacie st sposobené dedi¢nou zmenou sekvencie
bazi v DNA. Vznikaji zvyCajne pri chybnej replikécii, presunoch alebo opravach DNA
a vyskytuju sa s frekvenciou jedna mutacia na 10° buneénych deleni. Jedna sa o kazdu zmenu
v géne, ktora sa zachova aj pocas jeho expresie, ato aj Vv pripade, ze prestal posobit
mutagénny Cinitel’. Frekvenciu mutacii zvySuje cely rad faktorov vratane virusov, chemikalii,
ultrafialového svetla &i ionizaéného Ziarenia. Casto postihujii somatické bunky a st to zmeny
trvalé a prenasané do nasledujucich bune¢nych generacii toho istého organizmu [29, 30].

U mikroorganizmov rozoznavame jednak tzv. spontannu (samovol'ni) mutaciu, tj. mutaciu
vznikajucu bez znamych vonkajSich pri¢in a tzv. indukovanu mutaciu, ktora vznika po
posobeni ur¢itého chemického alebo fyzikalneho prostriedku (mutagénu) na DNA. Spontanne
mutacie sa pravdepodobne tvoria chybou pri replikacii DNA ¢i posobenim skrytého vplyvu
prostredia (kozmické Ziarenie, znecistenie v médiu) [1]. Jednym z hlavnych cielov pri
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vyskume mutacii je pochopenie zmien, ktoré prebehni v molekule DNA a st zakladom
dedi¢nych zmien fenotypu.

Podl'a rozsahu zmeny genetického materialu rozdel'ujeme mutacie do skupin:

« Génové alebo bodové mutacie
o Chromozémové mutacie
« Genomové mutacie.

Taktiez rozoznavame mutéacie aj podla funkcie génu, ktory bol poSkodeny jej vplyvom.
V pripade, kedy dojde ku zmene vzhl'adu kolonie alebo ku vyraznejSiemu pretiahnutiu tvaru
buniek mikroorganizmov, hovorime o morfologickej mutacii. Zname su aj fyziologické
mutacie, u ktorych sa obmena $truktary génu prejavuje napr. zmenou citlivosti k antibiotikam
alebo ku teplote, stratou schopnosti ku konjugacii, pripadne mézu vzniknuat’ tzv. biochemické
mutanty so zmenenym metabolizmom [1].

Na mutacie sa hl'adi ako na hnaciu silu evolucie, kedy organizmy Skodlivé, resp. menej
odolné, st odstranené prirodzenym vyberom Zz genetického fondu a naopak priaznivé
organizmy maju tendenciu sa hromadit’. Existuju aj neutralne mutdcie, ktoré ale nemaju
nijaky dosah na preckanie organizmu v prirode a mozu sa iba hromadit’ pocas evolu¢ného

vyvoja [30].

2.3.1 Mutacie u kvasiniek

Vseobecne je pri muticidch u mikroorganizmov dolezita dizka jeho kontaktu
s mutagénom. Najvyhodnej§im spdsobom, ako zaviest mutdciu do gendému, je pouzitie
takého mutagénu, pre ktory je charakteristicka nizka umrtnost’ mikroorganizmu a zaroven
vysoka frekvencia mutacie [32]. V pripade, Ze sa nejedna o dominantnti formu mutacie, nie je
Pahké ju v mikroorganizme detekovat’ kvoli pritomnosti mutantnych i nezmutovanych aliel.

Kvasinky poskytuji Vv podstate idedlny materidl pre Stidium mutagenézie. Pre vyskum
genetickych zmien a analyzu indukovanych mutantov je dolezita schopnost’ unicelularnych
buniek rychlo rast’ v koldniach a tvorit’ vel'kd, geneticky homogénnu populéciu. Vyhodou je
moznost’ aplikacie vysledkov ziskanych pri genetickych experimentoch s kvasinkami na
vy$Sie organizmy, ¢o je mozné porovnavat vdaka podobnej organizéacii eukaryotickych
buniek. Za pomerne jednoduchych a dobre opakovatelnych podmienok sme schopni ziskat
velké mnoZstvo jedincov. Dalfou vyhodou je aj moznost’ lahkého zistenia jedného
zmutovaného kmena v miliénovej koldnii mikroorganizmov, pretoZze ich kratka generacna
doba vedie ku rychlej selekcii mutantov ana zaklade ich malych genomov rastie
pravdepodobnost’ zasiahnutia Specifického génu [1,33].

2.3.2 Mutagény pouzivané v mikrobiologii

Vyber spravneho mutagénu sa odvija od mikroorganizmu, v pripade tejto diplomovej prace
od kmena kvasiniek, ktory chceme mutovat, od druhu mutacie, ktora chceme vyvolat’ a aka
zmenu fenotypu si prajeme indukovat’.

K najddlezitejSim a pre experimentatora aj k najbezpecnejSim mutagénom patri
ultrafialové svetlo o vinovej dizke 265 nm, nakolko je najviac absorbované DNA. Spolu so
ziarenim RTG a ioniza¢nym patri ku fyzikalnym faktorom sposobujicim mutacie DNA [1].

Velmi u¢innymi mutagénmi, ktoré¢ sa pouzivaji pre ziskavanie mikrobidlnych mutantov
pre priemyslové ¢i vedecké ucely, st alkylacné ¢inidla, napr. methylmethansulfonat (MMS),
ethylmethansulfonat (EMS), ethylénoxid (EO tj. oxiran), diepoxybutan (DEB, tj. bioxiran),
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a methylované nitrozliceniny. Mnozstvo alkylaénych cCinidiel ma taktiez aj silné
karcinogénne ucinky [1, 32]. Vacsina chemickych karcinogénov st sucasné aj mutagény [1].

Alkylaéné c¢inidla su elektrofilné zluceniny, ktoré pomocou donorovych alkylaénych
skupin reagujii s makromolekulami. M6Zu sposobovat’ naruSenie dvojSrobovice DNA, viest’
ku zacleneniu chybného paru bazi, ¢i prekazat’ pri replikacii alebo transkripcii DNA. Ich
ucinok spociva v naviazani sa na bazu cez vizbové miesta kysliku ¢i dusiku gendémovej DNA
nukleofilnou substituciou Sy1 a Sy2. Pre EMS su charakteristické skor Sy2 reakcie, ktoré
vedu ku primarnej substitacii u parov bazi. Spdsobuje naviazanie ethylovych skupin na bazy
u DNA, tym molekulu DNA deformuje a meni parovacie vlastnosti jednotlivych bazi [32,34].
Prednostne dochadza ku alkylacii guaninu, ktory sa nasledne naviaze na thymin miesto
cytozinu atym padom dochddza ku zamene jednotlivych parov bazi pocas replikacie
v sekvencii DNA. Tieto premeny Vv paroch bazi vedu k naroénému procesu mapovania DNA
pri zist'ovani totoznosti jednotlivych pozmenenych fenotypov a aliel v DNA [35,36].

2.3.3 Mutantné kmene karotenogénnych kvasiniek

Spomedzi mikroorganizmov znamych produkciou karotenoidov, rod Rhodotorula je
povaZzovany za jeden z najvyhodnejSich rodov pre Stidium metabolizmu karotenogénnych
kvasiniek, a to pre jeho rozsiahlu produkciu karotenoidnych pigmentov, rychle tempo rastu
buniek anizku spotrebu nutriénych zdrojov. Napriek tomu vSak mnozstvo P-karoténu
produkovaného kvasinkou Rhodotorula glutinis je pomerne nizke v porovnani s inymi
hubami. Preto je snaha vedcov v sti¢asnosti zamerana na optimalizaciu podmienok kultivacie,
zlozenie fermentaéného média a vyuzitie mutantnych kmenov pre zvySenie mnozstva
vyrobené¢ho [-karoténu. Velkou prekdzkou pre ekonomicky proces vyroby a izolacie
karotenoidov je aj pevna bunecna stena kvasiniek [37].

Pre jeden z takychto vyskumov bol pouzity mutantny kment RG-6 (odvodeny z
Rhodotorula glutinis RG-6, ktora bola podrobena ucinkom vysokého hydrostatického tlaku).
Ako optimdlny zdroj uhliku vo fermentacnom médiu bola vybranéd glukéza a naopak Skrob sa
javil ako najmenej vhodny zdroj uhliku pre rast buniek kvasiniek a syntézu [-karoténu. Pri
zistovani najoptimalnejSiecho zdroja dusika sa najlepSie osvedCilo pouzitie kombinacie
kvasniéného extraktu spolu s peptonom alebo s (NH4),SO4 Vv porovnani s pouzitim iba
jedného zdroja dusiku [38].

Dalsim mutantom odvodenym od Rhodotorula glutinis NCIM 3353 bol tzv. Mutant 32.
Mutantny kvasinkovy kmen bol podrobeny UV mutagenézii. Pri tomto vyskume bol mutantny
kmen kultivovany v dvoch typoch fermentacnych médii. Do jedného z médii bola pridana sol,
ktora stimuluje rast buniek kmena R. glutinis. Médium, ktorého zéaklad tvorila morska voda,
malo celkovy obsah karotenoidov 86 mg/l média a pre kontrolu bolo pouzité kultivacné
médium s obsahom destilovanej vody, v ktorom hodnota celkového obsahu karotenoidov bola
70 mg/l média. Podpora produkcie karotenidov bola pravdepodobne spdsobenad aktivhou
cyklizaciou y-karoténu na [-karotén za posobenia pritomnych kovov soli. Hodnoty pH oboch
kultivacnych médii boli upravené na pH=6,0. Zaroven pri porovnani s pdvodnym kmenom,
doslo u mutantného kmena Mutant 32 k 2nasobnému narastu celkového mnozstva -karoténu
a k 2,3-nasobnému poklesu celkového obsahu torulénu v biomase, ¢o je Ziaduce, pretoze
B-karotén je uzitoCnejsi pigment ako torulén [39]. V médiu s obsahom morskej vody
vykazoval Mutant 32 rovnako dobry rast buniek v rozmedzi hodnét pH 2-10. Hodnota pH
produkéného média mala vyrazny efekt na lahka extrakciu pigmentov bez mechanicke]
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dezintegracie buniek. Pri pouziti média s obsahom morskej vody a hodnotou pH 6,0 bolo
vyextrahovanych z buniek az 86+5 % karotenoidov, zatial ¢o zprodukéného média
s hodnotou pH 10,0 bolo vyextrahovanych len 21+ 2 % z celkového mnozstva karotenoidov,
a to bez pouzitia mechanickej dezintegracie [37].

Zlepsenie syntézy karotenoidov bolo dosiahnuté aj mutagenéziou kvasinky Rhodotorula
rubra za pouzitia chemického mutagénu N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidinu (NTG). Boli
pouzité dva typy kultivacnych médii: 1. syntetické médium S obsahom glukdzy ako zdroja
uhliku; 2. prirodné médium s laktézou ako zdrojom uhliku a srvatkou, upravenou
ultrafiltraciou, ktora dopliiovala nutricni hodnotu média [40]. V syntetickom médiu boli
kultivované jednotlivé mutantné kmene samostatne, zatial ¢o v prirodnom médiu boli
kvasinkové kultary kultivované v spojeni s jogurtovymi tzv. Startovacimi kultGrami
(Lactobacillus  bulgaricus a Streptococcus thermophilus). Pre zmutované kolonie
kvasinkovych kmenov bolo charakteristické intenzivne sfarbenie (najmi ruzové a oranzove),
ktoré pocas kultivacie povodného kmena dosiahnuté nebolo. Jogurtové kultary aktivne
transformovali laktézu na glukézu, galaktozu a kyselinu mlie¢nu. U vysledného mutantu sa
prejavila zvySena aktivita syntetizovat’ B-karotén v kultivatnom médiu obsahujicomzmesnu
kultaru spolu s jogurtovymi kulttrami. Pri kultivacii v syntetickom médiu bol celkovy obsah
karotenoidov u kvasinkového kmena podrobného mutacii (658+ 7,0 pg/g susiny) asi 0 3,3krat
vyssi ako u nemutantného povodného kmena (194+ 5,57 ng/g susiny). V pripade kultivacie
na prirodnom médiu spolu Sjogurtovymi Startovacimi kultirami bol celkovy obsah
karotenoidov u mutantného kmena (946+5,0 pg/g suSiny) vySsi o 3,1nasobok oproti
nemutantnému kmeiu (305 + 8.66 pg/g susiny) [40].

Dalsia karotenogénna kvasinka Xanthophyllomyces dendrorhous ma ako zdroj prirodného
karotenoidného pigmentu astaxantinu vyhodné vlastnosti aj potencialne komeréné vyuZitie.
Hoci pre jej bunky je charakteristicky rychly heterotrofny metabolizmus a vysokd hustota
buniek vo fermentore, nachadza sa tu nizky obsah astaxantinu a jeho priemyselna produkcia
je pomerne finan¢ne naro¢na. Bola vykonana $tudia kde X. dendrorhous bola podrobena
mutacii posobenim chemického mutagénu NTG [41]. Mutantné kmene produkujice
astaxanthin boli charakterizované a vyselektované na zaklade schopnosti ich buniek rast
a produkovat’ karotenoidy na agare s obsahom chemického inhibitoru B-iononu [41]. Boli
vyizolované tri odlisné mutantné kvasinkové kmene, ktoré boli oznacené JH1, JH2 a JH3.
Mutant JH1 vyprodukoval celkovy obsah astaxantinu 4,032 mg/g susiny, ¢o bola hodnota 15-
krat vySSia v porovnani s celkovym vyprodukovanym mnozstvom astaxantinu povodnym
nemutantnym kmenom X. dendrorhous. V pripade mutantného kmena JH2 doslo k nizSiemu,
len 4-nasobnému narastu celkového mnozstva vyprodukovaného astaxantinu v porovnani
S povodnym nemutantnym kmenom. Pre kontrast bol vybrany mutant JH3, ktory bol sfarbeny
na bielo a nebol schopny produkovat’ ziadny karotenoidny pigment [41].

Bola tiez vykonand ina $tuadia, ktora vyuzila vyhodnych vlastnosti kvasinkového kmena
Xanthophyllomyces dendrorhous, ktory tiez podrobila mutacii za pouZitia chemického ¢inidla
NTG. Takto zmutovany kmen bol nésledne kultivovany a ako zdroj uhliku bolo pouzité
kokosové mlieko, zndme svojim bohatym nutriénym zlozenim a priemyselnym vyuZzitim.
Vysledky dokazali, Ze kokosové mlieko vV médiu zvySuje produkciu astaxantinu. Celkovy
obsah astaxantinu bol v pripade mutantného kvasinkového kmena 1850 pg/g suSiny
a v pripade nemutantného kmena 850 pg/g susiny [42].
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24  Metody molekulirnej biolégie pouzivané k charakterizacii zmien DNA

24.1 PCR

Polymerazova retazova reakcia (Polymerase Chain Reaction, PCR) je vysoko citliva
amplifikacnd enzymova metoda, ktora slazi ku rychlej syntéze velkého mnozstva
definované¢ho useku DNA. Vzhll'adom ku vysokej citlivosti detekcie je mozné PCR pouzit’ pre
zistenie pritomnosti vel'mi malého mnoZzstva nukleovej kyseliny vo vzorke. Zdkladom
uspesnej reakcie je pouzitie neporuSené¢ho useku DNA, ktory ma byt amplifikovany
(pomnozeny) [43].

Princip reakcie (Obr. 6) spociva v zahriati (denaturacii) DNA, ktorda ma byt
reprodukovana, tak aby doslo koddeleniu dvoch retazcov templatu. Dvojicou
oligonukleotidov, tzv. primérov, je vybrany pozadovany usek na molekule DNA. Pri
ochladeni na vhodnu teplotu sa priméry v dosledku komplementarity retazcov Specificky
viaZu na protilahlé retazce DNA v opacnom smere. Nasledne ¢innostou DNA polymerazy
dochadza v smere 5‘—3‘ na oboch retazcoch k syntéze komplementarneho retazca. Pouziva
sa termostabilnd DNA polymeraza izolovana z termofilnych mikroorganizmov, ktora odolava
vysokej teplote pocas denaturacie DNA, ¢im umoziiuje opakovanu syntézu [43, 44].
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3 a5 ssDNA

'—
5 1@ +Primers =
o 55°C == __annealing
1 Tag polymerase l synthesis
72°C a————> ssDNA+oligo
950C l o
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5 3 B i _SSDNA
l 1 +Primers @l 3.1 5
= > 55°C e annealing
— f————————o —_——
1 l DNA Symthesis l l Tag
790C polymerase
== e, e
amplicon ssDNA+oligo  amplicon ssDNA+oligo

Obrazok 6: Rekcia PCR — schéma [45]
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Priméry su navrhované pomocou pocitacovych programov tak, aby ich sekvencia bola
jedine¢na a aby doslo ku Specifickej viazbe iba k jednému miestu v genome. Aby doslo ku
presnej vizbe na templatovii DNA, tak sa na 3’- konce primérov zaraduju 1 — 2 zvysky G
alebo C a zaroven je potrebné, aby sa obsah G + C pohyboval v rozmedzi 40 — 60 %. Taktiez
je dolezité, aby teplota topenia primérov bola podobna, minimalne 50 °C, aby priméry
nevytvarali vlasenky a neobsahovali vzajomne komplementarne sekvencie, ktoré by mohli
sposobovat’ tvorbu duplexov [44].

Pre PCR st nutné oligonukleotidové priméry (kazdy cca 20 nukleotidov) komplementarne
k 3" koncovym sekvenciam oboch komplementarnych retazcov useku, ktory ma byt
amplifikovany; cielova DNA, ktord sluzi ako templat pre reakciu; termostabilna DNA
polymeraza, stala aj pri teplote 95 °C; zmes vSetkych Styroch deoxyribonukleotidov (ANTP
Master Mix), ktoré sluzia ako stavebné kamene pre novy retazec DNA a vhodny pufor,
obsahujuci Mg2+ ionty, posobiace ako kofaktor [46].

V priebehu reakcie PCR dochadza ku pravidelne sa opakujicim zmenam teploty, na
zaklade ¢oho sa cyklicky striedaju 3 rozne procesy V reakénej zmesi. Na zaciatku dochadza ku
denaturécii dvojretazovych molekil DNA vplyvom teploty okolo 94 °C. Nasledne sa pri
teplote 30 — 65 °C k jednotlivym retazcom pripoja priméry. Teplota pripojenia primérov je
zavisla na konkrétnom pare primérov. Nakoniec sa syntetizuji nové komplementarne ret'azce
pri 65 — 75 °C. Reakcie sa zvy€ajne opakuji v 25 — 35 cykloch a dve nové vlakna DNA sluzia
potom ako matrica pre syntézu novej DNA zdvoch primérov, ¢im dochidza ku
exponencialnemu rastu poc¢tu kopii Specifického useku DNA molekuly. Retazova reakcia
poskytuje exponencidlnu amplifikdciu origindlnej DNA, kde pocet cyklov (n) urcuje, kolko
kopii (2") je syntetizovanych. Takto je mozné mnozit’ sekvencie DNA o dizke od 50 — 100 B
a? do 2,5 kbp. Po dvadsiatich cykloch je stupefi namnoZenia ~10° apo tridsiatich
cykloch ~ 10°[29, 44].

Ako navrh oligonukleotidovych primérov, tak aj programovanie reakénych krokov
vychddza zo vSeobecnej znalosti Struktiry DNA a zo znalosti sekvencie, ku ktorej st
prislusné oligonukleotidy komplementarne. Z toho vyplyva, Ze pre PCR je nutné poznat
sekvencie aspon hrani¢nych usekov fragmentov, ktoré maji byt amplifikované.

Vysoka presnost’ PCR produktov je vyzadovana predovsetkym pre:

« klonovanie fragmentov

o Studium alelického polymorfizmu jednotlivych RNA transkriptov

« charakterizaciu jednotlivych bunkovych populacii v kultare

« Charakterizaciu malo Castych mutacii v tkanivach [43].

2.4.1.1 Modifikdcia — ,,Nested* PCR

Jednou z modifikacii polymerazovej retazovej reakcie je aj tzv. ,,nested* PCR. Vyuziva
vonkajsie a vnutorné pary primérov (Obr. 7). Prvy par PCR primérov (modry so Sipkou) sa
viaze na vonkajsi par vizbového miesta priméru a amplifikuje vSetky DNA medzi tymito
dvoma stranami. Vznika PCR produkt po prvom kole amplifikacie, ktory tvori templat DNA
pre nasledujucu amplifikacna reakciu. Druhy par vnutornych primérov (erveny) sa viaze na
prvy PCR produkt. Vizbové miesta pre druhy par primérov su z niekol’kych bazi vo vnutri
viazbového miesta prvého vonkajSieho paru primérov. Vnutorné priméry  su teda
komplementarne k sekvencii vo wvnutri oblasti ohrani¢enej prvym, vonkajSim parom
primérov. Vznika druhy PCR produkt (¢erveny) [45, 47].
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Existuji modifikacie tejto reakcie,
kedy moéze byt prevedena postupne / /

IliIGCGCIII‘HTﬁTiI 3’
.+ «CGCG, ., TATA,, 5’

v dvoch krokoch Vv oddelenych 5" +.GCAT.. . TTGG. ..
skamavkach, si zname aj metody J3' +.CGTA...AACC....

umoziujuce  prevedenie v jednej 57 L GOAT. . .TTGO. 1 ....000C.. .ATAT.. 3'

skiimavke. +tata
Zvycajne sa amplifikacia

uskutoc¢iiuje v dvoch krokoch: 30 EE;?AACC . CGCG. . TATA.. 5’
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s vonkaj$im parom primérov. Vytvara 5' GCAT...TTGG GCGC, . ATAT 3!
sa produkt, ktory je prevedeny do 3' CGTA...RACC , / CGCG,,.TATA 5'

novej skumavky, ¢o vedie ku druhému
amplifikacnému  kroku  pomocou

vnttornych  primérov, ktoré st | 5 GCAT...TT8G.vur [ [, 2GCAC. . ATAT 3"
Specifické pre vnitorna Cast’ sekvencie «— (GCG
amplifikovanej s parom vonkajsich TTGG m—
primerov. 3" CGTA,..AACC....f f....CGCG. . TATA 5

2. druhy krok — tvori taktiez 15 — 30
cyklov. 5' TTGG GCGC 3"
Nested PCR je 0 mnoho citlivejSou ) et e

. . , v 3 Pnl!!l.l:l:tlli IlliI:GCIJ 5

technikou pri porovnani s konvenc¢nou

PCR, nakol’ko umoziuje detekciu

cielovej DNA aj v nickol’konasobne Obrdzok 7: Nested PCR [43].

niz8ej koncentracii, aka je potrebna

pre standardni DNA a vedie ku zvySeniu vytazku a Specifity reakcie [48]. Dochadza ale k
vicsiemu poctu PCR reakcii a cyklov, ¢o vedie ku zvySeniu moznosti pre vznik chimér a chyb
v sekvenciach a taktiez bolo zistené generovanie sekundarnych, neSpecifickych bandov.
Intenzitu tvorby tychto bandov je mozné znizit' optimalizdciou podmienok PCR, najmi
teploty pripojenia primérov, koncentracie horéika a poctu cyklov.

Pocas prvého amplifika¢ného kroku je moznd aj amplifikdcia necielovych sekvencii,
V tomto pripade je ale takmer nulova pravdepodobnost’, ze d’al§i par vnutornych primérov
bude mat’ vizbové miesta pre tieto neSpecifické produkty. Prave naopak, nami pozadovany
amplikon by mal obsahovat’ cielova sekvenciu pre tento par vnatornych primérov. Produkt
prvej reakcie ,,nested PCR byva zvyCajne nariedeny tak, aby povodné absolitne mnozstvo
templatu Vv porovnani snim bolo zanedbatelné atym sa zamedzilo akymkol'vek
amplifikaciam povodného templatu. Vysledny produkt druhého kroku nested PCR je nésledne
0 mensej vel'kosti ako produkt kroku prvého [49].

Oba kroky nested PCR zvycajne prebiehaju v jednej skimavke, ¢o obmedzuje mnozstvo
manipulacie so vzorkou a tym sa aj znizuje pravdepodobnost’” kontamindcie. ZvycCajne su
navrhnuté pary vonkajsich a vnatornych primérov, ktoré maju navzajom odlisni Tm. Priebeh
prvého amplifikacného kroku je za menej presnych podmienok (nizSia teplota pripojenia
primérov) ako je to v pripade druhého amplifikaéného kroku. Vysledkom je zmes produktov
vnutornych a vonkajSich primérov a ich kombinacii. Pri druhom amplifikacnom kroku za
teplot optimalnych pre pripojenie vnutornych primérov a dokladnych podmienok sa
uprednostiiuje amplifikdcia vnitorného produktu. Produkty PCR su nasledne analyzované
elektroforeticky, pricom su detekované, aj produkty primarneho kroku amplifikacie, aj
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produkty druhého amplifikaéného kroku nested PCR. Dal$ou z moznosti, menej vyuzivanou,
je pouzitie hrubej prepazky z minerdlneho oleja, ktora oddel'uje obsah prvého amplifikacného
kroku od druhého, no po skonceni prvého kroku nested PCR st reakéné zmesi zmieSané
centrifugaciou a obsah je opat’ amplifikovany [44, 49].

Zmes amplikénov niekolkych réznych druhov pritomnych v pdvodnej analyzovanej
vzorke je vyslednym produktom nested PCR. VSetky amplikony st rovnakej velkosti a maju
odlisné sekvencie. Nasledne mozu byt produkty separované metodou DGGE.

Obrazok 8: Termocyklér pre nested PCR

2.4.2 Analyza amplikénov metédou PCR - DGGE

Denaturacna gradientova gélova elektroforéza je rychla a u¢inna separacna technika, ktora
umozituje rozoznat' fragmenty dvojvlaknovej DNA o rovnakej dizke odliSujuce sa v sekvencii
nukleotidov. Ide o Siroko pouzivanu fingerprintovi metodu pomahajicu analyzovat’ Struktaru
a roznorodost’ mikrobidlnych spoloCenstiev a ich dynamiku, ktord sa vo velkom vyuziva
najmé v enviromentalnej mikrobioldgii. Metdda umoziuje identifikovat’ vybrané dominantné
skupiny vybratim bandu, jeho reamplifikaciou a sekvencovanim [47, 50].

DGGE taktiez nachadza Siroké uplatnenie v potravinarskej mikrobiologii a v klinickej
mikrobiologii pre analyzu mutacii. Prvykrat bola metéda pouzita pri detekcii jednobodovych
substituénych mutacii, kde bolo zistené, Ze molekuly DNA s jednou substituovanou bazou
amolekuly DNA divokého typu migrovali v gradiente vzrastajicej koncentracie
denatura¢nych ¢inidiel v oddelenych zénach [51].

Rozlisujeme dva typy DGGE, a to s paralelnym alebo kolmym gradientom v géle voci
smeru elektroforézy. Paralelné gély zabezpec€uju separaciu viacerych vzoriek na jednom géle
sucasne, ¢o vedie k ich CcastejSiemu vyuzivaniu ako je to v pripade gélov s kolmym
gradientom. Na to, aby bolo dosiahnut¢ maximalne rozliSenie fragmentov, je potrebna
optimalizacia gradientu a doby priebehu separacie, ¢o je urCované experimentalne s tym
rozdielom, Ze optimalny gradient sa zistuje s pouzitim kolmych gélov a Cas separacie
pomocou paralelnych gélov, na ktoré su nandSané vzorky V konStantnych casovych
intervaloch [50, 52].
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Principom metody je -elektroforeticka separacia zalozend na odliSnych osobitnych
vlastnostiach fragmentov dvojvlaknovej DNA, ato na zaklade rozdielov v nemennosti G-C
parov, ktoré su spojené tromi vodikovymi vézbami oproti A-T parom spojenym dvomi
vodikovymi vdzbami. Nasledne je zmes rovnako dlhych fragmentov DNA o réznych
sekvenciach separovand za konStantnej teploty 60 °C vo vertikdlnom polyakrylamidovom
géle, ktory obsahuje linearne stupajuci gradient latok s denaturatnym uc¢inkom na DNA.
Takymito latkami su zvyCajne mocovina a formamid [53]. Denaturacia molekal DNA
sposobuje zretel'né zniZenie ich mobility, nakol’ko prebieha nekontinualne v tzv. ,,melting*
doménach a zacina v géle na mieste, kde je dosiahnuta teplota topenia najmenej stabilnej
melting domény. Prakticky dochadza az ku zastaveniu pohybu fragmentov DNA [50]. Teplota
topenia melting domén je zavisla na ich sekvencii a preto je ujednotlivych fragmentov
odlisna. Tato skutoc¢nost’ vedie ku zastaveniu pohybu rovnako dlhych molektl dvojvlaknove;j
DNA inej sekvencie na odlisnych miestach v géle (Obr. 9). Napriklad DNA fragmenty, ktoré
si bohatSie na pary G-C, maji vyssiu teplotu topenia a preto sa zachovavaju dvojretazcové do
vyssich koncentracii denaturantov, naopak retazce DNA sa budi od seba l'ahsie oddel'ovat’ v
miestach bohatych na A-T pary [52].
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Obrdzok 9: Elektroforeticka separdacia metédou DGGE [54].

Vysledkom celého procesu je fingerprint obsahujici subor DNA bandov pribuznych
mikrobialnych druhov, ktoré st pritomné vo vzorke. Vizualizované su pomocou SYBR Green
I., ktoré umoznuje detekovat DNA fragmenty uZz o nizkej koncentracii, taktiez ethidium
bromidom, pripadne este citlivejSou metédou detekcie je farbenie striebrom. Hodnotenim
intenzity bandov je mozné odhadntt’ mieru zastipenia jednotlivych mikroorganizmov a pocet
bandov vo fingerprinte dodava predstavu o diverzite vzorky.

Nakol'ko uplne oddelené jednoretazcové fragmenty DNA spdsobuji vznik neostrych
bandov, je potrebné zabranit’ uplnej denaturacii bielkovin. Pre zdokonalenie DGGE sa
pouziva tzv. GC-svorka, sekvencia bohata na pary cytozinu a guaninu, ktora sa pridava na
5’koniec jedného z dvojice primérov a spolu s nim je inkorporovana do kazdého amplikonu,
ktory vznika v priebehu PCR. GC-svorka je zvycajne 30-50 bp dlha sekvencia
koamplifikovana s ciel'ovou sekvenciou a zaclenena do vysledného amplikonu [47, 52].
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Pouzitie PCR-svorky zabrani tplnej disociacii dvojvlaknovej DNA na jednovlaknova
a pomocou nej sa zvysi rozliSovacia schopnost’ a schopnost’ detekovat’ skoro vSetky zmeny
v sekvencii DNA [44, 52].

Okrem GC-svoriek boli navrhnuté aj tzv. chemické svorky, kedy jeden z PCR primérov je
oznaeny na 5'- konci zlozkou, ktori mozno aktivovat’ svetlom, napr. psoralenom, a ta
kovalentne spoji oba retazce po ich vystaveni UV Ziareniu.

Nevyhodou chemickej svorky je, Ze DGGE bandy so svorkou nemo6zu byt reamplifikované
kvoli pritomnej kovalentnej vdzbe a taktieZ oZziarenie produktu PCR Ziarenim UV mdze
poskodit’ DNA, pripadne spdsobit’” vznik viacerych bandov alebo $kvin a neohrani¢enych
bandov [52].

Maximalna diZka fragmentov DNA vhodnych ku separacii formou DGGE je 500 — 600 bp,
¢o predstavuje obmedzené moznosti pre zisk sekvencnych informacii. Pri pouziti tejto
fingerprintovej metddy hrozi taktieZ riziko nadhodnotenia diverzity vzorky. Mézu ju spdsobit’
mikroorganizmy pri analyze ribozoméalnej DNA, ktoré obsahuju viac variabilnych 16 rRNA
genovych operonov a dochadza tak ku vzniku viacerych bandov odvodenych zjedného
organizmu [47]. Rovnako pouzitie degenerovanych primérov vedie ku podmienkam nizsej
stringencie atak sa moézu rozne oligonukleotidy priméru pripojit’ ku rovnakej templatovej
DNA. Tymto sa vytvoria kopie toho istého fragmentu s roznymi sekvenciami primérov, ¢o
vedie ku vzniku viacerych bandov pri separacii pomocou DGGE [53].

Niekedy moZeme po separacii na géli vidiet’ aj fragmenty DNA neznameho povodu. Tie po
izolacii a reamplifikacii za vyhovujucich podmienok a pouzitia vhodnych PCR primérov
mozeme d’alej sekvenovat’ a porovnat’ so sekvenciami uz dostupnymi v databazach a tak sme
schopni ur¢it’ charakter prvotne neznamej vzorky [55].

Obdobou DGGE je aj TGGE, tzn. teplotna denaturacna gradientova elektroforéza, kde na
zaklade presne definovaného a kontrolovaného gradientu teploty dochddza ku denaturacii
vzorky [52].

Obrazok 10: Aparatura pre DGGE
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3 CIEL PRACE

Cielom predlozenej diplomovej prace zameranej na vyuzitie nahodnej mutagenézie
k selekcii kmenov karotenogénnych kvasiniek schopnych na odpadovych substratoch
nadprodukcie biomasy, karotenoidov a dalsich metabolitov je rieSenie nasledujucich
¢iastkovych tloh:

e Prehlad mutantnych kmetiov karotenogénnych kvasiniek, ich metabolickych
a produk¢énych charakteristik.

e Optimalizacia techniky nahodnej mutagenézie a selekcie mutantov adaptovanych
na vybrané odpadné substraty.

e Charakterizacia produkénych vlastnosti selektovanych mutantov — produkcia
biomasy, pigmentov a d’alsich metabolitov.

e Vyhodnotenie a spracovanie vysledkov.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité na kultivaciu kvasiniek a mutagenéziu

D-glukéza monohydrat p.a., Lach-Ner s r.o. (CR)

Chlorid sodny p.a., Lachema (CR)

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (India)

Dihydrogénfosfore¢nan draselny p.a., Lachema (CR)

Siran amoénny p.a., Lachema (CR)

Siran hore¢naty p.a., Chemapol (CR)

Agar bakteriologicky, Scharlau Chemie S.A. (Spain)

Methylester kyseliny methansulfonovej (MMS), Sigma-Aldrich (SRN)
Ethylester kyseliny methansulfonovej (EMS), Sigma-Aldrich (SRN)

4.1.2 Chemikalie pouzité pre HPLC

Methanol pre HPLC Gradient Grade, Sigma — Aldrich (SRN)
Beta-karotén, Sigma — Aldrich (SRN)

Ergosterol, Sigma — Aldrich (SRN)

Koenzym Q, Sigma — Aldrich (SRN)

4.1.3 Komponenty pouZité pre izolaciu DNA a PCR/DGGE

Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit, MO Bio Laboratories (USA)
PCR voda — voda pre injekcie CSL 4, Biotika (SR)

Syntetické priméry (NL1, NL4, LS2), Elisabeth Pharmacon (CR)
KAPA2G™ Robust PCR Kit, Kapa Biosystems (USA)

Agar6za Premium, Serva (SRN)

Akrylamid 99%, Sigma (SRN)

Bromfenolova modra — sodna sol’, Serva (SRN)

DNA ladder RTU (Ready-to-Use) 100 bp, Nippon Genetics (SRN)
Dusi¢nan strieborny 99,8%, Sigma-Aldrich (SRN)

Ethanol p.a., Lachema (CR)

Formaldehyd (36-38%) p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Ethidium bromid, Serva (SRN)

Formamid p.a., Penta (CR)

Glycerol p.a., Lachema (CR)

Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Chelaton 11T dihydrat (EDTA) p.a., Lach-Ner (CR)

Kyselina octova 99,8% p.a., Lach-Ner (CR)

Mocovina p.a., Penta (CR)

N,N'-methylénbisakrylamid, Serva (SRN)
N,N'-tetramethyléndiamin (TEMED), Serva (SRN)

Persiran amonny (APS), Serva (SRN)
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Sachardza p.a., Lach-Ner (CR)
4.1.4 Material

Vajecné cestoviny, Ideal Slovakia, Bratislava (SR)

4.2 Pristroje a pomocky

4.2.1 Pomdbcky pre kultivaciu kvasiniek

Analytické vahy Boeco (SRN)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)

GKB Color Digital CCD kamera (Taiwan)

Laminarny box Aura Mini, Bio Air Instruments, (USA)
Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.o. (CR)
Mikroskop L Il 00A, Intraco Micro (SRN)
Spektrofotometer VIS, Helios 6, Unicam (UK)

Trepacka IKA Yellow Line, (SRN)

4.2.2 Pomocky pre izolaciu a analyzu karotenoidov

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

Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)

Vodna lazet EL-20, Merci a.s. (CR)

Zostava na HPLC/PDA
Soustava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)
Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)
Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR
Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR
Vyhodnocovaci systém Xcalibur
Chromatograficka kolona:

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

4.2.3 Pomocky pre izolaciu DNA kvasiniek

Centrifuga, model Mikro 200, Hettich Zentrifugen (SRN)
Vortex, typ Heidolph, Vitrum (CR)

Vortex Genie 2, Mo Bio Lab. (USA)

Vodna lazen, model TW2, Julabo Labortechnik (SRN)

4.2.4 Pomdcky pre PCR/DGGE

Kompaktna mikrocentrifiga HERMLE Z-100M, Labortechnik (SRN)
Termocykler Palm Cycler™, Corbett Research (Australia)

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

Detection System, Bio-Rad (USA)

MikrovInna triiba, model M1610N, Samsung (CR)

DGGE aparattra DCode™ Universal Mutation Detection System, Bio-Rad (USA)



Horizontalna elektroforetickéd vaiia Owl, model B2, Owl Separation Systems (USA)
NanoPhotometer™ UV/VIS, Implen (SRN)DGGE aparatira DCode™ Universal Mutation
Software Scion Image, Biotech (CR)

Translumindtor Ultra Viewer, Ultra Lum (USA)

Zdroj napitia pre elektroforézu MP-300N, Major Science (USA)

Zdroj napitia pre elektroforézu SH-300, Shelton Scientific (USA)

4.3 Pouzité kvasinkové kmene

Kultivované kvasinkové kmene: Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1
Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7.
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33
Rhodotorula mucilaginosa (rubra) CCY 20-7-31
Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4
Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3
Plesne pouzité na pripravu hydrolytickych enzymov:
Fusarium solani CCM F-552
Phanerochaete chrysosporium CCM 8074

4.4 Kaultivacia mikroorganizmov

4.4.1 Podmienky kultivacie kvasiniek

Vybrané druhy kvasinkovych rodov Rhodotorula, Sporobolomyces a Cystofilobasidium
patria medzi mezofilné aerobne mikroorganizmy, ktoré maju podobné néaroky na rastové
podmienky. Kvasinky boli kultivované v tekutom médiu (optimalnom aj S pridavkom
odpadového substratu) pri teplote 25°C, neustdlom trepani a osvetleni potrebnom pre
produkciu karotenoidov. Sterilacie médii prebichali v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom
vzdy po dobu 30 minut.

4.4.2 Nahodna muticia kvasinkovych kmenov po pridavku alkylaéného ¢inidla

Vsetky vybrané kvasinkové kmene boli kultivované v glukézovych inokula¢nych médiach
0 zloZzeni uvedenom v Tab. 1 a Vv produkénom médiu s odpadovych substratom o zlozeni
uvedenom v Tab. 2 a 3, do ktorého bol pridany mutagén o0 r6znych koncentraciach.

Kazda séria kultivacie spocivala v dvojkrokovej inokulacii. Bunky boli zaockované do
inokula¢ného média I, kultivované 24 hodin, nasledne preockované do inokulaéné¢ho média II
tak, aby pomer inokulum | a inokulum II bol 1:5. Kultivacia prebiechala opét” 24 hodin, po
ktorych bola Cast’ inokula II asepticky preliata do pripravené¢ho produkéného média tak, aby
sa zachoval pomer 1:5. Nasledne bol pridany do média chemicky mutagén.

Po 80 hodinéach kultivacie boli zmutované bunky preockované na Petriho misky s agarom
o rovnakom zloZeni ako bolo produkéné médium uvedené v Tab.2 a 3. Kultary boli
zaoCkované technikou desiatkového riedenia a mikrobiologickym rozterom tak, aby na
miskach vznikli jednotlivé kolonie. Naockované Petriho misky boli ponechané v termostate
0 teplote 28°C a stalom osvetleni. Po naraste boli nahodne vyselektované tie kolonie, ktoré
vizualne naznacovali nadprodukciu karotenoidov. Vybrané koldnie boli niekol'kokrat
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preockované a ndsledne pouzité ku submerznej kultivacii v tekutych médiach s pridavkom
daného odpadového substratu. Kultivacia v kazdej zmesi substratov bola prevedena paralelne

v dvoch Erlenmeyerovych bankach.
Tabulka 1: Zlozenie inokulacného média — INO |, 11
zlozka mnozstvo (g/l)
glukoza 40
KH,PO, 5
(NH4)2S04 5
MgSO, 0,34
kvasni¢ny autolyzat 7
vodovodna voda 1000 ml

Tabulka 2: Zlozenie produkcného média - zaklad

zlozka mnozstvo (g/l)
KH,PO, 4
(NH4)2S04 4
MgSO, 0,34
vodovodné voda 1000 ml

Tabulka 3. Zlozenie odpadového substratu produkcného média v jednotlivych sériach

kultiva¢na séria zlozka mnozstvo (g/1)
1 glycerol 30
2 vajecné cestoviny 30
3 hydrolyzované vajecné 30
cestoviny
kontrolné médium glukoza 30

4.43 Enzymaticka hydrolyza odpadovych substratov

Vajecné cestoviny obsahuju komplexné sacharidy, ktoré nemdzu byt utilizované
karotenogénnymi kvasinkami. Aby sa zvySila moznost’ vyuzitia tohto substratu kvasinkami,
boli produkéné média v tretej sérii podrobené 24 hodinovej enzymatickej hydrolyze pomocou
dvoch réznych enzymovych preparatov.

Enzymovy preparat FS obsahoval zmes extracelularnych hydrolytickych enzymov
vyprodukovanych plesfiou kmena Fusarium solani, enzymovy preparat PCH plesiiou kmena
Phanerochaete chrysosporium. Plesne rastli v médiu s obsahom kukuri¢ného Skrobu na
podporu produkcie Ziadanych enzymov. Extracelularne vyprodukované enzymy od
plesiiovych kmenov boli najskor zlyofilizované, nasledne rozpustené v 15 ml fosfatového
pufru a pridané do prislusného produkéného média v mnozstve 1,5 ml/125 ml médium. Takto
boli média ponechané 24 hodin za laboratéornych podmienok hydrolyzovat'.

Po 24 hodinovej hydrolyze boli odobraté 1 ml vzorky z kazdého hydrolyzovaného média a
analyzované metdédou Somogyi-Nelsona na redukujice sacharidy. Redukujice sacharidy boli

29



stanovené eSte aj v nehydrolyzovanych produkénych médiach, a to pred sterilaciou tychto
médii, po sterilacii, a nakoniec aj po sterilacii uz zhydrolyzovaného média, rovnako ako aj v
samotnom enzymovom preparate. Kazdd vzorka bola analyzovana dvakrat, hodnoty boli
vyjadrené ako priemer z dvoch merani.

444 Kultivacia mutantnych kmenov

Kultivacia mutantnych kmenov prebiehala podl'a rovnakych podmienok ako kultivacia
nemutantnych kmenov. Kvasinky boli kultivované v tekutych médiach pri 25°C, neustadlom
trepani a osvetleni, cez dvojkrokové inokulacné média. Zlozenie inokula I a Il bolo rovnaké
a uvedené v Tab. 4 a 5. Obsahovalo pridavok odpadového substratu, na ktorom boli mutantné
kmene selektované. Kontrolného médium obsahovalo len glukézu (40 g/1). ZloZenie
produkéného média obsahovalo ako zdroj uhliku odpadovy substrat, bolo rovnaké ako
u nemutantnych kmenov a je uvedené v Tab. 2 a 3. Kultury boli kultivované v produkénom
médiu 80 hodin. Kultivacia mutantov v kazdej zmesi substratov bola prevedena paralelne
V dvoch Erlenmeyerovych bankach.

Tabulka 4: ZlozZenie inokulacného média — INO |, 1| - zaklad

zlozka mnozstvo (g/l)
glukoza 20
KH,PQO, 5

(NH4)2SO4 5

MgSO, 0,34

kvasni¢ny autolyzat 7
vodovodna voda 1000 ml

Tabulka 5: ZloZenie odpadového substratu inokulacnych médii v jednotlivych sériach

kultivacna séria zlozka mnozstvo (g/l)
1 glycerol 20
2 vajecné cestoviny 20
3 hydrolyzované vaje¢né 20
cestoviny

Do inokulacnych a produkénych médii tretej kultivacnej série boli pridané hydrolytické
enzymy rozkladajuce prislusné polysacharidy na jednoduché cukry.

445 Stanovenie redukujucich sacharidov metédou Somogyi-Nelsona

Redukujice sacharidy v produkénych médiach hydrolyzovanych pomocou enzymov, ako
aj Vvsamotnych enzymovych preparatoch, boli stanovené spektrofotometricky metodou
Somogyi-Nelsona. Tato metdoda vyuziva schopnosti redukujucich sacharidov vyredukovat
z alkalického prostredia mednatych soli oxid medny, ktory s arzenomolybdenanovym
¢inidlom poskytuje farebny komplex. Toto zafarbenie sa zmeria spektrofotometricky.

K stanoveniu bolo potrebné pripravit’ jednotlivé ¢inidla:
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Roztok I pozostaval z 24 g bezvodého Na,CO3, 16 g NaHCO3, 144 g bezvodého Na,SOy,
12 g vinanu sodno-draselného a 800 ml destilovanej vody.

Roztok Il pozostaval zo 4 g CuSO, .5H,0, 24 g bezvodého Na,SO4 a 200 ml destilovanej
vody.

Roztok 111 pozostaval z 25 g molybdenanu amonného rozpusteného v 450 ml destilovanej
vody, 21 ml koncentrovanej H,SO,4 a 3 g Na,HAsO,4.7H,0 rozpusteného v 25 ml destilovanej
vody. Tento roztok musel 48 hodin stat’ pri laboratdrnej teplote za nepristupu svetla.

V samotnom stanoveni sa k 1 ml vzorku pridalo 0,5 ml roztoku I a0,5 ml roztoku II.
Skumavky sa umiestnili na vriaci vodny kupel’ na 10 minat. Potom sa skiimavky ochladili
vodou, pridalo sa 0,5 ml roztoku III, dobre premiesalo, aby sa vzniknuty Cu,O rozpustil
a doplnilo sa destilovanou vodou na celkovy objem 10 ml. Zmerala sa absorbancia pri 720 nm
oproti slepej vzorke. Kazda vzorka bola analyzovana dvakrat, vysledky boli vyhadrené ako
priemer z dvoch merani.

4.4.6 Stanovenie narastu biomasy a jej spracovanie

Stanovenie mnozstva biomasy bolo prevedené turbidimetricky. Hustota zakalu bola
zmerana spektrofotometricky pri vlnovej dizke 630 nm a vhodnom nariedeni. Hodnoty
absorbancie boli vztiahnut¢ na mnozstvo suSiny v g/l podla nasledovnych kalibracnych
kriviek:

Rhodotorula glutinis y =0,1947x — 0,0234,
Rhodotorula aurantiaca y =0,2047x — 0,0184,
Rhodotorula mucilaginosa (rubra) y = 0,229,
Cystofilobasidium capitatum y =0,1669x + 0,1884,
Sporobolomyces roseus y = 0,2421x — 0,0488,
Sporobolomyces shibatanus y =0,2047x — 0,0184,

kde y je namerana absorbancia a X mnozstvo susiny v g/l [56, 57].

V pripade zivnych médii obsahujicich pridavok odpadného substratu sa ako blank
pouzivalo toto médium pripravené zaroven s médiami pre kultivaciu.

100 ml objem produkéného média bol scentrifugovany pri 5000 otackach po dobu 10
minut, premyty vodou a opdt scentrifugovany. Nakoniec boli bunky rozsuspendované vo
fyziologickom roztoku a uschované pre d’alsie pouzitie v mraznicke.

Biomasa kultivovana v produkénych médiach s obsahom odpadového substratu bola pred
centrifugaciou este prefiltrovana cez niekolkokrat zlozent gazu, aby sa bunky oddelili od
pridaného nerozpusteného odpadu.

447 Pozorovanie morfologickych zmien

Zmeny Vv morfoldgii kvasiniek pocas rastu boli pozorované mikroskopicky. Bunky boli
umiestnené na podlozné sklicko, prikryté krycim sklickom a pozorované pod mikroskopom
pri zviacseni 640x. Obrazok bol vyfotografovany a uloZzeny pomocou fotografického softwaru
Lucia Image.
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4.5 lzolacia a analyza karotenoidov a vybranych lipidickych latok

Karotenoidy, ergosterol a koenzym Q st stcéastou lipidickej frakcie bunky. Izoluju sa
subezne zmydelnenim s néaslednou niekolkonasobnou extrakciou. Nakoniec su vzorky
analyzované pomocou RP-HPLC s PDA detekciou.

45.1 Extrakcia karotenoidov a lipidickych latok z kvasiniek

Na izolaciu karotenoidov zmydelnenim s naslednou extrakciou boli pouzité kvasinkové
bunky zo 100 ml produkéného média. Bunky boli dezintegrované v 50 ml acetone. Po pridani
50 ml 10% alkoholického roztoku KOH boli zmydelfiované na vodnej 1azni pri 90°C po dobu
30 minit. Zmydelneny odparok bol po vychladnuti trikrat extrahovany do diethyéteru.
Spojené éterové frakcie boli odparené na vakuovej odparke. Vzorka bola rozpustena v 1 ml
ethanolu pre UV/VIS spektrofotometriu, prefiltrovana cez jednorazovy filter a analyzovana
pomocou kvapalinovej chromatografie.

4.5.2 Analyza karotenoidov a lipidickych latok metodou RP-HPLC/PDA

K chromatografickej analyze karotenoidov, ergosterolu a koenzymu Q bola pouZita
zostava RP-HPLC/PDA od firmy Thermo Fisher Scientific, USA. Analyzované data boli
spracované chromatografickym softwarom X-Calibur.

Prefiltrované vzorky boli nanesené na chromatograficki koléonu Kinetex C18
s predradenou predkolonou. Ako mobilna faza bol pouzity methanol pre HPLC s prietokom
Iml/min. Samotnd separacia prebiehala pri 45°C s detekciou diodového pol'a. Vyhodou PDA
detektoru je, Ze snima absorbanciu pri niekol’kych nastavenych vinovych dizkach (450 nm pre
karotenoidy a 285 nm pre ergosterol akoenzym Q), a zaroveil umozni snimat aj celé
absorb¢né vinové spektrum.

B-karotén, ergosterol i1koenzym Q boli kvantifikované pomocou externej kalibracie
prislusnych Standartov. Celkové karotenoidy, identifikované z maximalnych spektier
ostatnych znamych karotenoidov, boli vyhodnotené pomocou kalibrac¢nej krivky B-karoténu.
Vysledky st vyjadrené ako priemerna hodnot z dvoch paralelnych kultivacii.

4.6 lzolacia kvasinkovej DNA

Izolacia kvasinkovej DNA bola uskuto¢nend pomocou Specidlneho izola¢ného kitu pre
eukaryotické mikroorganizmy. Koncentracia vyizolovanej DNA bola sledovana
spektrofotometricky.

4.6.1 Izolacia DNA pomocou izola¢ného kitu UltraClean Microbial DNA Isolation Kit

1,8 ml objem mikrobialnej kultury rozsuspendovanej vo fyziologickom roztoku bol
napipetovany do ¢istej mikroskiimavky a scentrifugovany pri 11300 rpm otackach po dobu 30
sekund. Supernatant bol zliaty a Kk usadenym bunkam bolo pridanych 300 ul ,,MicroBead*
roztoku obsahujuceho soli a pufor. Bunky boli zvortexované a roztok bol presunuty do d’alsej
mikroskimavky obsahujticej drobny piesok. K roztoku bolo pridanych 50 ul MDIm ktory
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obsahuje SDS a iné ¢inidla k lyze bunky. Mikroskimavky boli zahrievané vo vodnej lazni pri
65 °C po dobu 10 minut.

Nasledne boli mikroskimavky presunuté na horizontdlny vortex a vortexované pri
maximalnej rychlosti po dobu 10 mintt. Potom boli mikroskiimavky scentrifugované pri
11300 rpm otackach po dobu 30 sekund. Supernatant obsahujuci DNA bol presunuty do novej
mikroskumavky a bolo k nemu pridanych 100 pl MD2, ktory zraza organické i anorganické
necistoty. Roztok bol vortexovany asi 5 sekind a inkubovany pri 4°c po dobu 5 minat. Potom
bol opét centrifugovany pri 11300 rpm otackach 30 sekund.

Supernatant bol presunuty do novej mikroskimavky a bolo k nemu pridanych 900 ul MD3
obsahujuci vysoko koncentrovany roztok soli potrebny na naviazanie DNA na filter.

Roztok bol presunuty do $pecidlnej mikroskumavky s filtrom a opdt’ centrifugovany pri
rovnakych podmienkach ako predchadzajuce centrifugécie. Tento postup bol opakovany, kym
nebol prefiltrovany cely objem podvodného roztoku. Kvapalina, ktora presla filtrom
neobsahuje DNA, a tak mohla byt odstranena.

Filter bol d’alej precisteny 300 ul MD4 obsahujicim ethanol, ktory je schopny rozpustit’
pripadné kontaminanty DNA. Roztok bol centrifugovany a filter presunuty do novej
mikroskimavky. Ku zrazenine DNA na filtri bolo pridanych 50 ul MDS5, ktory obsahuje
elu¢ny pufor uvolfiujuci zrazeninu DNA z filtra. Po kone¢nej centrifugacii bol prazdny filter
odstraneny a roztok obsahujici DNA uskladneny v mraznicke pri -20°C.

4.6.2 Koncentricia a Cistota vyizolovanej DNA

Koncentracia  vzoriek bola merand  spektrofotometricky = pomocou  pristroja
NanoPhotometer. Nukleové kyseliny majii absorpéné maximum pri 260 nm, zatial Co
pripadné kontaminanty — proteiny pri 280 nm. Koncentracia DNA bola stanovena z hodnoty
absorbancie pri 260 nm. Z pomeru hodnot Azsp/Azgo sa stanovila Cistota DNA. Pomer
absorbancii ¢iste] DNA sa pohybuje v rozmedzi 1,8-2,0. Ak vzorka obsahuje proteiny, pomer
je mensi nez 1,8. V pritomnosti kontaminujucej RNA je pomer vyssi nez 2,0.

4.7 PCR

Kvasinkovd DNA vyizolovand pomocou komer¢ne dodavaného kitu bola pouzitd ako
templat pre polymerazovi retazovi reakciu. Reakcia prebiehala v dvoch amplifikaénych
krokoch v usporiadani ,,nested* PCR.

4.7.1 Reakéna zmes pre PCR

Zlozky reak¢nej zmesi pre PCR boli pred pouzitim kratko vortexované a centrifugované.
PCR komponenty boli zmieSavané v danom poradi v sterilnom boxe. Zmes bola pripravena
V prislusnom objeme podl'a poctu vzoriek navysSenych o jednu kvoli kompenzacii strat pri
pipetovani a nasledne rozpipetovand do PCR mikroskimaviek. Nakoniec bola pridana
templatova DNA. Jedna PCR zmes obsahovala sterilni PCR vodu, 10x PCR pufor, 25 mM
MgCly, 10 mM dNTP mix, 100 uM priamy primer, 100 uM reverzny primer, Taq-DNA
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polymerazu 5 U/ ul a templat DNA do celkového objemu 25 pl pre prvy krok PCR a 50 pl pre
druhy krok PCR.
Pre amplifikédciu D1/D2 oblasti 26S rDNA boli pouzité univerzalne eukaryotické priméry
dodané firmou Elisabeth Pharmacon. Sekvencie primérov st uvedené v Tab. 6.
Pre overenie Cistoty vSetkych komponent bola do reakcie zaradena tieZ negativna
kontrola. Mala rovnaké zlozenie PCR zmesi, avSak namiesto templatovej DNA obsahovala
sterilnt PCR vodu.

Tabulka 6: Sekvencie pouzivanych primérov

Primer Sekvencia

NL1 - CG | 5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCCATATCAATAAG-3’

NL1 5’-GCCATATCAATAAG-3’

NL4 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’

LS2 5’-ATTCCCAAACAACTCGACTC-3’

Pripravena reakénd zmes pre PCR bola vlozena do termocykléru, kde bol spusteny
nastaveny PCR profil.

4.7.2 Prvy amplifika¢ny krok ,,nested“ PCR

Pre prvy amplifikaény krok bola pouzita dvojica primérov NL1/NL4. Ako templat DNA
bola pouzitd kvasinkovd DNA vyizolovana pomocou komeréne dodavaného kitu. Celkovy
objem reakénej PCR zmesi bol 25 pl. Amplifikacia prebiehala podl'a podmienok uvedenych
v Tab. 7. Vysledkom reakcie bol amplikén o pribliznej velkosti 600 bp.

Tabulka 7: Podmienky prvého amplifikacného kroku nested PCR

Kroky reakcie Teplota (°C) Trvanie (sek)
Pociato¢na denaturacia 92 180
Denaturacia 92 30
Apelacia 36 cyklov 55 30
Elongacia 72 30
Zaverecnd elongécia 72 180
Chladenie 10 nepretrzite

4.7.3 Druhy amplifika¢ny krok ,,nested“ PCR

Pre druhy amplifika¢ny krok bola pouzita dvojica primérov NL1-GC/LS2. Ako
templat DNA boli pouzité PCR produkty z prvej reakcie, ktoré boli 100x nariedené. Celkovy
objem reak¢nej zmesi bol 50 pl. Amplifikacia prebichala podl'a podmienok uvedenych v Tab.
8. Vysledkom reakcie bol amplikén o pribliznej vel'kosti 280 bp.
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Tabulka 8: Podmienky druhého amplifikacného kroku nested PCR

Kroky reakcie Teplota (°C) Trvanie (sek)
Pociato¢na denaturdcia 95 300
Denaturacia 95 60
Anelacia 30 cyklov 55 120
Elongécia 72 120
Zaverecna elongécia 72 210
Chladenie 10 nepretrzite

4.7.4 Kontrola PCR produktov horizontalnou elektroforézou

Uspesnost’ oboch krokov amplifikicie bola overena pomocou horizontalnej elektroforézy
v agarozovom ge¢le. PCR produkty boli ofarbené signdlnou farbiCkou (pozostavajiicou
2 0,025g bromfenolovej modrej a 4g sachardézy na 10 ml redestilovanej vody) a nanesené na
gél. Ako velkostny Standart bol pouzity DNA ladder RTU 100 bp o objeme 5 pl.

Pre pripravu 1,8% agardzového gélu bolo prislusné mnozstvo agardzy rozpustené v 1x
Tris-acetatovom (TAE) pufre (50x koncentrovany 2 mol/l TAE pufr: 242 g Tris; 57,1 ml
ladovej kyseliny octovej; 100 ml 0,5 mol/l EDTA, pH 8 na 1 1 redestilovanej vody). Agar6za
bola rozpustend zahriatim v mikrovinnej trube. Po ochladeni bolo do roztoku pridanych 15 ul
ethidiumbromidu zo zdsobného roztoku o koncentracii 10 mg/ml, takze jeho konecna
koncentracia v géli bola 1,5 pg/ml. Po jemnom premieSani bol gél naliaty do elektroforeticke;j
vane, vlozil sa hreben pre vytvorenie jamiek a gél bol ponechany stuhnut’ pri laboratérnej
teplote asi po dobu 30 minut. Po stuhnuti boli do vzniknutych jamiek nanesené vzorky.

Elektroforetickd vana so vzorkami bola zaliata 1x TAE pufrom po vyznacenu rysku.
Aparatira sa prikryla prislusnym poklopom ak elektrodam bol pripojeny zdroj
jednosmerného pradu. Spustila sa elektroforéza pri podmienkach 80 V, 90 mA po dobu 3
hodin.

Po skonceni elektroforézy bol gél preneseny do vizualiza¢nej komory systému
Ultralum. Po osvetleni UV svetlom sa zviditelnili bandy sledovanych PCR produktov
odpovedajuce svojej vel'kosti. Obrazok bol vyfotografovany a spracovany softwarom Scion
Image.

4.8 Denatura¢na gradientova gélova elektroforéza

Pomocou elektromigrac¢nej techniky DGGE boli analyzované Specifické Casti kvasinkove;j
DNA. Sledovali sa pripadne zmeny na DNA ummutantnych kvasiniek oproti DNA kvasiniek
nemutantnych.
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4.8.1 Priprava polyakrylamidového gélu s gradientom denaturantov

Pre denaturacnu gradientovl elektroforézu bol pouzivany 8% gél s koncentraénym
gradientom denaturantov — formamidom a mocovinou. Najskor bol pripraveny roztok 40%
AA/BIS v pomere 19 : 1 (38 g akrylamidu a 2 g bis-akrylamidu na 100 ml redestilovanej
vody, prefiltrované cez filtracny papier). Podl'a Tab. 9 boli potom pripravené 0%, 30% a 45%
zasobné roztoky denaturantov

Tabulka 9: ZloZenie zasobnych roztokov pre 8% polyakrylamidovy gél

ZloZka denatura¢ného 0% 30% 45%
roztoku denaturantov denaturantov denaturantov
40% AA/BIS 20,0 20,0 20,0
50x TAE pufor 2,0 2,0 2,0
Formamid - 12,0 18,0
Mocdovina - 12,6 18,9
Redestilovana voda 78,0 do 100,0 do 100,0
Celkovy objem 100,0 100,0 100,0

Do pripravenych kadi¢iek bolo napipetovanych 15 ml 30% denaturacného roztoku, 15 ml
45% denaturaéného roztoku a 5 ml 0% denaturaéného roztoku. Do kazdého z roztokov bolo
pred pouzitim pridanych 7 ul TEMED (N,N'-tetramethyléndiaminu) a 40 pul APS (0,1 g
persiranu amonneho v 1 ml redestilovanej vody).

Polyakrylamidovy gél bez denaturantov sa pouzival k pociatocnému utesneniu okrajov
aparatury. Kazdy denaturacny roztok bol jemne premieSany a nasaty do injek¢nej striekacky,
Vv ktorej boli nasledne vytesnené bubliny a upraveny objem na 12 ml. Injek¢éné striekacky boli
upevnené po strandch aparatiry na pripravu gradientu a hadickami pripojené k ihle, ktoré bola
zavedena medzi sklené dosky v nalievacom stojane. Pomalym otacanim kolesa aparatary bol
vytvoreny linedrny gradient denaturantov v géli. Po napusteni tychto dvoch roztokov bol
nakoniec esSte pridany opat 0% denaturaény roztok, bez obsahu denatura¢nych cinidiel
a vlozeny hreben pre vytvorenie jamiek.

Aparatara s gélom bola prekryta alobalom zabranujacim vysychaniu a nechany cez noc
Vv chladnic¢ke polymerizovat’. Pred samotnym prevedenim elektroforézy bol vytiahnuty hreben
a jamky boli preplachnuté 1x TAE pufrom.

4.8.2 Priprava vzoriek

PCR produkty z druhého amplifika¢ného kroku nested PCR boli ofarbené signalnou
farbickou (pozostavajucou z 0,5 ml 2% bromfenolove] modrej a 7 ml glycerolu na 10 ml
redestilovanej vody) v pomere 1 :1 a nanesené na gél.
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4.8.3 Prevedenie DGGE

Elektroforeticka vana bola naplnena 7 litrami 1x TAE pufru a prikrytd vrchnym krytom,
pomocou ktorého bolo zapnuté ohrievanie pufru na 60°C a nepretrzité premieSavanie.
Sklenené dosky s naliatym gélom boli presunuté na DGGE kazetu. Do vytvorenych jamiek po
hrebeni boli nanesené vzorky o objeme 40 pl. Zahrievanie pufru bolo prerusené a DGGE
kazeta s gélom bola vlozena do vane. Opidtovne bolo zapnuté zahrievanie a premieSavanie
pufru. Po dosiahnuti teploty 60°C bola aparatura pripojena ku zdroju napitia. Elektroforéza
prebiehala pri podmienkach: 120 V, 90 mA po dobu 6 hodin.

4.8.4 Farbenie a vizualizacia DGGE gélu

Po ukonceni elektroforetickej separacie bol gél vynaty z DGGE kazety a farbeny v roztoku
ethidium bromidu (do 250 ml 1x TAE pufru bolo pridanych 50 ul EtBr zo zasobného roztoku
0 koncentracii 10 mg/ml). Gél bol vo farbiacom roztoku ponechany po dobu 20 minut za
neustaleho trepania a néasledne oplachnuty destilovanou vodou. Nakoniec bol gél preneseny
do vizualiza¢ného systému Ultralum a ziskany obrazok bol vyfotografovany a spracovany
softwarom Scion Image.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Optimalizacia podmienok mutacie karotenogénnych kvasiniek

Bolo potrebné prevedenie optimalizacnych experimentov s cielom vybrat’ vhodny mutagén
pre nahodnti mutaciu kmenov karotenogénych kvasiniek Rhodotorula, Sporobolomyces a
Cystofilobasidium. Boli testované dva rézne mutagény: ethylester kyseliny metansulfonove;j
(EMS) a methylester kyseliny metansulféonovej (MMS). Ako prvy bol pouzity mutagén MMS,
ktory bol davkovany do produkéného média obsahujuceho kvasinkova kultaru. Pri prvom
experimente bola koncentrdcia mutagénu v produkénom médiu 10 pg/ml a5 pg/ml.
Zmutované bunky boli 80 hodin kultivované a néasledne preockované na Petriho misky
mikrobiologickym rozterom. Priblizne po Styroch diioch ponechania naockovanych Petriho
misiek v termostate pri teplote 28 °C neboli na Petriho miskach pozorované ziadne kolonie,
ktoré by naznacovali pritomnost’ Zivych buniek karotenogénnych kvasiniek.

Pri d’alSom experimente bol opat’ pouzity mutagén MMS. Jeho koncentracia v produkénom
médiu bola zniZzena na hodnotu 2 pg/ml. Podobne ako pri prvom experimente bola kultura po
80 hodinovej kultivacii naoCkovana na Petriho misky a ponechana v termostate. Ani pocas
druhého experimentu nevyrastli na Petriho miskach Ziadne koldénie. Mo6zeme predpokladat’
citlivost’ buniek na zvySenut koncentraciu mutagénu, respektive na samotny mutagén. Na
obrazku ¢. 11 pozorujeme sfarbenie produkéného média po 80 hodinach kultivacie, do
ktorého bol pridany mutagén MMS. Produk¢éné médium je biele, ¢o dokazuje spomaleny
alebo ziadny narast kvasinkovej biomasy, pripadne vyznamne poruSent metabolicku aktivitu.

‘pridavok mutagenu
MMS

Obrazok 11: Sfarbenie produkcného média s pridavkom MMS po 80 hod. kultivacie

Pri tretom experimente bol pouzity mutagén EMS. Koncentracia mutagénu vV produkénom
médiu bola ako v pripade prvého experimentu 10 ug/ml a 5 pg/ml. Zmutované bunky boli
opat po 80 hodinovej kultivacii naockované na Petriho misky a ponechané v termostate
priblizne po dobu S$tyroch dni. Po ndraste boli ndhodne vyselektované kolonie,
charakteristické najintenzivnej$im Cervenym sfarbenim. Na obrazku 12 méZeme pozorovat
sfarbenie kolonii buniek po Styroch dnoch kultivacie v termostate.
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Obrdzok 12: Petriho misky s mutovanym kvasinkovym kmenom po 4 dnoch kultivacie

K néslednej mutécii karotenogénych kvasiniek na réznych odpadnych substratoch bol teda
pouzity mutagén EMS, po ktorého aplikacii doslo k narastu kolonii na Petriho miskach a k ich
uspesnému vyselektovaniu.

5.2 Morfologické zmeny kvasiniek ovplyvnené posobenim mutagénu

V tejto praci boli pozorované morfologické znaky kvasiniek Cystofilobasidium capitatum
CY 10-1-1, Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7, Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33,
Rhodotorula mucilaginosa (rubra) CCY 20-7-31, Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4,
Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3.

5.2.1 Morfologia kvasiniek 1. série kultivacie

Prva séria kultivacii bola zamerand na adapticiu mutantov na médium s obsahom
glycerolu. Experimenty boli zrovndvané s kultivaciou nemutovanych aj mutovanych kmeniov
aj na gluk6zovom médiu. ZloZenie inokulacného média bolo rovnaké aj pre INO I a INO Il
s obsahom kvasni¢ného autolyzatu (kap. 4.4.4.). Boli pripravené dva typy produkénych médii,
jedno obsahovalo odpadovy substrat glycerol, ako uhlikaty zdroj a druhé glukozu. Vsetkych 6
kvasinkovych mutantnych kmenov bolo kultivovanych stcasne a za rovnakych podmienok
spolu s kmefimi nemutantnymi (kap. 4.4.4. ) V prvej faze bola pozorovanid morfologia
mutantnych kmenov kvasiniek a porovndvand s morfoldégiou nemutantného kmena.
Morfologické zmeny boli sledované vizualne aj mikroskopicky (kap. 4.4.7.).

CCnemutant
glycerol

> €°
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Obrazok 13: Morfologia kvasiniek v produkcnom médiu 1. série

Na obrazku 13 sledujeme, ze nezmutované kmene kvasiniek st charakteristické gulatym
tvarom. Vo vicsine pripadov morfologia buniek kvasiniek nevykazuje neobvyklé zvlastnosti,
no moézeme pozorovat zvySené zhlukovanie buniek ¢o je pravdepodobne spdsobené
vyraznym  stresom. U vSetkych kmenov kultivovanych v gluk6zovom médiu je
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charakteristicky nepravidelny okraj buniek. So zvySujucou sa koncentraciou mutagénu
modzeme postupne sledovat’ zmenu tvaru buniek z gul’atého na ovalny tvar a silnejsiu bune¢nu
stenu, ¢o je pravdepodobne sposobené hromadenim sa kvasinkovych metabolitov
v okrajovych Castiach bunky. Je to charakteristické pre vSetky kmene okrem C. capitatum a
tiez S. roseus, ktorej bunky su najmenej vyrazné a ovalne az valcovité aj v nezmutovanej aj
v zmutovanej forme. V médiu s S. roseus tiez mdzeme pozorovat’ postupné zmeny buniek na
mensie a bledSie so zvySujicou sa koncentraciou mutagénu Co tiez moze byt spdosobené
urCitym stresovym prostredim. Bunky rastice v médiu s glycerolom vykazuji prevazné
gul’aty tvar, ¢o je pravdepodobne ddsledok osmotického stresu.
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Obrdzok 14: Rozdielne sfarbenie produkcénych médii 1. série

Na obrazku 14 pozorujeme odlisné sfarbenia produkénych médii prvej série kultivacie. Pri
porovnani s kontrolou vidime zretelny rozdiel medzi ruZzovo sfarbenymi kontrolnymi
produkénymi médiami s nemutantnou kultirou a produkénymi médiami, v ktorych je
zaoCkovany zmutovany kvasinkovy kmen a si charakteristické sfarbenim od svetlo ruzovej
cez oranzovu az po tmavo oranzovu. U vSetkych kmenov kvasinieck mozeme vidiet' jasny
rozdiel medzi médiami obsahujucimi glukézu, kde pozorujeme oranzové sfarbenie a médiami
s obsahom glycerolu, kde vidime ruZovo-oranzové az tmavo oranzové zafarbenie.
U svetlejSich médii zrejme pritomnost’ glycerolu Ciastocne inhibovala produkciu pigmentov,
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ale v pripade médii s kvasinkami R. rubra a R. glutinis vidime intenzivnejsie sfarbenie kultar
v médiu s obsahom glycerolu, ¢o mdze byt vyvolané zvysenou produkciou karotenoidnych
pigmentov. Podobné zmeny produkcie pigmentov v pritomnosti glycerolu (inhibicia aj
aktivacia) boli uz pozorované v niektorych predchadzajucich stadiach [3, 57].

5.2.2 Morfologia kvasiniek 2. série kultivacie

V druhej sérii boli kvoli ¢asovym dovodom kultivované len Styri vybrané kmene
karotenogénnych kvasiniek, ato Cystofilobasidium capitatum CY 10-1-1, Rhodotorula
glutinis CCY 20-2-33, Rhodotorula mucilaginosa (rubra) CCY 20-7-31, Sporobolomyces
roseus CCY 19-6-4. Opat’ boli pouzité dva typy produkénych médii a to klasické glukozove
médium a cestovinové médium. Zlozenie INO T1aINO II bolo rovnaké, sobsahom
kvasni¢ného autolyzatu (kap. 4.4.4.). Vietky mutantné kmene karotenogénnych kvasiniek boli
kultivované sucasne a za rovnakych podmienok spolu s nemutantnymi kmenmi

Obrdzok 15: Morfolégia kvasiniek v produkénom médiu 2. série

Aj v pripade druhej série kultivacie si mdzeme vS§imnut' gul'aty az ovalny tvar kvasiniek,
ktory je pre ne charakteristicky. Opat’ sledujeme vyrazné¢ zhlukovanie buniek a taktiez aj
nerovny povrch na viacerych bunkach, ktory je pravdepodobne vyvolany intenzivnym
stresom. Vyrazna destrukcia buniek je viditelnd najmd Vv pripade kvasinky S. roseus
kultivovanej na cestovinach. Posobenim stresu ¢i nutri€énych zdrojov sa intracelularne Casti
bunky uvolnili do média a tym sa bunka zdeformovala. Tiez pozorujeme svetlejsie sfarbenie
buniek. Aj v tejto sérii kultivacie mézeme konstatovat’, Ze doslo k silnému poskodeniu buniek
a k vyznamne ovplyvnenému metabolizmu pri raste na nevyhodnom komplexnom odpade.
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Obrdzok 16. Rozdielne sfarbenie produkcénych médii 2. série
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V druhej sérii kultivacie sa mozeme ststredit’ na vplyv odpadného substratu na sfarbenie
média, teda na vizualne posudenie produkcie pigmentov. Produkéné média s obsahom
cestovin su v porovnani s glukozovymi médiami vyrazne bledSie, o je zrejme spdsobené
Clastocné¢ samotnou farbou cestovin, ale aj neschopnost'ou kvasiniek vyuzivat komplexny
substrat. Média s obsahom glukdzy su charakteristické silnejSim sfarbenim a zrejme teda aj
zvySenou produkciou pigmentov. Na druhej strane ale pri porovnani cestovinového média
S obsahom mutagénu pozorujeme intenzivnejsiu skalu farieb od bledoruzovej farby cez svetlo
oranZzovu az po oranZovu. S postupnym zvySovanim koncentradcie mutagénu v produkénych
médiach vsak klesa intenzita sfarbenia média, ateda da sa predpokladat’ nizSia produkcia
pigmentov. NajsvetlejSie sfarbenie média sledujeme u S. roseus, ¢o mdze suvisiet' aj
s pozorovanou morfologickou deformaciou buniek. Farba média odpoveda analyze mnozstva
a zostavy produkovanych pigmentov, ako bude uvedené v kapitole 5.4.2.

5.2.3 Morfologia kvasiniek 3. série kultivacie

V tretej sérii boli kultivované také isté kmene ako v sérii druhej. ZloZenie INO I a INO 1l
bolo rovnaké. Ako odpadny substrat boli do produkéného média pridané cestoviny spolu
S hydrolytickymi enzymami ziskanymi z plesni Fusarium solani a Phanerochaete
chrysosporium (kap. 4.4.4.). Doslo tiez ku zmene koncentracii mutagénu. Koncentracia
mutagénu v produkénom médiu bola 10 pg/ml a 15 pg/ml.
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Obrazok 17: Morfolégia kvasiniek v produkcénom médiu 3. série - cestoviny s pridanim
hydrolytickych enzymov z plesni.

Na jednotlivych obrazkoch mézeme pozorovat vplyv pritomnosti hydrolyzovaného
komplexného substratu v produkénom médiu na morfologiu jednotlivych buniek. V pripade
mutované¢ho kmena kvasinky C. capitatum sa v médiu hydrolyzovanom pridavkom
extracwelularnych enzymov plesne P. chrysosporium zmenil tvar bunky z gulatého na viac
ovalny abunky su tieZ aj menej vyrazné abledé pri porovnani s kontrolou. Dalo by sa
povedat’, ze u tohto kmena sl pozorované mensie zmeny pri porovnani s kontrolnym médiom
ako u d’alSich kmenov kvasiniek. Bunky v hydrolyzovanych cestovinovych médiach sa zjavne
ovplyvnené stresom, je pre ne typické zhlukovanie, nevyrazné sfarbenie a nepravidelny tvar.
Vyrazné zhlukovanie je charakteristické aj u mutovanej kvasinky R. glutinis, najma v médiu
hydrolyzovanom enzymatickym preparatom z plesne P. chrysosporium.
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Avsak v produkénych médiach, v ktorych bol pouzity enzymovy preparat izolovany z
plesne F. solani moézeme vidiet lepsi tvar buniek R.glutnis ako pri nehydrolyzovanych
médiach. Pri tomto preparate ako jedinom si moézeme vsimnut, ze bunky R.glutinis
vV nehydrolyzovanych médiach st menSie ako bunky v hydrolyzovanych médiach. Oproti
tomu u kvasinky R. rubra v hydrolyzovanych produkénych médiach je vidiet jasné zlepSenie
Vv tvare jednotlivych buniek, hlavne Co sa tyka ich velkosti, vyraznejSieho sfarbenia bunecne;]
steny a takmer pravidelného okraju buniek pri porovnani s nehydrolyzovanymi médiami. U S.
roseus mézeme pozorovat’ morfologiu buniek najviac podobna kontrolnému médiu. Takisto
ako v predchadzajucich pripadoch u kvasinky S. roseus mozno pozorovat’ najvicsie stresové
efekty, bunky st malo vyrazné, zhlukuju sa a pucia.

V kone¢nom désledku ale opdt’ moézeme potvrdit’ urcity destrukény vplyv mutagénu na
bunky kvasiniek. CC nemutant

cestoviny FS CC nemutant

glukéza
CC10AT CCH.)AZ CC15A1 CC15A2
cestoviny FS cestoviny FS cestoviny FS cestoviny FS
P . o
CC10A1 CC10A2 CC15A1 CC15A2
glukéza FS glukéza FS glukéza FS glukéza FS
CC nemutant CC nemutant
cestoviny PCH glukéza
CC10A1 CC10A2 CC15A1 CC15A2
cestoviny PCH cestoviny PCH cestoviny PCH cestoviny PCH
CC10A1 CC10A2 CC15A1 CC15A2
glukéza PCH glukéza PCH glukéza PCH glukéza PCH
ke . - k . -
RG nemutant RG nemutant
cestoviny FS glukéza
RG 10 AT RG 10 A2 RG 15 AT oA
cestoviny FS cestoviny FS cestoviny FS cestoviny FS
k “ . -
RG 10 A1 RG 10 A2 RG 15 A1 RG 15 A2
glukéza FS glukéza FS glukoza FS glukéza FS

u A‘.—A -
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SR nemutant SR nemutant

cestoviny FS glukéza
- ol |
SR 10 A1 SR 10 A2 SR 15 A1 SR15A2
cestoviny FS cestoviny FS cestoviny FS cestoviny FS
A_ A o~ aal
SR 10 A1 SR10A2 SR 15 A1 SR 15 A2
glukéza FS glukéza FS glukéza FS glukéza FS
SR nemutant SR nemutant
cestoviny PCH glukéza
SR10 A1 SR10A2 SR15 A1 SR15A2
cestoviny PCH cestoviny PCH cestoviny PCH cestoviny PCH
; ,‘L_-A ;___._A A‘
SR10 A1 SR10A2 SR 15 A1l SR15A2
glukeze CE glukéza PCH glukéza PCH glukéza PCH

Obrazok 18: Rozlicné sfarbenie produkcénych médii v 3. sérii.

Na obrazku 18 vidime jednotlivé farebné zmeny v produkénych médidch obsahujucich
hydrolyzované cestoviny V zavislosti na pouzitom substrate. Pre cestovinové média je opat
charakteristické bledé sfarbenie sposobené pritomnost'ou cestovin, ¢im mozno vysvetlit’ ich
menej intenzivne oranzové sfarbenie pri porovnani s kontrolou. U zivnych médii s obsahom
cestovin a s prirastkom redukujucich sacharidov moézeme vidiet' intenzivnejSie ruzové a
oranzové sfarbenie pri porovnani s nemutantnym cestovinovym médiom, na zaklade ¢oho sa
da predpokladat’ zvySena produkcia pigmentov pésobenim hydrolytickej aktivity enzymu ¢i
mutagénu. Na ziklade slabSiecho sfarbenia médii u vSetkych vzoriek s koncentraciou
mutagénu 15 pg/ml mézeme predpokladat’, ze zvySené mnozstvo mutagénu malo za nasledok
znizenie tvorby pigmentov. Mdzeme teda konStatovat, ze enzymaticky preparat ziskany
z plesne F. solani sa javi ako vhodnejsi na hydrolyzu odpadnych substratov a produkciu
karotenoidov kvasinkami ako enzym ziskany z plesne P. chrysosporium.
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5.3 Analyza redukujucich sacharidov v hydrolyzovanych médiach

Pocas tretej série kultivacie boli v produkénych médiach s obsahom odpadového substratu
aeste pred pridanim kvasinkovej kultry stanovené redukujuce sacharidy metdédou
Somogyiho-Nelsona (kap.4.4.1.) Vzorka bola odobrata z produkéného média pred a po jeho
sterilacii a nasledne aj po pridani enzymovych preparatov a ich naslednom vysterilovani. Bola
zostrojena kalibra¢nd krivka zavislosti koncentracie na absorbancii pre vypocet mnozstva
redukujucich sacharidov v produkénom médiu. Jednotlivé zistenia st uvedené v tabul'kéch 8 a
9 av grafe 2.

Kalibraéna krivka redukujucich sacharidov

1,2 -
1
s 0,8 1
o y =3,4249x
£ 06 - R = 0,997
o
(7]
| 04 1
0,2 1
0 T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
koncentracia (mg/ml)
Graf 1: Kalibracna krivka zavislosti .
Mnozstva redukujucich sacharidov v g/125 ml média
0,91
€ 0,8 1
wn
g 07
)
> 0,6 - @ pred sterilaciou
= 0,5 A B po sterilacii
§ 0,4 A O po hydrolyze FS
§ 0,3 - O po hydrolyze PCH
N |
-E—‘,. 0,2
S 0,1 A
T
® 00 — | ,
1
cestoviny

Graf 2: Obsah redukujucich sacharidov v hydrolyzovanych médiach.
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Tabulka 10: Analyza obsahu redukujucich sacharidov v médiach po enzymovej hydrolyze.

odpadovy substrat pred po hydrolyza hydrolyza
(9/125 ml) sterilaciou sterilaciil s F.solani s P. chrysosporium
cestoviny 0,024 0,026 0,573 0,839

Na zéklade vysledkov uvedenych v tabulke 10 a grafe 2 vidime, ze po 24 hodinovej
hydrolyze odpadu spolu s enzymami doslo k narastu hodnot redukujtcich sacharidov, ¢im sa
preukdzala hydrolyticka aktivita kmenov hub na sacharidy. Sterildcia nema zrejme vyrazny
vplyv na hodnotu redukujucich sacharidov v cestovinovom médiu.

Tabulka 11: Mnozstvo redukujucich cukrov v jednotlivych enzymovych preparatoch.

1000x . . . .
fiedeni redukujuce sacharidy redukujuce sacharidy
o (g/15 ml) (g/1,5 ml)
Phanerochaete
. 0,230 1,007 0,101
chrysosporium
Fusarium solani 0,398 1,743 0,174

V tabul’ke 11 vidime mnozstvo redukujicich sacharidov, ktoré boli pridané do
produkéného média spolu s enzymovym preparatom. Prirastok redukujucich sacharidov sa pri
pouziti jednotlivych enzymov vyrazne neliSi no u enzymu vyizolovaného z plesne Fusarium
solani je vyssi.

5.4 Produkcia karotenoidov, ergosterolu a koenzymu Q

Experimentalna cast diplomovej prace bola zamerand predovSetkym na produkciu
karotenoidov a to najmé B-karoténu ako hlavného pigmentu s najva¢sim praktickym vyuzitim
a produkciu biomasy vV zavislosti na pouzitom type substratu a koncentracii mutagénu
v produkénom médiu. Dalsimi nemenej délezitymi stanovovanymi metabolitmi boli aj
ergosterol, sluziaci ako provitamin D a koenzym Q ako ddlezity antioxidant.

Metabolity boli izolované extrakciou pigmentov v acetone, zmydelnenim neutralnych
lipidov a naslednou extrakciou pigmentov do diethyletheru (kap. 4.5.1.). Mnozstvo pigmentov
a d’alsich metabolitov bolo namerané pomocou RP-HPLC/PDA (kap. 4.5.2.). V nasledujtcej
Casti diplomovej prace st uvedené namerané vysledky vo forme tabulick a grafov.

Jednotlivé mnozstvd metabolitov boli vypocitané podla nasledovnych kalibra¢nych
kriviek, ktoré boli zostavené v sibezne prevadzanej dizertaénej praci na rovnakej kolone a za
rovnakych chromatografickych podmienok.

« karotenoidy a B-karotén y = 17 480x
. ergosterol y =76 993x
« koenzym Q y =33 313x

V kazdej sérii boli vyselektované dva mutanty pre kazdu koncentraciu mutagénu (10 Al,
10 A2 pre 10 ug/ml EMS; 5 Al, 5 A2 pre 5 ug/ml EMS ), ktoré boli kultivované v tekutom
médiu a bola analyzovana ich rastova a produkcna kapacita. V nasledujucej ¢asti su podrobne
uvedené produk¢éné charakteristiky tychto mutantov kultivovanych na glukoze i na glycerole
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a porovnané s nemutovanym kmenom kultivovanym tiez na glukéze a glycerole. Mutanty boli

v priebehu selekcie adaptované na utilizaciu glycerolu (kap. 4.4.2.).

5.4.1 Produkcia karotenoidov, ergosterolu a koenzymu Q - 1. séria kultivacie (glycerol)

Rhodotorula glutinis-mutant
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Graf 3: Produkcia biomasy a pigmentov v produkcnych médidach 1. série u kvasinky R. glutinis.
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Graf 4: Produkcia biomasy a pigmentov v produkcnych médiach 1. série u kvasinky R. aurantiaca.
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Tabulka 12: Narast produkcie biomasy a pigmentov v 1. sérii kultivdcie.

Graf 5: Produkcia biomasy a pigmentov v produkcnych médidach 1. série u kvasinky R. rubra.

mnozstvo
o susina B-karotén | ergosterol | karotenoidy | koenzym Q

oznacenie (/) (Hg/g (nglg (Hg/g (Hg/g
susiny) susiny) susiny) susiny)

kontrola - glycerol 7,241 13,966 285,690 34,987 5,962
RG [kontrola - nezmutovana | 8,345 | 181,174 | 316,387 671,610 50,395
10 Al glukéza 9,288 81,998 206,442 260,521 38,123

10 Al glycerol 8,163 34,961 316,916 59,242 5,807
10 A2 glukodza 8,943 41,031 220,332 130,819 19,331
10 A2 glyceroal 8,700 77,543 295,193 139,303 59,633
5 Al glukdza 9,804 297,022 270,490 637,492 275,004

5 Al glycerol 8,143 11,636 266,389 30,432 4,863
5 A2 glukdza 8,882 35,270 256,504 93,059 60,166
5 A2 glycerol 7,677 24,338 236,614 37,300 31,966
RA | kontrola - glycerol 9,045 35,774 231,711 81,066 22,443
kontrola - nezmutovana 9,136 267,315 226,770 296,732 28,670
10 Al glukodza 10,676 319,988 236,552 651,049 365,569
10 Al glycerol 9,571 43,024 235,361 90,482 44,861
10 A2 glukodza 10,818 641,296 206,578 1400,106 328,374
10 A2 glycerol 9,541 37,945 257,227 87,797 28,001
5 Al glukdza 10,088 310,419 274,587 692,910 287,720
5 Al glycerol 8,720 75,332 286,207 168,937 57,864
5 A2 glukdza 9,815 66,933 178,497 210,494 125,642
5 A2 glycerol 9,227 20,020 237,087 48,521 19,460
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RR | kontrola - glycerol 7,373 244,783 369,366 538,079 53,950
kontrola - nezmutovana 8,690 210,897 235,708 465,550 93,524
10 Al glukdza 9,571 516,821 293,527 1611,091 262,025
10 A1 glycerol 9,399 29,841 185,254 49,046 9,683
10 A2 glukdza 9,804 328,291 264,965 899,666 269,534
10 A2 glyceroal 9,470 39,301 199,047 91,300 11,103
5 Al glukdza 10,706 104,799 170,419 331,902 55,029
5 Al glycerol 9,744 243,319 210,498 522,293 41,735
5 A2 glukdza 9,987 242,067 260,959 723,356 189,949
5 A2 glycerol 10,068 62,304 196,308 148,474 22,520

Na grafoch 3-5 a v tabulke 12 st znazornené rozdiely v produkcii biomasy a pigmentov
V jednotlivych médiach, ktoré sa liSia odpadovym substratom a koncentraciou mutagénu.
Tieto rozdiely pozorujeme u kvasiniek rodu Rhodotorula. Mézeme pozorovat viditeIny
narast produkcie celkovych karotenoidov v pripade vybranych mutovanych kmenov. Okrem
R. glutinis doslo u ostavajicich mutantnych kmenoch aj k zvySeniu mnoZstva tvorby
koenzymu Q. ZvySenu produkciu B-karoténu oproti kontrole pozorujeme najmi v médiach
sobsahom glukoézy aumutantov selektovanych s koncentraciou mutagénu 10 pg/ml
(641,296 pg/g susiny).

Je zaujimavé, ze mutovany kmen kvasinky R. glutinis vyprodukoval pri koncentracii
mutagénu 5 pg/ml v gluk6zovom produkénom médiu najvacsie mnozstvo [-karoténu
(297,022 pg/g susiny) a zaroven v glycerolovom médiu vyprodukoval najmensie mnozstvo
B-karoténu (11,636 pg/g susiny). Tento efekt je vyvolany zrejme nejakou konkurenénou
ulohou glycerolu a karoténu pri stresovej odozve R.glutinis [3, 57]. Produkcia suSiny
a ergosterolu nepredstavovala velké rozdiely pri porovnani s kontrolou.
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Graf 6: Produkcia biomasy a pigmentov v produkcnych médidach 1. série u kvasinky C. capitatum
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.Graf 7: Produkcia biomasy a pigmentov v produkcénych médidch 1. série u kvasinky S. roseus.
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Graf 8: Produkcia biomasy a pigmentov v produkcnych médidach 1. série u kvasinky S.

shibatanus.
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Tabulka 13: Narast produkcie biomasy a pigmentov v 1. sérii kultivacie.

mnozstvo
- B-karotén | ergosterol |karotenoidy | koenzym Q
Oznacenie e | (ngig (gl (gl (gl

@/) susiny) susiny) susiny) susiny)

kontrola — glycerol 7,231 7,664 346,447 86,036 16,732
CC [ontrola — nezmutovana | 9,186 | 2,823 267,733 | 455,083 138,761
10 Al glukéza 7,403 14,374 306,431 144,181 53,040
10 A1 glycerol 8,447 1,249 244,816 49,664 17,946
10 A2 glukéza 8,882 2,131 312,625 245,562 133,772
10 A2 glycerol 6,988 1,785 323,075 41,162 31,200
5 Al glukéza 7,697 1,677 242,065 23,752 13,185
5 Al glycerol 8,518 2,836 252,800 43,736 15,932
5 A2 glukéza 7,586 6,400 338,211 194,752 98,965
5 A2 glycerol 7,272 1,858 370,728 53,600 19,686
SR | kontrola — glycerol 5,802 377,747 488,561 497,329 64,365
kontrola — nezmutovana | 5,721 376,931 349,712 505,001 28,436
10 Al glukéza 6,380 450,009 379,833 766,228 55,420
10 A1l glyceral 4,435 493,886 624,795 713,510 98,991
10 A2 glukéza 5,458 503,574 442,152 877,113 61,211
10 A2 glycerol 4,171 550,457 661,893 879,711 124,710
5 Al glukéza 5,813 71,158 312,898 134,804 19,395
5 Al glycerol 4,080 588,715 781,331 948,579 130,673
5 A2 glukéza 5,873 489,334 449,868 898,338 61,972
5 A2 glycerol 4,384 555,489 760,522 859,334 113,211
SSh | kontrola — glycerol 9,176 28,118 244,875 53,356 10,274
kontrola — nezmutovana | 8,649 413,104 314,304 939,611 130,533
10 Al glukéza 9,197 86,077 259,367 184,219 68,937
10 A1 glycerol 10,119 45,775 307,446 129,197 34,090
10 A2 glukoéza 8,751 104,363 255,963 261,604 79,044
10 A2 glyceral 9,916 107,984 287,387 308,194 67,116
5 Al glukéza 8,670 164,664 307,235 436,258 110,180
5 Al glycerol 9,977 34,895 283,711 78,908 24,295
5 A2 glukéza 8,528 66,944 259,173 173,987 59,014
5 A2 glycerol 9,744 24,086 248,636 61,821 17,654

Na grafoch 6 — 8 avtabulke 13 sledujeme produkciu metabolitov u kmetiov rodu
Sporobolomyces a Capitatum. V pripade S. shibatanus a C. capitatum su viditeI'né najmensie
rozdiely pri produkcii pigmentov a pri porovnani mutovaného a nemutovaného kmena.
U tychto dvoch kmenoch mézeme povedat, Ze sa nepodarilo vyselektovat’ mutanty, pre ktoré
by bol odpadny substrat glycerol vhodnym zdrojom vyzivy a energie a pritomnost’ mutagénu
skor inhibuje produkciu karotenoidov. Hoci u zmutovaného kvasinkového kmena S. roseus
nedoslo k vyraznej produkcii -karoténu oproti kontrole, pri porovnani substratov sa glycerol
ukazal ako vhodnejsi odpadny substrat pre kultivaciu ako glukéza. U tohto kmena bola tiez
namerana najvyssia produkcia ergosterolu (781,331 pg/g susiny), opat’ pri pouziti glycerolu
ako odpadného substratu, vysoké hodnoty celkového mnozstva karotenoidov a koenzymu Q.
Ako najlepsi producent sa v tejto sérii prejavil mutantny kvasinkovy kmen R. aurantiaca.
Kmeni kultivovany na glukdéze aspridavkom mutagénu o koncentracii 10 pg/ml
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vV produkénom médiu produkoval najvdcSie mnozstvo B-karoténu (641,296 ug/g susiny),
koenzymu Q (365,569 pg/g susiny) a druhé najvicsie mnozstvo karotenoidov (1 400,106 ng/g
susiny). Ako najlepsi producent karotenoidov (1 611,091 pg/g susiny) sa ukazala kvasinka R.
rubra.

V tejto sérii kultivacie s vynimkou kvasinky S. roseus sa ako vhodnej$i substradt na
kultivaciu ukazala glukoza. Glycerol je schopny dobre vyuzivat' iba S.roseus, ¢o bolo tiez
potvrdené v predchadzajucich pracach [3, 57]. Vplyv mutagénu bol v pripade kvasiniek rodu
Rhodotorula pozitivny, no v pripade kvasiniek rodu Sporobolomyces a Capitatum sa prejavili
skor jeho inhibi¢né Ucinky pre produkciu metabolitov.

5.4.2 Produkcia karotenoidov, ergosterolu a koenzymu Q - 2. séria kultivacie

(cestoviny)

V druhej sérii boli analyzované Styri kmene podla postupu uvedeného v kap 4.5.2. Bola
sledovand produkcné a rastova kapacita u dvoch nahodne selektovanych mutantov kazdého
druhu kvasiniek pro expozicii 5 a 10 pg/ml EMS. Mutanty boli v priebehu selekcie
adaptované na pritomnost’ cestovin v kultivaénom médiu.

.. @ sudina*10 (g/l)

Rhodotorula glutinis-mutant ] 3
B b-karotén (ug/g sus)

200,00 - O celk.karotenoidy/10 (ug/g sus)

O ergosterol/10 (ug/g sus)

150,00 - B coenzymQ (ug/g sus)

Graf 9: Produkcia pigmentov a biomasy v produkcnych médiach 2. série u kvasinky R. glutinis.
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Graf 10: Produkcia pigmentov a biomasy v produkcénych médidch 2. série u kvasinky R. rubra .
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Graf 11: Produkcia pigmentov a biomasy v produkcnych médidach 2. série u kvasinky C. capitatum.
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Graf 12: Produkcia pigmentov a biomasy v produkcénych médidach 2. série u kvasinky S. roseus.

Tabulka 14: Narast produkcie biomasy a pigmentov v 2. sérii kultivacie.

mnozstvo
L susina B-karotén | ergosterol | karotenoidy | koenzym Q
OznacCenie (/) (Mg/g (ng/g (Mg/g (Mg/g
susiny) susiny) susiny) susiny)
kontrola — nezmutovana | 8,112 172,544 326,803 613,333 44,472
RG kontrola — cestoviny 6,086 2,545 328,878 9,863 1,242
10 Al glukdza 7,353 2,708 224,935 8,635 0,392
10 Al cestoviny 5,407 0,392 67,408 1,578 0,058
10 A2 glukdza 6,583 37,696 356,887 103,951 23,201
10 A2 cestoviny 5,458 1,481 245,086 5,474 1,045
5 Al glukdza 7,424 10,886 320,141 33,986 4,445
5 Al cestoviny 6,583 3,320 194,587 8,545 0,451
5 A2 glukéza 5,762 4,393 234,836 7,101 0,732
5 A2 cestoviny 6,390 3,030 112,914 6,075 1,111
RR | kontrola — nezmutovana 8,366 213,615 239,968 422,393 75,706
kontrola — cestoviny 6,309 14,448 294,697 47,123 8,688
10 Al glukdza 6,471 314,302 411,179 754,898 300,384
10 A1l cestoviny 6,329 22,126 291,944 46,895 11,201
10 A2 glukdza 7,677 300,787 388,702 772,931 157,829
10 A2 cestoviny 5,468 5,224 384,186 11,095 1,526
5 Al glukdza 9,440 387,194 317,448 1046,394 155,579
5 Al cestoviny 5,387 7,955 375,872 21,137 2,872
5 A2 glukdza 9,440 379,921 304,981 1024,250 132,505
5 A2 cestoviny 4,252 7,423 342,307 18,421 6,465
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CC |kontrola — nezmutovana 8,356 2,694 221,295 175,115 159,347
kontrola — cestoviny 5,387 0,957 198,561 11,863 0,504
10 Al glukdza 6,299 5,222 356,843 27,080 7,241
10 Al cestoviny 3,695 1,161 196,451 3,377 1,085
10 A2 glukdza 5,590 0,485 403,850 25,726 7,743
10 A2 cestoviny 4,810 0,276 313,302 4,622 1,709
5 Al glukéza 5,215 1,500 326,620 23,727 9,079
5 Al cestoviny 4,982 0,322 171,433 0,612 0,362
5 A2 glukéza 5,539 0,148 356,141 12,392 5,010
5 A2 cestoviny 8,072 0,190 105,725 0,306 0,245

SR | kontrola — nezmutovana 5,610 328,323 287,163 489,035 30,026
kontrola — cestoviny 3,867 355,911 683,610 546,975 12,087
10 A1 glukdza 4,262 226,013 521,947 404,140 48,580
10 Al cestoviny 5,529 37,989 151,257 64,916 1,316
10 A2 glukdza 5,326 847,683 367,415 1221,594 79,969
10 A2 cestoviny 2,337 477,681 859,387 711,330 7,320
5 Al glukdza 4,313 1135,199 559,061 1727,099 106,889
5 Al cestoviny 2,692 615,020 931,392 921,008 14,882
5 A2 glukéza 5,671 184,039 456,925 333,450 11,302
5 A2 cestoviny 3,584 1552,587 617,274 2413,829 132,164

V grafoch 9-12 atabulke 14 moéZeme vidiet roznu produkciu pigmentov a suSiny
v produkénom médiu s obsahom cestovin o roznej koncentracii mutagénu. Podobne ako pri
predchéadzajucej sérii kultivacie, aj v tomto pripade kvasinka S. roseus lepSie reagovala na
odpadny substrat ako zdroj energie a vyzivy ako na glukézu. Viditel'na nadprodukcia
B-karoténu (1552,587 pug/g susiny), ergosterolu (931,392 pg/g susiny), karotenoidov
(2413,829 ng/g susiny) i koenzymu Q (132,164 pg/g susiny) je dosiahnuta v produkénom
médiu s cestovinami a koncentraciou mutagénu 5 ug/ml. Niz§i obsah mutagénu mal priaznivy
vplyv aj na produkéné vlastnosti kmena R. rubra pre tvorbu karotenoidov (1046,394 pg/g
susiny) i samotné¢ho PB-karoténu (387,194 pg/g susSiny). Naopak pri zvySenej koncentracii
mutagénu bola vyrazna produkcia nielen karotenoidov, ale aj ergosterolu a koenzymu Q.
V tomto pripade sa ale ako vhodnejsi substrat ukazala glukoza. Pre kmene R. glutinis
a C. capitatum cestovinové médium a pridavok mutagénu nemali pozitivny vplyv na rast
buniek a produkciu susiny a metabolitov.

5.4.3 Produkcia karotenoidov, ergosterolu a koenzymu Q — 3. séria kultivacie

(hydrolyzované cestoviny)

V tretej sérii boli analyzované Styri kmene podl'a postupu uvedeného v kap. 4.5.2. Bola
sledovana produkéna a rastova kapacita u dvoch nahodne selektovanych mutantov kazdého
druhu kvasiniek pro expozicii 10 a 15 ug/ml EMS. Mutanty boli v priebehu selekcie
adaptované na pritomnost’ cestovin v kultivatnom médiu, pricom v jednom médiu boli
cestoviny hydrolyzované zmesnym extracelularnym enzymovym preparatom z plesne
Fusarium solani, v druhom preparatom z Phanerochaetae chrysosporium. Preto st uvedené
pre kazdy analyzovany druh cervenej kvasinky dva grafy.
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Rhodotorula glutinis-mutant

E susina*10 (g/)

M b-karotén (ug/g sus)

O celk.karotenoidy/10 (ug/g sus)
O ergosterol/10 (ug/g sus)

B coenzymQ (ug/g sus)

Graf 13 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkcnych médidach 3 série — kvasinka R. glutinis + FS.
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Graf 14 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkcnych médidach 3 série — kvasinka R. glutinis +

PCH.
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Rhodotorula rubra-mutant

E susina*10 (g/l)

B b-karotén (ug/g sus)

O celk.karotenoidy/10 (ug/g sus)
O ergosterol/10 (ug/g sus)

B coenzymQ (ug/g sus)

Graf 15 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkcnych médiach 3 série — kvasinka R. rubra + FS.

Rhodotorula rubra-mutant
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O celk.karotenoidy/10 (ug/g sus)
O ergosterol/10 (ug/g sus)

B coenzymQ (ug/g sus)

Graf 16 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkcnych médiach 3 série — kvasinka R. rubra + PCH.
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Tabulka 15: Narast produkcie pigmentov a biomasy v 3. sérii kultivdcie s pridanim enzymov z plesni.

mnozstvo
o susina B-karotén | ergosterol | karotenoidy | koenzym Q
oznacenie /) (ng/g (ng/g (ng/g (ng/g
susiny) susiny) susiny) susiny)
kontrola - glukéza 5,985 | 147,320 311,553 602,574 45,632
kontrola - cestoviny FS 7,069 14,930 305,019 31,374 1,356
kontrola - cestoviny PCH | 6,106 7,610 381,261 23,703 2,557
10 Al glukéza FS 8,173 | 313,155 317,314 1237,340 81,527
10 A1l cestoviny FS 5711 11,401 428,516 41,069 3,696
RG |10 A2 glukdéza FS 8,366 | 232,091 309,042 1080,798 78,738
10 A2 cestoviny FS 5,488 2,308 368,317 17,791 2,891
15 Al glukéza FS 8,953 85,923 222,825 313,399 31,177
15 Al cestoviny FS 7,788 5,520 255,182 25,973 2,419
15 A2 glukéza FS 8,974 | 195,399 319,974 697,921 70,424
15 A2 cestoviny FS 7,565 6,565 344,724 16,097 1,382
10 Al glukéza PCH 8,214 | 259,340 264,329 869,469 83,996
10 Al cestoviny PCH 7,971 7,467 340,284 17,069 1,924
10 A2 glukéza PCH 11,618 | 59,547 170,129 140,559 40,362
10 A2 cestoviny PCH 6,755 10,477 431,157 30,696 2,109
15 Al glukéza PCH 8,862 | 103,748 282,879 673,241 45,322
15 Al cestoviny PCH 6,390 5,541 373,092 20,159 1,202
15 A2 glukéza PCH 8,558 | 173,005 273,717 711,054 57,311
15 A2 cestoviny PCH 6,400 10,303 365,664 36,714 1,786
RR | kontrola - glukéza 8,467 | 218,164 2962,260 567,517 143,009
kontrola - cestoviny FS 6,339 5,414 288,341 13,395 2,147
kontrola - cestoviny PCH | 6,593 34,013 388,058 62,102 8,911
10 Al glukéza FS 8,629 | 199,331 278,263 552,082 153,271
10 Al cestoviny FS 7,089 2,764 238,817 7,055 1,584
10 A2 glukéza FS 5,863 | 239,927 358,005 944,807 213,429
10 A2 cestoviny FS 5,448 4,113 337,654 11,764 1,412
15 Al glukéza FS 6,805 | 129,514 372,890 862,652 111,120
15 Al cestoviny FS 6,268 7,253 362,354 22,614 7,376
15 A2 glukéza FS 6,471 | 177,983 380,611 1483,079 154,721
15 A2 cestoviny FS 6,046 3,417 301,974 13,810 1,736
10 Al glukéza PCH 7,292 76,940 283,425 209,145 56,391
10 Al cestoviny PCH 9,186 17,756 232,520 37,332 2,516
10 A2 glukéza PCH 7,971 75,812 318,894 506,648 61,215
10 A2 cestoviny PCH 7,109 66,134 282,548 108,575 29,326
15 Al glukéza PCH 8,234 | 118,236 291,649 719,901 36,514
15 Al cestoviny PCH 6,248 4,908 387,685 19,750 1,479
15 A2 glukéza PCH 8,447 | 139,078 275,126 333,676 97,170
15 A2 cestoviny PCH 6,633 30,393 338,647 56,272 5,970

Na grafe 13 - 16 mozno pozorovat’ mierny narast biomasy, f-karoténu a koenzymu Q pri
kultivacii kvasiniek rodu Rhodotorula v hydrolyzovanych produkénych médiach. Ako je
z grafu zrejmé, k vyraznému narastu mnozstva [-karoténu, karotenoidov a koenzymu Q
doslo iba v produkénych médiach sobsahom glukozy. V médiach s pridavkom
enzymatického preparatu FS doSlo ku vicsej produkcii metabolitov ako to bolo v pripade
médii s pridavkom PCH. No naprieck tomu zvySena produkcia CdCistej biomasy
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(11,618 pg/g susiny) bola dosiahnuta u kvasinky R. glutinis na glukézovom médiu a v pripade

kvasinky R. rubra bol narast produkcie biomasy (9,186 ug/g suSiny) dosiahnuty
Vv cestovinovom médiu s pridavkom enzymu PCH.
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Graf 17 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkcnych médidach 3 série — kvasinka C. capitatum +

FS.
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Graf 18 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkcnych médidach 3 série — kvasinka C. capitatum +

PCH.
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Graf 19 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkcénych médidach 3 série — kvasinka S. roseus + F

S.
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Graf 20 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkcnych médidach 3 série — kvasinka S. roseus +
PCH.

65



Tabulka 16: Ndrast produkcie pigmentov @ biomasy v 3. sérii kultivicie s pridanim enzymov z plesni.

mnozstvo
o susina B-karotén | ergosterol | karotenoidy | koenzym Q
ozhacenie @/ (ng/g (ng/g (Hg/g (ng/g
susiny) susiny) susiny) susiny)
CC |kontrola - glukéza 8,518 6,753 303,572 319,284 65,584
kontrola - cestoviny FS 5,914 2,281 206,321 62,526 9,683
kontrola - cestoviny PCH 5,043 16,492 348,295 81,614 3,424
10 Al glukéza FS 9,105 4,199 234,378 460,767 86,007
10 A1l cestoviny FS 6,187 1,075 315,674 26,416 5,541
10 A2 glukéza FS 8,457 8,708 252,274 341,230 59,627
10 A2 cestoviny FS 5,569 12,409 221,192 43,337 3,846
15 Al glukéza FS 8,720 1,349 287,467 315,185 61,622
15 Al cestoviny FS 6,289 1,264 371,110 25,772 5,197
15 A2 glukéza FS 8,254 0,853 315,290 317,916 46,038
15 A2 cestoviny FS 5,417 0,575 451,988 31,758 5,714
10 Al glukéza PCH 6,309 6,669 309,501 423,362 98,016
10 Al cestoviny PCH 8,224 9,100 280,969 26,005 3,908
10 A2 glukéza PCH 5,397 11,863 338,489 488,267 129,314
10 A2 cestoviny PCH 3,158 16,422 455,055 471,481 157,413
15 Al glukéza PCH 10,220 2,559 219,710 172,755 33,771
15 Al cestoviny PCH 4,769 0,427 395,045 2,777 2,613
15 A2 glukéza PCH 7,910 6,947 273,259 197,558 40,761
15 A2 cestoviny PCH 5,661 0,223 345,668 0,000 3,995
SR | kontrola - gluk6za 5,154 649,556 541,511 1057,669 36,508
kontrola - cestoviny FS 2,783 839,606 996,000 1173,513 9,478
kontrola - cestoviny PCH | 4,110 323,068 667,084 479,786 11,649
10 Al glukéza FS 4,364 683,136 601,820 1002,179 47,470
10 A1l cestoviny FS 2,884 691,855 913,316 1013,556 10,306
10 A2 glukéza FS 4,303 328,584 494,402 576,127 23,376
10 A2 cestoviny FS 2,621 626,605 1130,338 861,419 13,046
15 Al glukéza FS 5,286 1086,923 623,988 1888,576 60,106
15 A1l cestoviny FS 3,786 455,626 728,332 628,091 8,683
15 A2 glukéza FS 3,837 732,498 725,748 1238,239 50,786
15 A2 cestoviny FS 2,479 592,254 1052,061 862,682 9,289
10 Al glukéza PCH 4,090 753,330 708,166 1164,908 110,975
10 Al cestoviny PCH 4,576 369,312 573,258 551,369 12,828
10 A2 glukéza PCH 5,215 639,319 502,479 1049,461 74,795
10 A2 cestoviny PCH 3,685 289,509 660,130 450,647 6,840
15 Al glukéza PCH 5,397 897,830 502,040 1462,762 100,403
15 Al cestoviny PCH 3,908 159,245 604,727 245,662 4,632
15 A2 glukéza PCH 5,154 355,578 439,861 586,871 56,091
15 A2 cestoviny PCH 3,482 628,325 824,699 874,761 14,140
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Grafy 17 — 20 a tabulka 16 nam opét’ ukazuji zmeny v naraste biomasy a pigmentov po
pridani hydrolytickych enzymov do produkéného média s obsahom cestovin. VSeobecne
mozno konStatovat’, Ze po hydrolyze cestovin z zivnych médii doslo ku zvySenej produkcii
jednotlivych metabolitov kvasiniek, k zmene ich pomeru a v ojedinelych pripadoch aj ku
zvySenej produkcii biomasy. Tymto moézeme potvrdit fakt, Ze hydrolytické enzymy
V jednotlivych médiach rozkladaji polysacharidy a tym mézu byt substraty lepSie vyuzitelné
kvasinkovymi bunkami pre produkciu pigmentov asterolov. Dokladom je aj vysledok
analyzy redukujucich sacharidov v hydrolyzovanych médiach (kap. 5.3.).

Pri porovnani pouzitych enzymatickych preparatov, boli dosiahnuté lepSie vysledky
a vyssie hodnoty mnozstva produktov po pridani zmesného enzymu z plesne Fusarium solani.

Cestoviny ako odpady rozlozené posobenim enzymov na jednoduchs$ie cukry najlepsSie
vyuzil pre svoje potreby mutantny kmen kvasinky S. roseus. Bolo dosiahnuté najvicsie
mnozstvo P-karoténu (1 086,923 nug/g susiny), ergosterolu (1 130,338 pg/g susiny),
karotenoidov (1 888,576 ug/g susiny) a koenzymu Q (110,975 ng/g susiny). Vyssiu produkciu
vykazovali mutantné kmene predovsetkym v produkénych médiach s obsahom glukdzy, ale aj
U cestovinovych médii doSlo k narastu mnozstva metabolitov s pridavkom oboch
enzymatickych preparatov. Vplyv koncentracie mutagénu pri tejto sérii nebol vyrazny, ale
jeho pritomnost’ v médiach ma u¢inok podporujici rast pigmentov, ktory je jasne viditelny.
Na cestovinovom médiu hydrolyzovanom s pridavkom FS bola zaznamenané zvysena
produkcia B-karoténu (12,409 pg/g susiny) oproti kontrole a S pridavkom PCH zase zvySené
mnozstvo ergosterolu (455,055 ug/g susiny) a koenzymu Q (157,413 ug/g susiny) u kvasinky
C. capitatum .

Z vysledkov ziskanych kultivaciou a meranim produkénej a metabolickej aktivity sa ako
najlepsie kultivacné médium pre produkciu biomasy a metabolitov uplatnilo médium
s obsahom glukézy. Toto zistenie bolo charakteristické pre vSetky kmene pouzité v
experimente okrem mutantného kvasinkového kmena Sporobolomyces roseus. Pre tento kmen
prave odpadné substraty ako glycerol a cestoviny predstavovali najvhodnej$i nutri¢ny zdroj.
Najvicsie mnozstvo P-karoténu bolo namerané v produkénom médiu s obsahom cestovin
a koncentraciou mutagénu 5 pg/ml, ¢o je dost’ zaujimavé pretoze hned druhé najvicsie
mnozstvo B-karoténu produkovaného kvasinkou S. roseus bolo zistené v cestovinovom
produkénom médiu hydrolyzovanom s pridavnom enzymu =z plesne Fusarium solani
a s obsahom mutagénu 15 pg/ml. Produkcia samotnej biomasy nebola prili§ vyrazna ani
Vjednej zo sérii kultivacie pri porovnani nemutantného a mutantného kmena. NajvysSie
hodnoty biomasy boli namerané pri kultivacii kvasiniek Rhodotorula glutinis a Rhodotorula
rubra na cestovinovom a gluk6zovom médiu, u ktorych cukry boli rozlozené pdsobenim
enzymatického preparatu vyizolovaného z plesne Phanerochaete chrysosporium.

Odpadné substraty hydrolyzované s pridavkom enzymu z plesne Fusarium solani sa
ukazali ako najlepSie Zzivné médium pre produkciu najmd celkovych karotenoidov
aj samotného B-karoténu. Naopak pridavok enzymu z plesne Phanerochaete chrysosporium
do produk¢ného média zhydrolyzoval cestoviny na lepsi zdroj energie pre tvorbu ergosterolu,
koenzymu Q, ale i karotenoidov.

Glycerol sa ukazal ako menej vhodny substrat v porovnani s cestovinami ¢i s glukézou.
Vyssia produkcia karotenoidov, B-karoténu a koenzymu Q bola zistend u glukézovych
produkénych médii, v ktorych boli kultivované mutantné kvasinky Rhodotorula aurantiaca
a Rhodotorula rubra aboli do produkéného média preockované z inokulaéného média
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s obsahom glycerolu a glukozy 50:50. Pritomnost’ mutagénu a jeho koncentracia taktiez mala
vyznamny vplyv na produkéné vlastnosti kvasiniek. Vo vicSine pripadov iSlo sice skor
0 inhibi¢né posobenie na rast buniek a biomasy, no na druhej strane u vybranych kmenoch pri
niz$ej koncentracii mutagénu bola namerana zvySena produkcia B-karoténu a karotenoidov
a so zvysSujucou sa koncentraciou rastlo aj mnozstvo nameraného ergosterolu a koenzymu Q.

V kone¢nom doésledku mézeme konStatovat, ze vyuzitie mutagénov v suvislosti so
spravnou kombinaciou odpadnych substratov ako nutricnych zdrojov a mikroorganizmom,
moze v buducnosti viest ku relativne dobrym produkénym vlastnostiam. Potencidlne
vyuzivanie mutagénov v praxi musi byt’ ale podlozené a bezchybne overené sériou $tudii ich
produkénych vlastnosti ¢i molekularnej Struktiry. Ndhodna selekcia mutantov na zaklade
vizudlneho hodnotenia je sice v pripade pigmentotvornych kvasiniek moznd, ale malo by byt’
hodnotené vicSie mnozstvo mutantov. Vyznamné je tiez opakované overenie, ze
nadproduk¢éné vlastnosti si mutantny kmen zachovdva dlhodobo a prenasaju sa do dalsej
generacie.

5.5 Analyza PCR produktov metédou DGGE

Po selekcii a kultivacii mutantnych kmeniov v kvapalnom médiu bola prevedena analyza
metddou PCR/DGGE podla postupu v kap. 4.7. av kap. 4.8. Cielom bolo overit, ¢i malo
posobenie mutagénu vplyv na Struktaru vysoko konzervovanych sekvencii 26S rRNA. Najprv
vsak bolo potrebné DNA zo vzoriek vyizolovat a amplifikovat’, aby sme ziskali dostato¢né
mnozstvo vzorky vhodné pre elektroforeticku separaciu.

5.5.1 Izolacia DNA pomocou izola¢ného kitu UltraClean Microbial DNA Isolation Kit

Komer¢na sada Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit umoziuje rychlu a jednoduchu
izolaciu genomovej DNA z vybranych kmeniov mutantnych kvasiniek. Hoci tieto komercné
Kity poskytuji iba malé vytazky izolovanej DNA, ktoré sa nedaju detekovat’ elektroforeticky,
na druhej strane ziskavame vzorku DNA o vysokom stupni ¢istoty. Tato forma izolacie DNA
bola zvolena najmid vdaka jej Casovym vyhodam a velkému mnoZstvu analyzovanych
vzoriek.

Malé mnozstva vyizolovanej DNA boli nasledne namnozené pomocou PCR.

5.5.2 Amplifikacia DNA pomocou nested PCR

Pre amplifikaciu bola zvolena kodujica oblast’ 26S rRNA Specifického tiseku DNA, ktora
bola namnozend za pouzitia dvoch parov primérov. Pri prvom amplifikacnom kroku bol
pouzity vonkajs$i par primérov NL1/NL4 apri dalSom kroku bol pouzity vnutorny par
primérov NL1/LS2, ktory sa Specificky naviazal na svoje komplementarne miesto vo vnutri
prvého PCR produktu. Do vysledného amplikonu bola zaradend GC-svorka, ktord bola
suCastou 5’-konca priméru NLI, aktora zabranuje uplnému rozlozeniu dsDNA na
jednoretazcové formy, ¢o je velkd vyhoda potrebnd pri analyze vzorky metédou DGGE.
Amplikony ziskané z prvého kroku nested PCR boli pouzité ako templat pre druhy krok PCR.
Preto bolo potrebné zabranit’” tomu, aby sa naamplifikovala povodna DNA, tak sa produkty
PCR 1 vhodne nariedili a az nasledne sa preslo ku PCR kroku ¢islo dva.
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PCR produkty druhého kroku boli testované a elektroforeticky separované horizontalnou
elektroforézou v agar6zovom géle, na zaklade coho bola urfena velkost' ich fragmentov
a overilo sa, ze ziskané amplikony st vhodné pre analyzu metédou DGGE.

5.5.3 Analyza PCR produktov vybranych kultir 1. série metodou DGGE.

Pre analyzu bol zvoleny polyakrylamidovy gél pripravent zo zdsobného roztoku AA/BIS
v pomere 19 : 1 a bol zvoleny denaturacny gradient v rozsahu 30 — 45 % (kap. 4.8.). Ziskané
amplikony z PCR boli na gél nanesené spolu so Standardom charakterizujicim uréity kmen
kvasiniek. Pre analyzu DGGE boli vybrané vzorky DNA mutantnych kvasiniek
kultivovanych v produkénom médiu s obsahom glycerolu.

Na nasledujiicom obrazku je zobrazeny vysledny elektroforegram. Tabul'ka udava poradie
jednotlivych vzoriek.

Tab. 17: Prislusné poradie vzoriek

Por. vzorka
1 |RA standard
2 |RA5-A1
3 |RA5-A2
4 |RA 10-Al1
5 |RA 10-A2
6 | RA standard
7 | RR standard
8 |RR5-Al
9 |RR5-A2
10 |RR 10-A1
11 |RR 10-A2
12 | CC standard
13 |CC 5-A1
14 |CC 5-A2
15 |CC 10-A1
16 |CC 10-A2

Obrazok 19: DGGE profil vybranych vzoriek kvasiniek 1. série

Na obrazku 19 modzeme dobre vidiet elektroforegram vybranych vzoriek mutantnej
kvasinkovej DNA. Vzorky, ktoré si najmenej intenzivne, resp. sa vobec neprejavili na profile
gélu, su uz zrejme prili§ dlho skladované, alebo doslo ku chybe pocas amplifikacie vzorky v
PCR. Pri porovnani §tandardnych amplikonov z nemutovaného kmena s mutovanymi kmenimi
vidime, Ze na Specifickej Casti DNA, ktoru sledujeme nenastala u tychto vzoriek ziadna
muta¢nd zmena na Urovni sledovaného useku DNA.

5.5.4 Analyza PCR produktov vybranych kultir 2. série metodou DGGE.

Analyza DGGE bola prevedena za rovnakych podmienok ako v predchadzajucej kapitole
a tiez vzorky boli pripravené rovnakym sposobom ako vzorky prvej série kultivacie. Teraz
boli analyzované vybrané mutantné kvasinkové kmene kultivované v produkénych médiach
s obsahom cestovin. Na obrazku mame odfoteny DGGE profil vybranych vzoriek kvasinkovej
DNA. Tabul’ka ndm udava poziciu jednotlivych vzoriek.
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Obrazok 20: DGGE profil vybranych vzoriek kvasiniek 2. série

Tab. 18: Prislusné poradie vzoriek

Por. vzorka Por. vzorka
1 | SR standard 9 |RG standard
2 |SR5-A1 10 |RG 5-Al
3 |SR5-A2 11 |RG 5-A2
4 | SR 10-A1 12 |RG 10-A2
5 |SR 10-A2 13 | CC standard
6 |RR Standard 14 |CC5-A2
7 |RR5-A2 15 |CC 10-A1
8 |RR 10-A2 16 |CC 10-A2

Na obrazku 20 moézeme opéat vidiet' jednotlivé drdhy fragmentov DNA rozdelené
Vv denatura¢nom gradiente na zaklade zloZenia ich sekvencie. V pripade vzoriek izolovanych
zrodov Rhodotorula (drahy 6 - 12) nevidime ziadne odchylky v usporiadani fragmentov.
Dokonca mézeme predpokladat’ vel'mi podobny DGGE profil v ramci rodového zastipenia.
Ani v pripade vzoriek kmena C. capitatum nedoslo k vyraznym odchylkam v usporiadani
jednotlivych amplikonov. No na druhej strane velmi vyrazni odchylku pozorujeme pri
porovnani Standardu kvasinky S. roseus s mutovanymi kmenmi (drahy 1 az 4), mutagenéza
teda zasiahla do analyzovanej oblasti 26S rRNA a vyvolala zmenu Struktiry prislusného
useku DNA. Je to zrejme sposobené vysokou citlivostou kmenia na r6zne vonkajSie zmeny ¢i
uz nutri¢né, stresové alebo mutacné.
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6 ZAVERY

PredloZena praca bola koncipovand ako porovnavacia Stadia karotenogénnych kvasiniek
Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1, Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7, Rhodotorula
mucilaginosa (rubra) CCY 20-7-31, Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4 a Sporobolomyces
shibatanus CCY 19-20-3. Cielom prace bola optimalizacia techniky nahodnej mutagenézie
a selekcie mutantov adaptovanych na vybranych odpadnych substratoch. Nasledne boli
charakterizované rastové a produk¢né vlastnosti selektovanych mutantov - produkcia
biomasy, pigmentov, ergosterolu a koenzymu Q u vSetkych uvedenych kvasinkovych kmenov
kultivovanych v troch séridch ma troch typoch odpadnych substratov. V prvej sérii bol
pouzity odpadny glycerol, v druhej sérii odpadné cestoviny. V tretej sérii bol odpadny
cestovinovy substrat s obsahom komplexnych sacharidov hydrolyzovany posobenim
extracelularnych enzymov izolovanych z dvoch druhov plesni.

V uvode experimentalnej Casti prace bola optimalizovana technika nahodnej mutagenézie.
Kvasinky boli podrobené u¢inkom dvoch typov chemickych mutagénov 0 r6znej koncentracii
v produkénom médiu. Alkaly¢né cinidlo EMS (etylester kyseliny metansulfonovej) sa
osvedcil ako vhodny mutagén, nakol’ko po 4 dnoch kultivacie na Petriho miskach doslo
Kk narastu mutantnych kolénii u vSetkych kvasinkovych kmenov. Bola prevedena nahodna
vizualna selekcia mutantnych kvasinkovych kmenov, ktoré boli nasledne pouzité v troch
sériach kultivacie popisanych vyssie. V jednotlivych sériach kultivacie bola gravimetricky
analyzovana produkovana biomasa a metédou RP-HPLC sPDA detekciou karotenoidné
pigmenty, ergosterol a koenzym Q. Vplyv mutagenézie na integritu DNA bol analyzovany
pomocou PCR/DGGE.

V prvej sérii kultivacie bolo vsetkych Sest” kvasinkovych kmeniov kultivovanych
v produkénom médiu s obsahom glycerolu. V nasledujticich dvoch sériach boli pouzité uz len
Styri kmene. V druhej sérii kultivacie boli ako odpadny substrat pouzité cestoviny, ktoré
Vv tretej sérii kultivacie boli hydrolyzované pomocou enzymovych preparitov od plesni
Fusarium solani a Phanerochaete chrysosporium. V jednotlivych sériach kultivacie bol
sledovany vplyv mutagénu EMS o koncentracii 5 pg/ml, 10 ug/ml a 15 pg/ml, ktory sa
prejavil rozdielnym sfarbeni produkénych médii, morfologickou zmenou kvasinkovych
buniek a tiez samotnou produkciou metabolitov.

Vseobecne nebol pozorovany vyrazny narast biomasy u jednotlivych mutantov kvasiniek
v riznych typoch produkéného média ¢i ucinkom mutagénu. V pripade kultivacie v médiu
s obsahom nehydrolyzovanych cestovin dokonca doslo k poklesu produkcie biomasy, zrejme
vplyvom neschopnosti utilizovat’ komplexny substrat. Najvacsi narast biomasy vSak bol
dosiahnuty u kvasinky Rhodotorula glutinis (11,618 g/l) na produkénom médiu s obsahom
cestovin hydrolyzovanych enzymovym komplexom ziskanym z plesne Phanerochaete
chrysosporium. Pri kultivacii za pouzitia odpadu glycerolu bol u kvasiniek rodu Rhodotorula
taktiez namerany mierny narast v mnozstve biomasy.
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Mutant kvasinky Sporobolomyces roseus sa prejavil ako najlepsi producent karotenoidov
(2 413,829 pg/g susiny) ako aj samotného B-karoténu (1 552,583 ug/g susiny) pri kultivacii na
nehydrolyzovanych cestovinach. S narastajicou koncentraciou mutagénu postupne
dochadzalo ku zniZovaniu produkcie pigmentov. Na hydrolyzovanych cestovinach bola
u S.roseus zistena vysoka produkcia B-karoténu (1 086,923 pug/g susiny) a karotenoidov
(1 888,576 pg/g susiny). Pritomnost mutagénu v produkénom médiu podporila tvorbu
pigmentov aj Vv pripade kvasiniek rodu Rhodotorula, ale iba v pripade, ze ako nutriény zdroj
bola pouzita glukdza a nie odpadny substrat. V pripade Rhodotorula glutinis kultivovanej
V hydrolyzovanom cestovinovom produkénom médiu dochadzalo s narastom koncentracie
mutagénu ku zniZzovaniu produkcie pigmentov, zatial' ¢o v pripade kvasinky Rhodotorula
rubra to bolo naopak.

Kmen Sporobolomyces roseus bol najlepsim producentom aj u ostatnych sledovanych
metabolitov. Najvac¢sie hodnoty ergosterolu boli namerané u kultivacie na hydrolyzovanych
(1 130,338 pg/g susiny) a nehydrolyzovanych (931,392 pg/g susiny) cestovinach pri nizsich
koncentraciach mutagénu. Podobne to bolo aj Vv pripade koenzymu Q. Najvacsi narast
produkcie koenzymu Q, az 45-krat, bol dosiahnuty u mutanta kvasinky Cystofilobasidium
capitatum (157,413 ug/g susiny) v hydrolyzovanom cestovinovom médiu S koncentraciou
mutagénu 10 pg/ml. Zvysend produkcia koenzymu Q bola charakteristicka aj u mutantov
rodu Rhodotorula na glukézovom médiu. Zatial' ¢o zvySena koncentracia mutagénu
v produkénych médiach s kultarou Sporobolomyces roseus inhibovala produkciu
metabolitov, v pripade kvasiniek rodu Rhodotorula dochadzalo k podpore tvorby pigmentov
I ostatnych sledovanych metabolitov.

V dalSej Casti prace bola sledovana integrita DNA pomocou vysoko konzervovanej
sekvencie pre 26S rRNA. Izolovana DNA mutantov bola podrobena analyze metédou nested
PCR a DGGE. Doslo k uspesnej separacii amplifikovanych fragmentov. Vacsina mutantnych
kmeniov vykazovala identické profily ako referenéné druhy, vplyv mutacie nebol
zaznamenany. Mierne odchylky voci Standardu boli videné iba pri mutantnych kmenoch
Sporobolomyces roseus, ¢o by naznacovalo zmenu v Sekvencii fragmentov DNA sp6sobenti
pripadnou muticiou kmena.

V predloZenej praci bolo potvrdené, Ze nahodnd mutagenezia je potencidlnou moznostou,
ako ziskat' kmene kvasiniek schopné nadprodukcie metabolitov a adaptované na odpadné
substraty. Selektované mutantné kmene karotenoidnych kvasiniek produkovali za urcitych
podmienok niekol'kondsobne vysSie mnozstvo karotenogénnych farbiv, ergosterolu
a koenzymu Q. Potencidlne vyuzivanie mutagénov v praxi musi byt podlozené a overené
sériou $tudii ich produkénych vlastnosti a molekularnej Struktiry. Nahodna selekcia mutantov
na zaklade vizualneho hodnotenia je sice v pripade pigmentotvornych kvasiniek vhodna, ale
malo by byt hodnotené véc¢sie mnozstvo mutantov. Vyznamné je tiez overenie dlhodobého
zachovania nadprodukcénych vlastnosti u mutantnych kmenov. Je vSak mozné uzvriet, Ze
moznosti cielenej nadprodukcie pigmentov bez vplyvu na produkciu biomasy by urcite nasli
svoje uplatnenie v mnohych biotechnologickych vyrobach i postupoch, ¢o je atraktivne
predovsetkym pre potravinarsky, krmivarsky, farmaceuticky ¢i kozmeticky priemysel,
nakol’ko ide o ekonomicky vyznamné a ekologicky prospesné formy vyroby.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

AA/BIS
A-T
APS
CcC
CCM
CCY
DEB
DGGE
DMADP
DNA
dNTP
EDTA
EMS
EO
EtBr
FS
G-C
GGDP
HPLC
INO
IPDP
MMS
NTG
PCR
PDA
PCH
rDNA
RNA
rRNA
RA
RG
RR
RTG
SDS

SSh

SR

TAE
TEMED
TGGE
uv

VIS

akrylamid/N-N-methylén-bis-akrylamid
adenin-tyminova vidzba

persiran amonny

Cystofilobasidium capitatum

Ceska zbierka mikroorganizmov
Zbierka kultlr kvasiniek
diepoxybuthan

denaturacna gradientova gelova elektroforéza
dimetylallyldifosfatu
deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleozidtrifosfat

kyselina ethyléndiaminotetraoctova
ethylester kyseliny methansulfonove;j
ethylén oxid

ethidium bromid

Fusarium solani

guanin-cytozinova vizba
geranyldifosfat

vysokoucinna kvapalinova chromatografia
inokulum

izopentyldifosfatu

methylester kyseliny methdnsulfonove;j
N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin
polymerazova ret'azova reakcia
detekcia pomocou fotodiodového pola
Phanerochaete chrysosporium
ribozomalna DNA

ribonukleova kyselina

ribozomalna RNA

Rhodotorula aurantiaca

Rhodotorula glutinis

Rhodotorula mucilaginosa (rubra)
rentgénove ziarenie

dodecylsiran sodny

nukleofilna substiticia
Sporobolomyces shibatanus
Sporobolomyces roseus

trisacetatovy pufor
N,N’-tetramethyléndiamin

teplotna gradientova gelova elektroforéza
ultrafialova svetlo (oblast’)

viditel'na svetlo (oblast’)
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9 ZOZNAM PRILOH

Priloha 1: Chromatogram HPLC - kultivacia kvasinky Rhodotorula glutnis na
produkénom médiu s obsahom glukézy ako kontrolna vzorka.

Priloha 2: Chromatogram HPLC — kultivacia kvasinky Cystofilobasidium capitatum na
produk¢énom glukézovom médiu ako kontrolna vzorka.

Priloha 3: Chromatogram HPLC — mutantna kvasinka Sporobolomyces roseus kultivovana
na nehydrolyzovanom cestovinovom produkénom médiu s koncentraciou mutagénu 5 pg/ml.
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Priloha 1: HPLC chromatogram — Rhodotorula glutinis kultivovand na produkénom médiu
s glukozou ako kontrola, hlavny produkovany pigment - karotén (7,35 min) — kandl A, vedlajsie
produkované metabolity ergosterol (2,33 min), koenzym Q (8,63 min) — kandl B
(viz kapitola 5.4., str. 51-56)
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Priloha 2: HPLC chromatogram — Cystofilobasidium capitatum kultivovand na produkénom médiu
s glukozou, hlavny produkovany pigment - karotén (7,30 min) — kandl A, vedlajsie produkované

metabolity ergosterol (2,32 min), koenzym Q (8,56 min) — kandl B
(viz kapitolu 5.4 , str. 51-56)
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Priloha 3: HPLC chromatogram — Sporobolomyces roseus — produkcia karotenoidov v produkénom
médiu s obsahom cestovin a koncentrdciou mutagénu 5 ug/ml, hlavny produkovany pigment -
karotén (7,13 min) — kandl A, vedlajsie produkované metabolity ergosterol (2,30 min),
koenzym Q (8,43 min) — kandl B
(viz kapitola 5.4., str. 57-60)
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